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RESUMO

Titulo: Desenvolvimento de um método de preparo de amostras para
determinacao de Cr, Cu, Pb e Zn em espécies de peixes oriundas do Canal
Sao Gongalo, Pelotas/RS utilizando planejamento experimental

A poluicao dos recursos hidricos tem sido uma constante preocupacao na
sociedade contemporéanea e muitas sdo as maneiras de identifica-la, tais como
0 uso de peixes como bio-indicadores ambientais. Entre os poluentes mais
comuns nos peixes, 0s metais e seus compostos sao citados e, dependendo da
concentracdo em que se encontram, podem apresentar toxicidade. Neste
trabalho, foi desenvolvido um método de preparo de amostra para
determinacdo de metais em peixes, usando a decomposicdo éacida com
sistema de refluxo. As melhores condigcdes de decomposicdo foram obtidas
através de um delineamento composto central rotacional (DCCR). As amostras
de peixes foram decompostas na presenca de 5 mL de HNO3; e de 2 mL de
H-O,, durante 2 horas a 150°C no bloco digestor.As técnicas de espectrometria
de absorgcdo atdbmica com chama (F AAS) e espectrometria de absorgcéao
atdbmica com forno de grafite (GF AAS)foram utilizadas para as determinac¢des
dos analitos. A exatiddo do método foi avaliada através da analise de material
de referéncia certificado de peixe e os valores encontrados foram concordantes
com o valor certificado. Os limites de quantificacdo obtidos (0,9 mg kg';
1,9 mg kg™; 57,0 pg kg'e 69,2 pg kg para Cu, Zn, Cr e Pb, respectivamente)
ficaram abaixo dos limites previstos na legislacdo. Apos otimizacao, o método
foi aplicado para o preparo das amostras de peixe. As seguintes espécies de
peixes foram analisadas: Micropogonias furnieri (corvina), Pimelodus
clarias(pintado), Cyphocharax voga (biru) e Loricaariichthys anus (viola)
coletadas nas regides estuarina e limnica do Canal Sao Gongalo, em Pelotas,
nas estacdes outono, inverno e primavera do ano de 2013, e no veréao de 2014.
Os niveis de concentragdo de Cu encontrados ficaram no intervalo de 6,7 a 12
mg kg'; de Zn, entre 1,8 e 23,6 mg kg™'; de Pb, entre 37 e 487 pg kg™'; e de Cr
variaram de 40 a 1268 pg kg'. As maiores concentracdes de Cu, Zn e Pb
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foram observadas nos peixes coletados nos pontos pertencentes a regiao
estuarina. Porém, o Cr apresentou altos indices especialmente na regido
limnica. As amostras da espécie Loricariichthys anus (viola) foram as que
apresentaram maiores concentracbes de todos os analitos avaliados. As
concentragbes de Zn e Cu permaneceram abaixo dos limites méaximos de
toxicidade enquanto os altos teores de Pb e Cr indicaram que a regiao
estuarina do Canal sofre impacto da acdo antrépica, em especial do despejo
domeéstico, residuos de constru¢do e demolicéo e efluentes de industrias,como
as de curtimento de couro. Diante dos resultados, sugere-se um monitoramento
continuo da biota do Canal Sdo Gongalo, ja que esta regido é de fundamental
importancia econdmica, social e ecoldgica para a populagao local.

Palavras-chave: Metais, Peixes, Decomposicdo Acida, Planejamento

Experimental, Espectrometria de Absorgéo Atdmica, Canal Sdo Gongalo.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM QUIMICA
Tese de Doutorado em Quimica

Pelotas, Julho de 2016.
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ABSTRACT

Title: Development of a sample preparation method for the determination of Cr,
Cu, Pband Zn in fish species from Sdo Goncalo channel, Pelotas/RS using

experimental design

The concern with the pollution of water resources has been a constant in
contemporary society and there are many ways to identify it, such as the use of
fish as environmental biomarkers. Among the most common pollutants in fish,
metals and their compounds are cited and, depending on the concentrations in
which they are, can cause toxicity. In this work, was developed a sample
preparation method for the determination of metals in fish, using the acid
decomposition with reflux system.The best conditions of decomposition were
obtained through a central composite design (CCD). Fish samples were
decomposed in the presence of 5 mL of HNO3z and 2 mL of H,O, during 2h at
150°C in the digester block.The techniques flame atomic absorption
spectrometry (F AAS) and graphite furnace atomic absorption spectrometry (GF
AAS) were used for the determination of analytes. The accuracy of method
wasevaluate by analysis of certified reference materials of fish and the results
obtained were in agreement with the certified value.The limits of quantification
obtained (9.6 mg kg™'; 1.9 mg kg™; 57.0 pg kg and 69.2 pg kg™ for Cu, Zn, Cr
and Pb, respectively) were below the limits of the established by legislation.
After optimization, the method was applied for fish sample preparation. The
analyzed fish species were: Micropogoniasfurnieri(corvina),
Pimelodusclarias(pintado), Cyphocharaxvoga(biru) and Loricaariichthys anus
(viola) which was collected in estuarine and limnic regionsof S&do Gongalo
channel, in Pelotas, in seasons autumn, winter and spring of 2013 and summer
of 2014. The levels of concentration found for the analytes investigated ranged
between 6.7 at 12 mg kg™’ for Cu; 1.8 at 23.6 mg kg™ for Zn; 37 at 487 g kg™
for Pb and 40at 1268ug kg™ for Cr.The highest concentrations of Cu, Zn and
Pb, were observed in fish collected in the points belonging to the estuarine
region. However, Cr showed high levels, especially in limnic region. The
samples of specie Loricariichthys anus (viola) showed the highest

concentrations of all analytes evaluated. The Zn concentrations and Cu
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remained below the maximum established while high levels of Pb and Cr
indicated that the estuarineregionof the channel suffers the impact of human
activities, in particular, the domestic, construction and demolition waste and
waste industries such as leather tanning. Given the results suggest a
continuous monitoring of the biota of the Sdo Gongalo channel, as this region is

important economic, social and ecological for the local population.

Keywords: Metals, Fish, Acid Decomposition, Experimental Design, Atomic

Absorption Spectrometry, Sdo Gongalo channel.
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Doctoral Thesis in Chemistry
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1. INTRODUCAO

Umas das mais importantes fontes de proteina para muitas pessoas sao os
peixes. Além disso, seu consumo € crescente por ser também uma saudavel
fonte de acidos graxos émega-3 que reduzem o risco de desenvolvimento de
doengas (BURGER; GOCHFELD, 2005; STORELLI, 2008). No entanto, os
peixes, por serem consumidores e pertencerem ao nivel superior da cadeia
alimentar aquatica, podem acumular poluentes persistentes tornando-se assim
vulneraveis a poluicao, principalmente, por elementos tdxicos (KARADEDE;
OYMAKB; UNLU, 2004).

Dessa forma, dados cientificos indicam que eles sao, potencialmente, as
principais fontes de exposicdo humana a varios poluentes ambientais, tais como
0os metais toxicos. Esses compostos estdo naturalmente presentes em
ambientes aquaticos e chegam através de varios processos geoquimicos, fontes
antropogénicas, como as 4guas industriais, agricolas e esgotos urbanos
(CHAHID; HILALI; BENLHACHIMI; BOUZID, 2014).

Por sua vez, a biota aquatica é capaz de concentrar os metais em varias
ordens de grandeza acima das concentra¢cdes encontradas na coluna d’agua, e
a ciclagem biolégica dos metais no ambiente marinho passa, portanto, a
desempenhar um papel importante na dindmica desses poluentes. Os poluentes
acumulados em organismos aquaticos podem ser subsequentemente
transferidos para o homem, por meio da cadeia alimentar. Os metais tém sido
relatados como potencialmente causadores de efeitos letais ou subletais em
diversos componentes da biota, como o fitoplancton, o zooplancton, as
comunidades bentbnicas, os peixes e demais vertebrados aquaticos, as aves
marinhas e, finalmente, o ser humano (CARMO; ABESSA; NETO, 2011).

Nesse sentido, € possivel utilizar peixes como bio-indicadores de
contaminagdo ambiental, uma vez que os organismos aquaticos sdo capazes de
concentrar elementos traco em quantidades bem superiores as observadas no
meio ambiente (BARROS et al., 2010).

Em se tratando de metais, uma vez que 0s mesmos se acumulam nos
tecidos do organismo, esta concentragcdo expressa uma medida integrada do
tempo ao qual o animal ficou efetivamente exposto ao elemento. Determinar as

concentragbes dos contaminantes na biota significa monitorar os niveis de
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fracdo “biodisponivel” destes nos ecossistemas. A toxicidade de metais em
organismos aquaticos e seu equilibrio sdo influenciados por alguns fatores
limnolégicos, tais como pH, alcalinidade, dureza, matéria organica, sélidos totais
e cargas de sedimentacao (SANCHES FILHO; FONSECA; HOLBIG, 2013).

Os ambientes estuarinos possuem caracteristicas de variacdo de
salinidade, elevada concentracao de nutrientes e de sedimentos, proporcionando
o desenvolvimento de espécies adaptadas as peculiaridades desse ecossistema.
No litoral brasileiro as areas estuarinas sdao amplamente utilizadas por
comunidades pesqueiras. A ocupacao urbana desordenada e os fortes impactos
ambientais atrelados ao desenvolvimento de atividades humanas e industrias
desenvolvidas as margens dos estuarios, constituem uma ameaca para esses
ambientes. A grande carga de poluentes lancados nos estuarios e seus
arredores vém diminuindo o estoque pesqueiro, o que reflete negativamente e
de forma acentuada nas condi¢des de vida das populacdoes ribeirinhas (PAIVA;
SILVA; FERNANDES, 2009).

Por essas razfes, torna-se importante determinar as concentragdes de
metais em peixes a fim de avaliar o possivel risco no seu consumo para a saude
humana (KARADEDE; OYMAKB; UNLU, 2004).



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Toxicidade de metais

Todos 0s metais e seus compostos possuem algum grau de toxicidade,
dependendo da concentragdo, ou seja, a capacidade inerente que um elemento
quimico tem para causar efeitos adversos sobre os organismos vivos. O fator-
chave é o grau de exposicdo que pode afetar o organismo. A exposicao esta
relacionada tanto com a quantidade envolvida como com o tempo de exposigao.
Os efeitos dos metais potencialmente toxicos e dos seus compostos sao
determinados pelo indice e o alcance com que estes se convertem em uma
forma biodisponivel. (MUNIZ; OLIVEIRA-FILHO, 2006).

Dentre os metais, existem os denominados essenciais (Fe, Ca, Zn, Cu,...),
que desempenham papel importante no metabolismo quando em determinadas
faixas de concentragao; e os ndo essenciais (Cd, Hg, Pb,...), que geralmente sdo
toxicos e ndo desempenham nenhuma fungéo bioldgica conhecida. O aumento
da concentragdo dos elementos essenciais acarreta em melhoria no
desenvolvimento do organismo, que passa de deficiente para saudavel.
Entretanto, acima de determinadas faixas de concentracdo, estes elementos
passam a exercer uma agao téxica ao organismo, influenciando, portanto, em
seu desenvolvimento e, acima de um limite de concentracédo, tornam-se letais
para o organismo. Para os elementos nao essenciais, ha uma faixa de
concentracdo em que o0 organismo tolera a sua presenca. Entretanto, acima de
determinados limites de concentracdo, estes se tornam tdxicos e em seguida
letais para o organismo (LIMA; MERCON, 2011).

2.1.1 Cobre e Zinco

Metais como o Cu e o Zn sédo elementos classificados como
essenciais.Ambos sdo necessarios para uma variedade de enzimas e outros
componentes celulares que tém fungdes vitais e sdo cuidadosamente regulados
por mecanismos fisioldgicos na maioria dos organismos.



O elemento Cué vital para a transferéncia biologica de elétrons,para a
sintese de hemoglobinas do sangue e para a preservagaoda estrutura e fungéao
do sistema nervoso.O valor daingestao didria recomendada para o cobre
baseado no peso corporal para umadulto médio (60 kg) € cerca de 3
mgenquanto que o limite de ingestdo desse elemento é de 5 a 8 mg (SILVA,
2016). Alguns alimentos fontes desse metal sdo mexilhdes, as ostras cruas ou
cozidas, os cereais integrais, o caju, o amendoim, a améndoa, as nozes eo
chocolate. No entanto, ele pode estar presente nos demais alimentos devido a
contaminacdao do meio ambiente, como por exemplo, a aplicacdo de pesticidas
no combate as pragas em diversas culturas (BILANDZIC et al, 2012;
RODRIGUES; SILVA; GUERRA, 2012; SILVA et al., 2016).

O Zn, além de atuar como cofator de enzimas distribuidas pelo corpo
humano, é importante para o bom funcionamento do sistema imunolégico,
auxiliando na cicatrizacado de ferimentos e na sintese de proteinas, sendo
importante para manter o equilibrio acido-base no organismo e manter em
ordem as percepcdes de sabor e odor. Aléem disso, a deficiéncia de Zn pode
provocar problemas de crescimento, perda de cabelo, diarréia, impoténcia
sexual, depressao, lesGes oculares e de pele e perda de peso. Para uma
alimentacéo rica em Zn, devem-se ingerir carnes vermelhas, aves, germe de
trigo, semente de abdbora, ovo, mostarda em pd e nozes. O valor de ingestao
diaria recomendada de zinco é de cerca de 15 mg e o limite toleravel é de 40
mg. (MEDEIROS, 2012).

No entanto, estes dois elementos em altas concentragcdes sao
considerados como perigos potenciais que podem pér em risco a saude humana
e animal. A ingestao excessiva de Zn ira causar intoxicagao, nauseas, dores de
estbmago agudas, diarréia, febre, etc.O excesso de Cu pode causar a doenca
de Wilson, alergias, irritagdes nos olhos, nariz e boca, além de nauseas e
diarréias. Cabe ressaltar que os sintomas podem piorar se a ingestao for via
oral, através da agua e do alimento, podendo causar danos ao figado e aos rins
e, em casos extremos, levar o individuo a morte (PAPAGIANNIS et al., 2004;
QIAO-QIAO; GUANG-WEI; LANGDON, 2007; ATSDR, 2004).

Trabalhos anteriores apresentaram dados que revelaram concentragdes
de Zn (DURAL; GOKSU; OZAK, 2007; LEUNG et al., 2014; MENDIL et al., 2010;
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OLMEDO et al., 2013; QIAO-QIAO; GUANG-WEI; LANGDON, 2007; SOUZA et
al., 2009; VICENTE-MARTORELL et al., 2009) e Cu (BILANDZIC et al., 2012;
LEUNG et al., 2014; OLMEDO et al., 2013; VICENTE-MARTORELL et al., 2009)
acima dos limites de intoxicagdo em diferentes peixes e organismos aquaticos.O
conhecimento das suas quantidades em peixes €, portanto, importante, tanto no
que diz respeito a gestado da natureza, quanto ao consumo do pescado.

2.1.2 Chumbo e Cromo

Alguns metais com natureza perigosa comprovada, como o Pb e Cr (VI),
devem ser completamente excluidos em alimentos para consumo humano.
(SIVAPERUMAL; SANKAR; VISWANATHAN NAIR,2007).

O elemento Pb & um dos principais contaminantes presentes no meio
ambiente e ocorre naturalmente em rochas, solos e na hidrosfera. No entanto, é
também um metal amplamente utilizado e a industria contribui
consideravelmente com uma quantidade que é encontrada no ambiente natural
(BOSCH et al., 2016).

Uma vez no meio aquatico, o Pb €& facilmente absorvido na corrente
sanguinea do peixe e acumulado nos tecidos do corpo, 0ssos, guelras, rins,
figado e escamas. Assim, pode entrar no corpo humano através da dieta e
acumular-se, especialmente quando o consumo é regular (BOSCH et al., 2016).

A intoxicacdao por Pb,ou saturnismo, € geralmente associada com a
exposicdo ocupacional ao metal e atinge principalmente os sistemas
circulatorios, renais e nervoso central do corpo. Ele tem demonstrado ser um
agente cancerigeno, além de produzir retardo mental e disturbios do sistema
reprodutor humano. Algumas fontes antropogénicas de contaminacdo por
chumbo incluem industrias extrativas, Oleo, baterias, tintas e corantes, ceramica,
cabos, tubulagcdes e municées. O chumbo ndo tem sido utilizado na gasolina
automotiva desde 1993, no entanto, a gasolina usada em avides no Brasil
contém chumbo como aditivo. Salienta-se ainda que o Pb atinge o sistema
aquatico também por causa da erosdo do solo superficial e deposicao



atmosférica (CASTRO-GONZALEZ; MENDEZ-ARMENTA, 2008; FERRON et al.,
2012; SANTOS et al., 2013).

O elemento Cr tem consideravel importancia ambiental e geoldgica e, no
ambiente, ocorre principalmente como Cr(lll) ou Cr(VI). As fungdes bioquimicas
e os efeitos do cromo sao dependentes de seu estado de oxidacao, pois
enquanto o Cr(VI) & toxico por ser um agente carcinogénico, o Cr(lll) é
considerado um nutriente essencial para os humanos. As maiores fontes de
Cr(VI) sao antropogénicas, originando-se principalmente de industrias téxteis, de
refinarias de petréleo e de galvanizacdes, e este é transferido ao ambiente por
meio de emissdes pelo ar ou pela agua. Ja o Cr(lll) aparece difundido em baixas
concentracdes na natureza (SUSSULINI; ARRUDA, 2006).

A maior parte do Cr liberado na agua deposita-se nos sedimentos e
apenas uma pequena porcentagem pode estar presente na agua na forma
soluvel e insoluvel. As formas sollveis encontram-se como Cr(VI) e complexos
de Cr(lll). Em fase aquosa, o Cr(lll) ocorre como particula sélida adsorvida a
materiais argilosos, organicos ou oxido de ferro (ATSDR, 2012).

No ambiente aquatico, o Cr existe como cromato e € assimilado pelo
fitoplancton. O cromato esta no estado de oxidagao hexavalente e sob condi¢cbes
reduzidas de oxigénio pode ser transformado em Cr(lll). Contudo, o Cr(VI) é a
espécie predominante em aguas marinhas por ser geralmente estavel devido as
condicoes elevadas de oxidacdo do meio, sendo acumulado nas espécies
aquaticas por difusdo passiva. Dessa maneira, no ambiente aquatico pode
ocorrer a bioacumulagao desse metal, onde esse elemento dissolvido, suspenso
na agua ou contido no sedimento é absorvido pelos organismos, particularmente
0s peixes (musculos, branquias e do trato digestivo) (MIRANDA FILHO et al.,
2011).

2.2 Determinacao de metais em peixes

A quantificagdo de metais em peixes pode ser feita por meio de técnicas
instrumentais que s&o bastante difundidas e consolidadas hoje, tanto na
pesquisa académica, como nos laboratérios de andlise. Dentre as principais

técnicas citam-se: espectrometria de absorgdo atdbmica com chama
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(FAAS)(DALMAN; DEMIRAK; BALCI, 2006; IMYIM et al., 2007; KARADEDE;
OYMAKB; UNLU, 2004; SIVAPERUMAL; SANKAR; VISWANATHAN NAIR,
2007; SOUZA et al., 2009), espectrometria de absor¢dao atdmica com forno de
grafite (GF AAS) (BEGUM; HARIKRISHNA; KHAN, 2009; BURGER;
GOCHFELD, 2005; DALMAN; DEMIRAK; BALCI, 2006; HOO FUNG et al., 2013;
MENDIL et al, 2010; OLMEDO et al, 2013; PAPAGIANNIS et al, 2004;
PEREIRA; WINDMOLLER; DA SILVA, 2011), espectrometria de massa com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) (DJEDJIBEGOVIC et al., 2012;
GUERIN et al., 2011; LEUNG et al., 2014; MEDEIROS et al., 2012; NOEL et al.,
2013; QIAO-QIAO; GUANG-WEI; LANGDON, 2007; VICENTE-MARTORELL et
al., 2009), espectrometria de emissdo Optica com plasma indutivamente
acoplado(ICPOES) (BARROS et al., 2010; KEHRIG et al., 2009; QIAO-QIAO;
GUANG-WEI; LANGDON, 2007; VIANA et al., 2012; VICENTE-MARTORELL et
al., 2009; YILMAZ et al., 2007).

A seguir, sera dada énfase as técnicas de F AAS e GF AAS que foram
utilizadas neste trabalho.

2.2.1 Espectrometria de Absorcao Atémica

A espectrometria de absorcdo atébmica (AAS) é uma técnica analitica
utilizada na determinagédo de elementos em concentragdes na ordem de partes
por milhdo (mg kg') até partes por bilhdo (ug kg') que estdo presentes em
diversas amostras nos diferentes estados fisicos.Esta técnica envolve radiagao
eletromagnética que pode ser absorvida pelas espécies atdbmicas neutras, nao
excitadas, em estado gasoso dos constituintes quimicos das amostras. Ela é
baseada na quantificacdo de espectros de linhas finas que surgem da transicao
eletrbnica, envolvendo a camada mais externa do atomo. A amostra a ser
analisada é decomposta por intenso calor, produzindo atomos livres capazes de
absorver radiagdo eletromagnética, em comprimentos de ondas caracteristicos
de cada analito, produzindo espectros atémicos. Cada elemento quimico tem
seu conjunto de niveis de energia caracteristico e, portanto, o seu conjunto unico
de espectros de absorcdo e emissdo. A regidao ultravioleta/visivel do espectro
eletromagnético é a regido usada na espectrometria atdmica (SKOOG; HOLLER,;
NIEMAN, 2002; WELZ; SPERLING, 1999).



A instrumentacdo basica para a técnica de absorcdo atémica (Figura 1)
exige uma primeira fonte de luz, que emite o especiro do elemento de
interesse,normalmente usa uma lampada de catodo oco ou uma lampada de
descarga sem eletrodo;um atomizador(chama ou forno de grafite,
principalmente), no qual os atomos da amostra sdo produzidos; um
monocromador, para isolar o comprimento de onda da luz a ser utilizado, um
detector para medir a intensidade da luz, transformar o sinal luminoso em sinal
elétrico e o amplificar e um registrador, que registra e mostra a leitura depois do
sinal ser processado (PERKINELMER, 2000).

FONTE

0) | ATomizaDOR || MONOCROMADOR | )| DETECTOR |C){ REGISTRADOR

DE LUZ

Figura 1 - Instrumentacao basica para a técnica de absorcao atémica.

A técnica de AAS apresenta algumas vantagens quando comparada as
outras técnicas analiticas, tais como menor custo do equipamento, menor custo
operacional, facilidade de operagdo, além do reduzido numero de linhas
espectrais, que acarreta uma possibilidade bem menor de interferéncia por
sobreposicao de linhas. Quanto as desvantagens, esta técnica apresenta faixa
linear de trabalho relativamente pequena, menor frequéncia analitica quando se
utiliza a atomizacao eletrotérmica e, principalmente, € considerada uma técnica
mono-elementar, fato que & reconhecido como a maior desvantagem (AMORIN
et al., 2008).A precisado e a exatidao das técnicas de espectrometria atbmica sao
dependentes fundamentalmente das etapas de atomizacdo e do sistema de
introdugéo da amostra na regiao de atomizagao.

2.2.1.1 Espectrometria de absorcao atomica com chama (F AAS)

Na FAAS, o atomizador é uma chama formada pela combinacdo de
diferentes combustiveis e oxidantes; e seu equipamento é relativamente barato e
simples de operar, além de pouca interferéncia. No entanto, alguns elementos

refratdrios ndo podem ser determinados com boa sensibilidade, porque as
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temperaturas da chama frequentemente ndo sdo suficientemente quentes para
provocar a atomizagdo completa. Além disso, é uma técnica relativamente lenta
e mais usada quando se deseja determinar um ou poucos elementos de uma
amostra. Quando se requer medicbes de um grande numero de elementos,
outras técnicas podem ser substancialmente mais rapidas (BROWN; MILTON,
2005)

2.2.1.2 Espectrometria de absorcao atomica com forno de grafite (GF AAS)

A técnica de GF AAS difere da de FAAS pelo uso de fornos de grafite
aquecidos eletricamente como atomizadores que podem alcancar temperaturas
maiores que a chama (até 3000K). Seus limites de deteccado sdo de 10 a 100
vezes melhores do que os obtidos por F AAS. Apesar disso o0s elementos
refratarios ainda podem ser de dificil determinacdo com precisao aceitavel e a
técnica também € essencialmente mono-elementar. No entanto, quantidades
relativamente pequenas de amostras sélidas e liquidas podem ser analisadas e
muitas das interferéncias passiveis de ocorréncia, principalmente associadas a
matriz da amostra, podem ser superadas com a combinagédo de corretores de
fundo e modificagdes na matriz (BROWN; MILTON, 2005). Se comparada com a
F AAS, esta técnica & substancialmente mais sensivel e versatil, face a
configuracdo do tubo de grafite e ao seu carater duplo: reator quimico e
atomizador. A GF AAS também é susceptivel a alteracbes instrumentais e
operacionais: variagdes na temperatura e na taxa de aquecimento do tubo de
grafite, no volume injetado de amostra, na radiagdao emitida da fonte, nas
diluicées, na estrutura do atomizador, sdo alguns exemplos de parametros que
podem afetar o desempenho analitico (FERNANDES et al., 2003).

2.3 Preparo de amostra: decomposicao acida com sistema de refluxo

Para a determinagdo elementar em amostras de peixes e pescados, a
literatura apresenta uma variedade de métodos de preparo de amostras, tais



como a decomposicdo acida em blocos de digestdo e em sistemas de micro-
ondas.

A decomposicado por via umida, em geral, implica em aquecimento da
amostra na presenga de um acido mineral oxidante concentrado (HNO3, HoSO4
ou HCIO4); uma mistura de &acidos oxidantes; ou uma mistura de um acido
oxidante com H>O,. Assim, torna-se possivel oxidar completamente a maioria
das amostras, deixando os analitos a serem determinados na solugéo acida em
formas inorgénicas simples e apropriadas para analise (KRUG, 2010). No
entanto, o emprego dos acidos levam a uma diluicdo da concentracao do analito
na amostra (em sua forma final), ocasionando perda em sensibilidade no
procedimento analitico; além de induzir a riscos de contaminacdo quando nao
sao utilizados reagentes quimicos de alta pureza.

Em geral, as decomposicdbes com acidos em sistemas abertos
convencionais ocorrem em tempo excessivo, podendo assim levar a riscos de
contaminagdes por adsorcao e perdas do analito por volatilizagdo. Além disso,
nao permite o uso de altas temperaturas devido ao baixo ponto de ebulicdo de
alguns acidos que sdo comumente utilizados e a decomposicdo pode ser
incompleta. Os métodos de decomposi¢cdo umida em sistema fechado do tipo
micro-ondas sado bastante empregados, pois oferecem maior velocidade na
preparacdo da amostra e redugdo do risco de contaminacdo e perdas por
volatilizacdo (MATUSIEWICZ; STANISZ, 2010). No entanto, os equipamentos
para decomposi¢ao assistida por radiagdo micro-ondas ainda apresentam alto
custo para uma grande parte de laboratérios de analise.

A Tabela 1 apresenta alguns trabalhos que realizaram a determinacéao
elementar em amostras de peixes e 0s principais métodos de preparo de

amostra que foram utilizados.
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Tabela 1 — Métodos de preparo de amostras para determinagcédo de diferentes

analitos em peixes

Técnica de
Método Analitos B Referéncia
Quantificacao
. Souza et al.
£
g . Cr, Cu, Fe, Ni, Pb e Zn FAAS 5009
R . Mendil et al.
%%‘J’ Cd, Cr, Nie Pb FAAS 2009
Q Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Begum et al.
cE> § Pb & 71 ICP OES 5009
O 6 .
g° Cr, Cu, Fe, Mn, Ni e Zn FAAS vimaz ot al
As, Cd, Cr, Hg e Pb GF AAS B“rggggt al
Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni e Karadede et al.
2 Zn FAAS 2004
2 Qiao-Qiao et al.
c -
g Cd, Cr, Cu, Pb e Zn ICP-MS 5007
) Papagiannis et
o
-q% CueZn GF AAS 2l 2004
° Cd, Cu, Pb e Zn FAAS e GF AAg ~ Daiman et al
c 2006
S GF AAS e Olmedo et al.
c As, Cd, Hg, Pb e Sn HG AAS 5013
(0] . 7
Co, Cu, Fe, Li, Mn, Pb, Se i Guérin et al.
8 e Zn ICP-MS 2011
2 As, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb ) Leung et al.
s e Zn ICP-MS 2014
Q ICP OES e Vicente et al.
g.g As, Cd, Cu, Pb e Zn ICP-MS 2009
i Djedjibegovic et
Cd, Cu, Hg e Pb ICP-MS 2l 2012
As, Cd, Hg e Pb ICP-MS Néel et al. 2013
Decomposicao
em bloco digestor Cd, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb e GF AAS Carmo et al.
e Zn 2011

em micro-ondas

Alguns destes trabalhos apresentaram condi¢ées de analise ndo muito

favoraveis e que justificam o emprego do método que aqui sera proposto. Por

exemplo, Karadede, Oymakb e Unlii (2004) usaram massa de 4 g de amostra,
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fator esse que é limitante dependendo da massa de amostra disponivel para a
realizagédo de todas as analises; quanto ao tempo de decomposicao Mendil et al.
(2010) e Carmo, Abessa e Neto (2011), usaram um intervalo de 4 e 10h,
respectivamente no bloco digestor o que se torna desfavoravel quando leva-se
em consideracdo o consumo de energia e a adicdo constante de acido para
evitar a secura do recipiente. O volume de HNO; gasto na decomposi¢ao foi
consideravelmente elevado por Yilmaz et al. (2007) que realizou adi¢gdo continua
do acido usando sistema de decomposicdo aberto em placa de aquecimento.
Salienta-se ainda os trabalhos de Carmo, Abessa e Neto (2011) e Souza et al.
(2009) que usaram acido perclérico, além de acido nitrico na decomposicao das
amostras de peixes.

A Quimica Analitica continuamente vem introduzindo novas estratégias de
decomposicao de amostras para determinagdo de elementos em uma variedade
de matrizes.

Em uma recente revisdo, Ferreira et al. (2013) apresentaram uma
alternativa promissora aos métodos convencionais de decomposi¢cao acida: a
utilizacdo do sistema de refluxo com dedo frio para a decomposicdo de
amostras, especialmente para a determinagdo de elementos volateis. O "dedo-
frio" € um tubo de vidro em forma de dedo que é colocado dentro do tubo
digestor durante os procedimentos de decomposi¢cado acida, com aquecimento.
Diante desse aquecimento o(s) acido(s) empregado(s) na decomposicao
vaporizam e ao encontrar com o “dedo-frio” condensam, dessa forma retornam
ao tubo evitando a perda por volatilizacdo e garantindo um aproveitamento da
quantidade de 4&cido(s) empregada. A Figura 2 ilustra o sistema de

decomposicao com o dedo frio.
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Figura 2— Desenho esquemaético de (A) dedo frio, (B) tubo de digestdo e (C)

sistema de digestdo com dedo frio. Adaptado de Ferreira et al. 2013.

Contudo, com uma observagdo detalhada do sistema apresentado na
Figura 2, alguns pontos chamam atengdo: o dedo frio ndo permite uma
recirculacéo de agua, o que ao longo do tempo pode aumentar a temperatura e
se tornar um recipiente com agua em um estado indesejavel, ou seja, um “dedo
morno”; a condensagao pode acumular nos contatos superiores e escorrer pela
lateral do tubo; o alivio de pressao pode ocasionar saltos no dedo e dependendo
do nivel de agua, pode projetar para fora desse recipiente. Ou seja, embora
simples pode nao ser pratico e a eficiéncia pode se reduzir principalmente nos
métodos que necessitam de elevados tempos e temperatura para uma

decomposicao.
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Visando melhorar o sistema inicial proposto por Ferreira et al. 2013 e
contornar alguns dos inconvenientes observados,o grupo de pesquisa LabMeQui
da UFPel desenvolveu um novo desenho para o dedo frio, apresentado na
Figura 3.0 “dedo-frio” € um tubo de vidro em forma de dedo que é colocado
dentro do tubo digestor durante a decomposicao com aquecimento. O tubo de
“dedo-frio” é assim chamado porque contém agua no seu interior que acaba por
arrefecer a parte superior do tubo digestor. Dessa forma ocorre uma
condensacao dos vapores da mistura de acido e agua ao longo do “dedo-frio” e
na parte superior do tubo formando como que uma “pelicula” de uma solucao
absorvedora dos metais dificultando assim a saida dos analitos por vaporizagao.
Além disso, a condensacdo proporciona um refluxo dos acidos utilizados
diminuindo a necessidade de adicdo constante dos mesmos, evitando a secura
no tubo digestor e consequentemente diminuindo o risco de contaminagao.

Salienta-se ainda que o sistema nao é completamente fechado pois
apresenta uma ranhura lateral na tampa de PTFE que serve como um sistema
de purga aliviando a pressao causada pelos gases (CO,, NOy, ...) gerados na
decomposicao evitando assim uma projecao do “dedo-frio” para fora do sistema
e consequente perda de material decomposto. Mesmo com a purga a perda de
material decomposto e acido € minima visto que se observa que ao final do
processo de decomposi¢cdo a quantidade de acido permanece praticamente

constante.
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Figura 3 - Diagrama esquematico do sistema de refluxo (dedo frio) acoplado ao
tubo digestor1: entrada de 4gua; 2: saida de agua; 3: tampa de PTFE; 4: ranhura
para alivio de pressao; 5: tubo digestor(ORESTE et al., 2013).

A desvantagem do sistema de refluxo é que as solugdes residuais
produzidas nos processos de decomposicdo, normalmente tém uma
concentragdo elevada de acido. Porém, este inconveniente, quando possivel,
tem sido resolvido através da diluicdo da solugao final obtida no processo de
decomposicao (FERREIRA et al., 2013).

A decomposicao &cida com o sistema de refluxo tem sido empregada com
sucessopara diferentes amostras: determinacdo de Hg em amostras bioldgicas
(ORESTE et al. 2013); Cd, Pb e Sn em carne (ORESTE et al. 2013); Ca, Cu, Fe,
K e Na, em leite em pé (ORESTE et al., 2015); Ca, Cu, K, Mg, Na e Zn em goma
xantana (ROSA et al., 2016); As, Cd, Pb, e Se em arroz (OLIVEIRA et al. 2016)
e Al, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Pb e Zn em erva-mate (PEREIRA et al.
2016).Essa diversidade demonstra a amplitude de possibilidades da

decomposicao com sistema de refluxo.
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2.4 Delineamento Composto Central

Frequentemente, as variaveis em um experimento podem se influenciar
mutuamente, e o valor ideal para cada uma delas pode depender do valor da
outra. Diante disso, o uso de um planejamento de experimentos com variagao de
fatores de um processo € de extrema importancia, ja que fornece informagdes
seguras referentes as variaveis, fundamentada na teoria estatistica. Do ponto de
vista de uma analise quimica, o planejamento reduz o numero de experimentos,
minimiza o empirismo que envolve técnicas de tentativa e erro, os fatores sédo
analisados simultaneamente, permitindo otimizacdo de mais de uma resposta ao
mesmo tempo (RODRIGUES; IEMMA, 2005). As informacdes obtidas pelo
delineamento composto central (DCCR) em trabalhos de otimizacdo de
metodologias analiticas sdo de natureza quantitativa. Delineamentos compostos
centrais permitem fazer interpretacoes de significancia dos fatores por meio de
gréficos de superficies de resposta, que informam qual o nivel critico de um fator
significativo. As respostas obtidas nos ensaios feitos com o DCCR séao
referentes a combinacdo de fatores e niveis estudados, cuja condi¢do 6tima
pode ser aplicada posteriormente (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2001).

Pereira-Filho et al. (2002) em seu trabalho apontaram que o uso do
delineamento (DCCR) como alternativa na otimizacdo de curvas de pirdlise e
atomizagdo de metais como Al, Cd, Mo e Pb, com uma diminuigéo efetiva do
numero de experimentos e, ainda, mantendo-se ou melhorando-se as massas
caracteristicas relativas aquelas determinadas pelo fabricante. Brasil et al.
(2007) aplicaram o planejamento estatistico para otimizacdo das condicdes de
biossorcéo de Cu (Il) em batelada utilizando-se de cascas de nozes peca como
biossorvente e obtiveram um numero significativamente reduzido de
experimentos, além é claro, do cruzamento real das variaveis para a obtengao
da resposta.
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2.5 O Canal Sao Goncgalo

A area de estudo deste trabalho, o Canal Sdo Gongalo(Figura 4).fica
localizado no complexo lagunar Patos-Mirim localizado na planicie costeira do
Rio Grande do Sul (Regido Sul do Brasil) e apresenta uma extensdao de
aproximadamente 75 km, 200 a 500 m de largura e 6 m de profundidade que
periodicamente sofre mudancas na direcao de fluxo através da Barragem da
Eclusa (BURNS et al., 2006).

Figura 4 — Canal Sdo Gongalo e Eclusa. Fonte: Google Earth

Esse canal que liga as lagoas dos Patos (regidao estuarina) e Mirim (regiao
limnica) € de grande importancia para as cidades de Pelotas e Rio Grande por
ter a possibilidade de fornecer agua para o abastecimento das mesmas, ser

fonte de sustento para muitas familias que sobrevivem da pesca, além de
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contribuir com a irrigagéo das lavouras de arroz e navegacéo local. (MACHADO,
2001)

As lavouras de arroz irrigado estdo presentes nas suas duas margens,
sendo um significativo recurso hidrico utilizado pelos orizicultores da regiao de
Pelotas, que o utilizam para captacdo de agua com fins a irrigacdao de suas
lavouras. E também para este canal que converge a devolugdo da agua utilizada
nas lavouras de arroz, podendo, assim, receber residuos de agrotéxicos.De um
lado se delimita pelo municipio de Rio Grande e, do outro lado, pelos municipios
de Pelotas, Capao do Ledo, Pedro Osério e Arroio Grande. (GRUTZMACHER et
al., 2008)

Infelizmente o Canal tornou-se também destino principal de trés arroios que
banham a cidade de Pelotas, além do Rio Piratini. Esses arroios atravessam
areas urbanas densamente ocupadas por estabelecimentos residenciais,
comerciais, industriais e de atividade agricola que contribuem para uma série de
contaminantes para as aguas do mesmo. (MACHADO, 2001)

Em 1977, foi construida uma eclusa com o objetivo de evitar a entrada de
agua salgada, proveniente do estuario da Lagoa dos Patos, para o interior da
Lagoa Mirim. Estudos mostraram uma descontinuidade abrupta na distribuicao
da salinidade e dos peixes ao longo da area de estudo. Estacdes de coleta
abaixo da barragem tiveram valores de salinidade acima de zero, enquanto os
valores foram iguais a zero nas estacdes acima da barragem durante o periodo
amostrado. Peixes marinhos e estuarinos nao foram capturados acima da
barragem. Caso entrassem em abundancia na Lagoa Mirim, tais espécies
poderiam contribuir positivamente para os desembarques da pesca artesanal
nessa regiao. Peixes estuarinos, como a corvina, que antes habitavam a lagoa
Mirim, hoje permanecem na regiao marinha. (BURNS et al., 2006)

Dentro do complexo lagunar Patos-Mirim, o Canal S&do Gongalo mostrou
ser a regiao com maior abundancia e riqueza de espécies de peixes, tais como a
corvina (Micropogonias furnieri), o pintado (Pimelodus clarias), o biru
(Cyphocharax voga) e viola (Loricariichthys anus) que s&o amplamente
comercializadas por muitos pescadores que fazem da pesca seu meio de

subsisténcia na regido. Verifica-se assim que é altamente relevante avaliar o teor
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de metais, principalmente os potencialmente toxicos nesses animais que servem
também de bioindicadores das condi¢des ambientais dos recursos hidricos.

A sequir, serdo apresentadas algumas caracteristicas das espécies de
peixes analisadas neste trabalho.

2.6 Espécies de peixes analisadas

2.6.1Cyphocharax voga (Biru)

Espécie pertencente a Familia Curimatidae (Figura 5), € encontrada nos
sistemas Lagunar Patos-Mirim e Lagunar Costeiro. Apresenta o corpo revestido
por escamas prateadas, com pequenas manchas negras no dorso, mais visiveis
nos exemplares juvenis. Quando jovem, possui diminutos dentes cOnicos com os
quais se alimenta de algas; na fase adulta, perde estes e passa a nutrir-se do
conteudo organico existente no lodo. A desova ocorre entre novembro e janeiro
em marginais alagadicos formados apds periodos de chuvas. (KOCH; MILANI;
GROSSER, 2000)

s
b
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Figura 5-Cyphocharax voga (Biru). Fonte: Marcelo Alves

2.6.2 Micropogonias furnieri (Corvina)

Espécie pertencente a Familia Sciaenidae (Figura 6), € encontrada no
sistema Lagunar Patos-Mirim e, também, ocorre desde o México até a Argentina.
Espécie costeira e demersal, encontrada até pouco mais de 100m de
profundidade. Ocorre em regides estuarinas. Os juvenis utilizam estes ambientes

como zonas de crescimento onde se alimentam de crustaceos e moluscos,
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enquanto a dieta dos adultos inclui pequenos peixes e algas. No sul do Brasil,
desova na regido adjacente a Lagoa dos Patos e dareas prdoximas das
desembocaduras de rios, mais intensamente durante a primavera. Apresenta
corpo alongado e comprimido, pode atingir até 75cm de comprimento total, 4,5kg
de peso total e 40 anos de vida(Figura 6). Possui coloracao de prateado a
dourado, mais escuros no dorso e amarelado a esbranquigcado no ventre.
Geralmente com estrias escuras obliquas no dorso e laterais. Exemplares de
grande porte tém dorso dourado ou enegrecido (FISCHER; PEREIRA; VIEIRA,

2004).

Figura 6—Micropogonias furnieri (Corvina).Fonte: Marcelo Alves

2.6.3Pimelodus clarias (Pintado)

Espécie pertencente a Familia Pimelodidae (Figura 7), € encontrada no
sistema Lagunar Patos-Mirim e, também, habita quase todos os rios do Brasil,
Argentina, Uruguai e Bolivia, além de ocorrer na Venezuela, Colémbia e Peru. E
um dos bagres mais comuns nos rios, encontrados eventualmente em ambientes
estuarinos. E um peixe omnivoro, alimentando-se principalmente de insetos e
restos vegetais. Atinge cerca de 50 cm de comprimento total e 2,5kg de
peso(Figura 7). Possui coloragcdo de marrom amarelado a cinza claro e ventre
esbranquicado. Apresenta manchas arredondadas pardas ou negras, dispostas
em fileiras horizontais nas laterais do corpo. Nadadeiras variam do amarelo ao
branco, com pigmentos negros esparsos ou formando manchas arredondadas
(FISCHER; PEREIRA; VIEIRA, 2004).
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Figura 7—Pimelodus clarias(Pintado).Fonte: Marcelo Alves

2.6.4Loricariichthys anus (Viola)

Espécie pertencente & Familia Loricariidae(Figura 8). E encontrada no
sistema Lagunar Patos-Mirim e, nas regides costeiras do sul do Brasil e no
Uruguai e nas bacias do baixo Rio Parana. E um peixe aliéfago-omnivoro que se
alimenta de sedimento, além dos organismos de origem animal e vegetal
(ALBRECHT; SILVEIRA, 2001).
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Figura 8 -Loricariichthys anus(Viola). Fonte: Marcelo Alves
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Com intuito de avaliar o grau de contaminacao do Canal Sao Gongalo em
Pelotas/RS, o presente trabalho tem como objetivo principal o desenvolvimento
de um método para a determinagéo de Cu, Zn, Pb e Cr em peixes por técnicas
de Espectrometria Atémica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos sao:

- Realizar a amostragem de diferentes espécies de peixes (Cyphocharax
voga, Micropogonias furnieri, Pimelodus clarias e Loricariichthys anus)ao longo
do canal Sao Gongalo nas estagdes de outono, inverno e primavera de 2013 e
veréo de 2014;

- Preparar e acondicionar as amostras para posterior analise;

-Desenvolver um método de preparo de amostra usando a decomposicao
acida com sistema de refluxo;

- Através de um planejamento experimental do tipo delineamento composto
central rotacional (DCCR), obter as melhores condigdes para a decomposicao
das amostras de peixes;

- Estabelecer as melhores condi¢cdes de analise para a determinagao por
técnicas de F AAS (Cu e Zn) e GF AAS (Pb e Cr);

- Avaliar a exatiddo do método desenvolvido através da analise de
materiais de referéncia certificado de peixes;

- Determinar as concentragdes de Cu, Zn, Pb e Cr nas amostras de peixes
coletadas em diferentes periodos e avaliar a influéncia sazonal na presenca dos
metais, para que os peixes possam ser utilizados como bioindicadores da
qualidade ambiental do Canal S&o Gongalo.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Instrumentacao

As medidas de Cu e Zn foram realizadas em um espectrdmetro de
absorcdo atomica com chama AAnalyst 200 (Perkin Elmer, Walthan, EUA)
equipado com lampada de deutério para correcao do sinal de fundo. Lampada
de catodo oco deZn (Perkin Elmer, Part No. N305-0191, Walthan, EUA),
operando a 15 mA com largura de fenda de 0,7 nm e em comprimento de onda
de 213,86 nm, e lampada de catodo oco deCu (Perkin Elmer, Part No. N305-
0121, Walthan, EUA), operando a 15 mA com largura de fenda de 0,7 nm e em
comprimento de onda de 324,75 nm, foram utilizadas. O acetileno com 99,7% de
pureza foi usado como gas combustivel (Linde Jundiai, Brasil) com vazdo de
2,50 Lmin™". A vazao do gas oxidante (ar comprimido) foi de 10 Lmin".

As medidas de Pbe Cr foram realizadas em um espectrémetro de absorgao
atdbmica com forno de grafite PinAAncle 900z(Perkin Elmer, Walthan, EUA),
equipado com um amostrador automético(modelo AS 900(Perkin Elmer,
Walthan, EUA) e correcdo de fundo baseado no efeito Zeeman. Lampadas de
catodo oco dePb (Perkin Elmer, Part No. N305-0157, Walthan, EUA),operando a
10 mA, com largura de fenda de 0,7 nm e em comprimento de onda de 283,31
nm, e deCr(Perkin Elmer, Part No. N305-0119, Walthan, EUA),operando a 25
mA, com largura de fenda de 0,7 nm e em comprimento de onda de 357,87 nm,
foram utilizadas. O argbnio com 99,99% de pureza(Linde Jundiai, Brasil)foi
usado como gas de purga, com uma vazdo de 250 mLmin™. Tubos de grafite
pirolitico com aquecimento transversal e plataforma integrada (Perkin Elmer,
Part No. B3 000641, Walthan, EUA) foram usados nos estudos. Foram injetados
20 pL de solugao da amostra, e como modificadores quimicos utilizou-se 15 ug
de Mg para as determinacdes de Cr e 3 ug de Mg + 5 pg de Pd para as
determinacdes dePb. A Tabela 2 apresenta o programa de tempo e temperatura

utilizado para as determinag¢des de Cd e Pb nas amostras de peixe.
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Tabela 2 - Programa de tempo e temperatura para determinagéo de Pb e Cr em

peixes.
Etapa Temperatura  Rampa Tempo de Vazao de Ar
(°C) (s) permanéncia (s) (mL min™)
Pré-secagem 110 10 30 250
Secagem 130 10 30 250
Pirdlise 1500%; 1000° 10 20 250
Atomizagdo  2300% 1800° 0 5 -
Limpeza 2600?; 2200° 1 3 250
°Cr; °Pb

Para o preparo das amostras de peixe pelo método proposto, foi utilizado
um bloco digestor convencional modelo MA-4025 (Marconi, Piracicaba, Brasil).
Aos tubos de digestéao, foram acoplados sistemas de refluxo (dedo frio) com um
encaixe de PTFE que apresenta uma ranhura lateral para alivio de pressédo. O
sistema citado tem circulacao interna de agua com temperatura controlada de 15
°C através de um banho termostatizado modelo Q-214M2 (Quimis, Diadema,
Brasil). Esse sistema de refluxo foi desenvolvido por nosso grupo de pesquisa e
descrito por Oreste et al. 2013. A Figura 3apresenta a ilustracdo do sistema de
refluxo utilizado para o preparo das amostras. Todas as amostras foram pesadas
utilizando uma balang¢a analitica Ohaus Adventurer modelo AR 2140 (Pine

Brook, NJ, EUA) com uma resolugéao de 0,1 mg e tara maxima de 210 g.

4.2 Materiais e Reagentes

Todos o0s reagentes empregados foram de grau analitico. A agua
deionizada empregada no preparo das solucdes foi obtida a partir de um sistema
de destilacao de vidro (MA078/5, Marconi, Brasil) e posteriormente eluida em um
deionizador CS1800 Evolution (Permution, Curitiba, Brasil). Foram utilizados
HNO365% (m/m)(Synth, Diadema,Brasil)o qual foi purificado a partir de um
sistema de destilacdo de sub-ebulicdo de quartzo MA-075 (Marconi, Piracicaba,

Brasil) e H202 29% (m/m) (Synth, Diadema, Brasil). Para as curvas de
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calibracao, as solugdes padrao de Cu, Zn, Pb e Cr foram preparadas em HNO3
2% (v/v) a partir da diluicdo de solucdes estoque contendo 1000 mg L™ (Merck,
Darmstadt, Alemanha) de cada analito. Como modificadores quimicos para as
anélises por GF AAS foram empregadas solucdes padraode Pd(1011 mg L") e
de Mg (1000 mg L") (Sigma-Aldrich, St.Louis,EUA).

Para a avaliacdo da exatiddo do método proposto foram utilizados os
materiais de referéncia certificados (CRM) TORT-2 (figado e pancreas de
lagosta) do National Research Council of Canada (NRCC), ERM-BB422(musculo
de peixe) do Institute for Reference Materials and Mesaurements (IRMM) e SRM
2976 (tecido de mexilhdo) do National Institute of Standards and Technology
(NIST).

Os recipientes de plastico e as vidrarias foram mantidos imersos em
solugcdo de HNO3 10% (v/v) por 48h, em seguida rinsados varias vezes com
agua deionizada e secos a temperatura ambiente. A solugdo de limpeza do
pipetador automatico do amostrador do forno de grafite foi preparada pela
mistura de Triton® X-100 0,1% (v/v) (Merck, Darmstadt, Alemanha) e HNO; 0,2%
(V/V).

4.3 Amostras

Os peixes analisados foram pescados em 4 pontos distintos do Canal Sao
Gongalo e chamados de Pontos 1, 2, 3 e 4, em diferentes estacgdes: outono,
inverno e primavera do ano de 2013, e no verdao de 2014, totalizando 4
campanhas amostrais e 138 amostras de 4 espécies diferentes, cada uma em
triplicata. As espécies coletadas foram Cyphocharax voga (Biru), Micropogonias
furnieri (Corvina), Pimelodus clarias (Pintado) e Loricariichthys anus (Viola).

Todos os pontos de coleta foram devidamente identificados com o auxilio
de um GPS (Global Positioning System) modelo GarminEtrex Vista® H, os quais
estao definidos na Tabela 3 e identificados na imagem apresentada na Figura 9.

Para a coleta dos peixes foram utilizadas redes de pesca com malha de
18 mm. Apds a coleta, os peixes foram colocados em sacos de polietileno
devidamente identificados; armazenados em caixa térmica com gelo para o

transporte até o laborat6rio onde foram limpos, medidos e pesados; abertos com
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um corte na regido abdominal para retirada das visceras, separando-se para
analise os musculos que foram triturados e homogeneizados manualmente com
auxilio de talheres plasticos sob tdbua de vidro, armazenados em sacos
plasticos e mantidos sob congelamento em torno de -16 °C até o momento das
analises.

Tabela 3 - Descricao e georreferéncias dos pontos coletados

Descricao dos pontos Latitude Longitude
P1 Proximo a regido da Balsa de Pelotas 31°78'25.02” 52°31°89.03”
Entre o Porto de Pelotas e a ponte que
P2 31°79’11.84” 52°34'86.73”

atravessa a BR 392
P3 Proximo a barragem Eclusa do Sdo Gongalo  31°82°03.16” 52°39'27.52”
Proximo a fazenda Paineira, antes do rio

P4 o 31°90’81.14” 52°38'12.98”
Piratini

L-"["n:.‘\lt parth

ens: 11/19/2012  31°49'49.29"5 0. elev. 2 m _-altitude do ponto

Figura 9 - Pontos de coleta dos peixes no Canal Sado Gongalo em Pelotas-RS.
Fonte: Google Earth

Na etapa de otimizacdo do método, foram utilizadas amostras de peixe

corvina (Micropogonias furnieri) adquiridas no Mercado Publico de Pelotas, Rio
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Grande do Sul. Os peixes foram limpos e obtidos apenas os filés, que foram
triturados e homogeneizados com talheres de plastico, armazenados em saco
plastico e mantidos congelados a -16 °C até o momento do uso. Foi necessério
contaminar artificialmente as amostras com os analitos em estudo, ja que a
concentracao dos metais presentes nos peixes coletados nao era suficiente para
produzir sinal analitico de intensidade adequada aos objetivos do estudo. As
concentracdes dos analitos adicionados foram 0,05 mg de Cu; 0,025 mg de Zn;
0,0005 mg de Cr e 0,0025 mg de Pb a partir da diluicdo de solucdes estoque
(1000 mg L") de cada metal em 0,25 g de amostra.

4.4 Planejamento Estatistico Experimental

A otimizagdo do método de decomposicao acida com sistema de refluxo foi
realizada através de um planejamento estatistico experimental do tipo
delineamento composto central rotacional (DCCR), considerando as seguintes
variaveis: temperatura, tempo de decomposicao e volume de H>O»(Tabela 4). O
volume de HNOs foi fixado em 5 mL e a massa de amostra em 0,25 g. As faixas
das variaveis independentes foram baseadas em experimentos realizados
anteriormente. As variaveis dependentes foram os sinais de absorvancia de Cu,
Zn, Cr e Pb. Foi realizado um DCCR 2° com 3 pontos centrais e 6 pontos axiais,
totalizando 17 ensaios. Para a andlise dos dados foi utilizado o software
Statistica 6.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, EUA).

Tabela 4 - Variaveis e niveis utilizados no DCCR.

Variaveis independentes Niveis
-1,68 -1 0 + 1 + 1,68
Tempo de decomposicéao (h) 0,32 1 2 3 3,7
Temperatura de decomposicéao(°C) 100 120 150 180 200
Volume de H>O, (mL) 0,32 1 2 3 3,7

Para a realizagdo dos ensaios do planejamento estatistico foram utilizadas
as condicOes sugeridas pelo fabricante dos equipamentos. Apds a observagao

das leituras de absorvancia e escolhida a melhor condicao de decomposigcao das
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amostras através do DCCR, foi realizado um estudo de otimizagdo das
temperaturas de pirélise e atomizagdo do GF AAS em meio aquoso e meio de
matriz, utilizando a condigéo otimizada de decomposi¢do. O programa de tempo
e temperatura do forno de grafite otimizado esta apresentado na Tabela 2.

4.5. Método de preparo das amostras: decomposicao acida com sistema de

refluxo

Aliquotas de 0,25g de amostras de peixe in natura foram descongeladas,
pesadas diretamente nos tubos de digestdo e, posteriormente adicionaram-se5
mL de HNOj;. Em seguida o sistema de refluxo foi acoplado aos tubos de
digestao, e entdo os tubos foram levados ao aquecimento no bloco digestor por
2 horas a 150 °C.Passados %4 do tempo de decomposigao previsto, retirou-se os
tubos do bloco digestor, esperou-se esfriar para entdo adicionar 2mL de H,O,,
retornando ao bloco para o término da decomposicdo. Apds o resfriamento das
amostras a temperatura ambiente, a solugao resultante foi transferida de forma
quantitativa para frascos volumétricos de polipropileno e avolumadas a 10,0 mL
com agua deionizada. Todas as amostras foram decompostas em triplicata e os

brancos analiticos foram preparados da mesma forma.
4.6 Validacao Analitica

Os parametros de mérito avaliados para a validacdo do método
desenvolvido foram: limites de deteccdo e quantificacao, linearidade, precisao e

exatidao.Todos os calculos empregados estdo baseados nas orientagdes do
guia de validagao do INMETRO (2011).
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4.6.1 Limites de deteccao e quantificacao

As curvas analiticas empregadas para os analitos foram de 0,5 a 2,5 mg
L™ para Cu; 0,25a 1,0 mg L' paraZn; 1 a 13 ug L" para Cre de 10 a 50 pg L™
para Pb. Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) foram calculados a
partir das equacgdes 1 e 2, respectivamente:
LD= 3(S/a) (1)
LQ=10(S/a) 2)

onde S é a estimativa de desvio-padrdao de 10 leituras do branco analitico da

curva de calibracédo e a € a inclinacao da curva de calibracéo.
4.6.2 Linearidade

Este parédmetro de mérito foi avaliado pelo célculo do coeficiente de
correlacdo da curva analitica (R). Foram consideradas como satisfatérias as
curvas com valores de R maiores ou iguais a 0,99.

4.6.3 Precisao

A estimativa do desvio-padrao relativo das leituras (RSD) foi calculada

pela Equacéao 3 e permitiu a avaliagao da precisao.
RSD(%) = (S/X) . 100 (3)
onde S é igual a estimativa de desvio-padrao das medidas, X é iguala

concentragdo meédia. Foram usados como valores de referéncia aceitaveis, os
descritos na Tabela 5 (AOAC,2012).
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Tabela 5 - Relagao entre a concentragdo do analito e o desvio padrao relativo

Concentracao do analito RSD(%)
10 ppm 7,3
1 ppm 11
100 ppb 15
10 ppb 21
1 ppb 30

4.6.4 Exatidao

A exatidao do método foi avaliada a partir da realizagdo de ensaios com
material de referéncia certificado utilizando os valores de recuperagao e através
do teste Z score. Os valores de recuperacao foram calculados com auxilio da
equagao 4:

R% = (C/Ccrm).100 (4)

onde C é a concentragdo média das recuperac¢des obtidas para n repeticoes e
Ccrm € a concentragao certificada. Considerou-se o intervalo de recuperagao de
80 a 120% como suficiente para aceitacdo da exatidao da metodologia
empregada.
Para o teste Z score foi aplicada a equagao 5:
Z = (Xiab — Xref) / DPref (5)

onde Xz € a média dos valores encontrados nas determinagdes, Xt € a média
do valor certificado e DP¢ é 0 desvio padrao do valor certificado. Os valores
obtidos no teste Z Score foram avaliados da seguinte maneira:

|Z| < 2, os resultados sao satisfatorios;

2 < |Z] £ 3, os resultados sdo questionaveis;

|Z| > 3, os resultados séo insatisfatérios.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Otimizacoes: delineamento estatistico experimental (DCCR)

De modo a estabelecer as melhores condigdes da decomposicao acida
com sistema de refluxo para o preparo das amostras de peixe in natura foi
realizada uma otimizacdo, na qual o volume de HNOj foi fixado em 5 mL, a
massa em 0,25 g e variaram-se o tempo e a temperatura de decomposicao e o
volume de H.O,, conforme os niveis apresentados na Tabela 4.A matriz do
DCCR contendo os resultados de absorvancia dos analitos Cu, Zn, Cr e Pb

obtidos a partir dos 17 ensaios realizados é apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 -Matriz do planejamento experimental DCCR. Variaveis: A) Volume de
H.O,(mL) B) Tempo de decomposicao (h); C Temperatura de decomposicao (°C).

Variaveis Independentes Variaveis Dependentes
Ensaios Absorvéancia
B C
Cu Zn Cr Pb
1 1 1 120 0,096 0,168 0,184 0,086
2 3 1 120 0,093 0,168 0,256 0,080
3 1 3 120 0,095 0,159 0,194 0,089
4 3 3 120 0,097 0,167 0,245 0,086
5 1 1 180 0,103 0,176 0,174 0,087
6 3 1 180 0,100 0,164 0,205 0,100
7 1 3 180 0,102 0,167 0,173 0,099
8 3 3 180 0,104 0,167 0,214 0,102
9 0,32 2 150 0,103 0,155 0,156 0,092
10 3,7 2 150 0,104 0,156 0,182 0,099
11 2 0,32 150 0,107 0,146 0,136 0,115
12 2 3,7 150 0,110 0,159 0,207 0,098
13 2 2 100 0,109 0,186 0,183 0,110
14 2 2 200 0,117 0,188 0,178 0,108
15 2 2 150 0,111 0,187 0,209 0,123
16 2 2 150 0,109 0,180 0,199 0,123
17 2 2 150 0,109 0,179 0,204 0,123
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Os pontos centrais (ensaios 15 a 17) apresentaram uma variacao pequena,

com desvio-padréo relativo entre 1,0 e 2,5% para as respostas, indicando boa

repetitividade do método.

As tabelas 7, 8, 9 e 10 apresentam, respectivamente, os coeficientes de

regressao do DCCR para Cu, Cr, Pb e Zn.

Tabela 7 -Coeficientes de regressao do planejamento experimental DCCR para

Cu
Coeficiente de Erro
B B t(7) p-valor
regressao padrdo

Média 0,110132 0,004 29,315  <0,0001
(1) Volume (mL) (L) 0,000007 0,002 0,004 0,9970
Volume(mL) (Q) -0,004105 0,002 -2,113 0,0723
(2) Tempo (h) (L) 0,000634 0,002 0,359 0,7298
Tempo(h) (Q) -0,002474 0,002 -1,274 0,2432
(3) Temperatura(°C) (L) 0,002994 0,002 1,697 0,1334
Temperatura(°C) (Q) -0,000981 0,002 -0,505 0,6288
1L, 2L 0,001250 0,002 0,542 0,6044
1L, 3L 0,000167 0,002 0,072 0,9443
2L, 3L 0,000028 0,002 0,012 0,9907
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Tabela 8 -Coeficientes de regressédo do planejamento experimental DCCR para
Cr.

Coeficiente de regressao Err? t(7) p-valor
padrao

Média 0,201900 0,018 29,315  <0,0001
(1)Volume(mL) (L) 0,017869 0,008 0,004 0,9970
Volume(mL) (Q) -0,004712 0,009 -2,113 0,0723
(2)Tempo(h) (L) 0,009399 0,008 0,359 0,7298
Tempo(h) (Q) -0,003899 0,009 -1,274 0,2432
(8)Temperatura(°C) (L) -0,009261 0,008 1,697 0,1334
Temperatura(°C) (Q) -0,000770 0,009 -0,505 0,6288
1L, 2L -0,000775 0,011 0,542 0,6044
1L, 3L -0,007100 0,011 0,072 0,9443
2L, 3L 0,000600 0,011 0,012 0,9907

Tabela 9 -Coeficientes de regressédo do planejamento experimental DCCR para
Pb.

Coeficiente de

_ Erro padrédo t(7) p-valor
regressao

Média 0,123763 0,006 20,26 <0,0001
(1)Volume(mL) (L) 0,001431 0,003 0,49 0,6331
Volume(mL) (Q) -0,012231 0,003 -3,87 0,0061
(2)Tempo(h) (L) -0,000385 0,003 -0,13 0,8968
Tempo(h) (Q) -0,008324 0,003 -2,64 0,0335
(38)Temperatura(°C) (L) 0,003122 0,003 1,09 0,3124
Temperatura(°C) (Q) -0,007370 0,003 -2,33 0,0522
1L, 2L -0,000775 0,004 -0,21 0,8420
1L, 3L 0,003225 0,004 0,86 0,4179
2L, 3L 0,000525 0,004 0,14 0,8925
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Tabela 10 -Coeficientes de regressao do planejamento experimental DCCR para
Zn.

Coeficiente de

_ Erro padréao t(7) p-valor
regressao

Média 0,181722 0,003 62,13 <0,0001
(1)Volume(mL) (L) -0,000234 0,001 -0,17 0,8693
Volume(mL) (Q) -0,008689 0,001 -5,78 0,0007
(2)Tempo(h) (L) 0,000328 0,001 0,24 0,8181
Tempo(h) (Q) -0,009700 0,001 -6,42 0,0004
(8)Temperatura(°C) (L) 0,001155 0,001 0,84 0,4281
Temperatura(°C) (Q) 0,002419 0,001 1,59 0,1536
1L, 2L 0,002375 0,002 1,32 0,2273
1L, 3L 0,002458 0,002 -1,37 0,2130
2L, 3L 0,000403 0,002 0,22 0,8288

De acordo com os dados das Tabelas 7 a 10, verificou-se que foram
significativos os termos quadraticos para volume de H>O, (V) e tempo de
decomposicao (T) (p < 0,05) para Zn e Pb enquanto que para Cr e Cu nenhuma
variavel se apresentou estatisticamente significativa a 95% de confianga.

Na sequéncia, foi realizada uma andlise estatistica dos dados e foram
obtidos os Diagramas de Pareto para cada analito, os quais sdo mostrados nas
Figuras 10 para o Cu, Figura 11 para o Cr, Figura 12 para o Zn e Figura 13 para
o Pb.
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Figura 10 — Diagrama de Pareto obtido do DCCR na determinagdo de Cu em

peixes
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Figura 11 — Diagrama de Pareto obtido do DCCR na determinagado de Cr em
peixes
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Figura 12 -Diagrama de Pareto obtido do DCCR na determinagdo de Zn em

peixes.
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Figura 13 -Diagrama de Pareto obtido do DCCR na determinacdo de Pb em
peixes.
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De acordo com o Diagrama de Pareto, apresentado na Figura 12, é
possivel observar que ha efeito negativo para ambas variaveis em relacdo ao
Zn, ou seja, ao aumentar os valores das variaveis, hd uma diminuicdo da
resposta analitica, fato que se repete para ao Pb, que pode ser verificado no
Diagrama de Pareto apresentado na Figura 13.

Apés a parametrizacao foram obtidas as equagdes do modelo para Zn e Pb
que apresentaram como variaveis o volume de H>O, quadratico (V?) e o tempo
de decomposicdo quadratico (T?). Essas equacdes estdo descritas abaixo

(equacgdesb e 7), respectivamente.

Y = 0,184813 — 0,009403V2 — 0,010415T2 (6)

Y = 0,114345 — 0,010054V? — 0,006147T? (7)

Considerando somente os termos significativos, a Tabela 11 apresenta a
andlise de variancia (ANOVA) para Zn e Pb. O modelo € significativo e
adequado para descrever os resultados através da superficie de resposta, como
fica evidente pelo valor do F calculado (38,34 e 15,24).
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Tabela 11 -Analise de variancia (ANOVA) para os teores de Zn e Pb

Fonte de Soma dos Graus de Quadrado

Analitos variagao quadrados  liberdade médio Feal

Regressao 0,001983 2 0,009915
Residuos 0,000362 14 2,586x10® 38,34

a Total 0,002345 16 0,000146
Regresséao 0,001442 2 0,000721

Pb Residuos 0,001652 14 0,000118 15,24
Total 0,003094 16 6,11

Foos; 2,14 = 3,74

Como apenas os parametros volume de H>O, e tempo de decomposicao
foram significativos, foi possivel gerar uma superficie de resposta para cada
analito e estas sao apresentadas nas Figuras 14 e 15. A analise de ambas as
superficies de resposta indica que o maior valor de absorvéancia foi obtido
quando foram usadas as seguintes condi¢des: 2 h de decomposi¢cédo e 2 mL de
H.O- (ponto central).
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Figura 14-Superficie de resposta para volume de HxO.versus tempo de
decomposicao para a determinagao de Zn em peixes.

B =01

[ 1=0,09
B <0,08
B = 0,07

Figura 15-Superficie de resposta para volume de H.O.versus tempo de
decomposicao para a determinagdo de Pb em peixes.
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Portanto, as condi¢cdes escolhidas para a decomposicdo das amostras
foram: tempo total de 2horas de decomposicdo em bloco digestor aquecido a
150°C com a adi¢cao de 2 mL de H.O, passados % do inicio do processo.

Em geral, um tempo mais longo permite alcangar melhores resultados na
decomposicao da amostra. Em relacdo ao tempo de decomposicédo, quando as
decomposi¢des foram realizadas em menos de 2 horas, foi observada uma
decomposicao incompleta e apds as medidas analiticas, nao foi possivel realizar
a determinagéao do teor total do analito investigado.

O volume de 2 mL de H.O.foinecessariopara a oxidacao ocorrer apds a
acao de HNOgs, permitindo a obtencao de uma solugao limpida, pronta para ser
analisada em espectrometro de absorcao atémica.

A variavel temperatura nao foi estatisticamente significativa para qualquer
analito. Deste modo, decidiu-se utilizar a temperatura de 150 °C para assegurar
o ponto de ebulicdo do &cido nitrico, e também para garantir a quebra das
ligagbes entre o analito e proteinas que ocorrem em peixes, no caso de Zn, Cu e
Pb (KPEE; OZIOMA; IHUNWO, 2009) ou com lipideos, tais como Cr (JUNIOR et
al., 2002), permitindo que os analitos ficassem livres em solucao.

Como nado houve variaveis estatisticamente significativas para Cu e Cr,
foram utilizadas as mesmas condicdes de decomposicdo acida empregadas
para Zn e Pb, afim de padronizar o método no bloco digestor com o dedo frio
como sistema de refluxo.

Dessa forma,o método foi validado conforme os parametros mencionados
na parte experimental e a exatidao para os 4 analitos investigados foi avaliada
com o uso de material de referéncia certificado de peixes, conforme sera

descrito a seguir.

40



5.2 Parametros de mérito

Os parametros de meérito obtidos para as determinagdes de Cu, Zn, Cr e Pb
estao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 - Parametros de mérito para a determinacdo de Cu e Zn por FAAS e
Cr e Pb por GF AAS em peixes.

Cu Zn Cr Pb
Faixa de trabalho* 05-25 0,25 -1 1-13 10 -50
Inclinacao 0,1252 0,4456 0,0540 0,0011
LD instrumental* 0,004 0,002 0,43 0,52
LD método** 0,3 0,6 17,1 20,8
LQ** 0,9 1,9 57,0 69,2
R 0,999 0,998 0,997 0,997
RSD (%) 1,8 2,4 7,9 6,2

*mg L para Cu e Zn; pg L para Pb e Cr.** mg kg™ para Cu e Zn'ug kg para Pb e Cr

Avaliando-se os parametros de mérito obtidos apresentados na Tabela 12,
pode-se observar que os valores de coeficiente de correlagéo (R) foram maiores
que 0,99 atestando a boa linearidade do método na faixa de concentracdo
empregada. Os valores de inclinagdo obtidos mostram também a boa
sensibilidade do método para os analitos investigados. Os valores de desvio
padrdo relativo (RSD) foram inferiores a 7,3 e 15%conforme estabelecido pela
AOAC (2012), indicando boa precisédo do método.

Os limites de quantificagcdo alcancados sado adequados a proposta de
trabalho. Para efeito de comparacao dos limites maximos de alguns elementos
em amostras de pescado, utilizou-se os limites permitidos para contaminantes
quimicos em alimentos, fixados pela Divisao Nacional de Vigilancia Sanitaria de
Alimentos (DINAL) na Portaria n° 685 de 27 de agosto de 1998 que foi
parcialmente revogada pela Resolugcédo n°42 de 29 de agosto de 2013. No Brasil,
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o decreto n° 55.871 da ANVISA, publicado em 26 de margo de 1965, padroniza
limite maximo de tolerdncia para alguns metais em alimentos, considerando
seu peso umido.

Para o Cu, por exemplo, o valor de 0,9 mg kg™ é inferior ao valor de 30 mg
kg"' que é a concentragdo maxima permitida pelo Decreto 55.871 da ANVISA
(1965) para a presenca desse metal em peixes. O mesmo ocorre com Zn e Cr
que apresentam, respectivamente, os seguintes limites maximos permitidos de
concentragdo: 50 mg kg™ €100 pg kg enquanto que o valor para Pb é de 300
ug kg (alterado pela Resolugdo n° 42 da ANVISA de 29/8/2013), possibilitando
0 monitoramento da concentragao destes com o método desenvolvido.

Para avaliar a exatiddo do meétodo, diferentes materiais de referéncia
certificados foram analisados e os resultados estdo apresentados na Tabela 13.
Todos apresentaram boa concordancia entre os valores medidos com os valores
certificados, recuperacao no intervalo de 80 a 120% e valores do teste Z score
menores que 2 indicando que os resultados foram satisfatérios, provando a

exatiddo do método para todos os analitos investigados.

Tabela 13 - Resultados de concentragdo, em mg kg™, para Cu, Zn, Cr e Pb em
diferentes CRM.

Analito
CRM
Cu? Zn? Ccr® PbP°
Certificado 106 + 10 180+ 6 0,77 £0,15 ni
TORT-2
Encontrado 97,4 +1,7 176,5+4 0,70+0,13 <LD
Certificado 1,67 +0,16 16,0 +1,1 ni ni
BB422
Encontrado < LD 15,1 +0,8 <LD <LD
Certificado ni ni ni 1,19+0,18
2976
Encontrado <LD <LD <LD 1,34 £ 0,04

3FAAS; °GF AAS; ni: ndo informado.
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Em relagdo ao processo de decomposicdo com o dedo frio, 0 mesmo é
seguro, eficaz na decomposicdo orgénica, sem perdas de analitos por
volatilizagdo e com valores 6timos de sensibilidade e limites de deteccao.

5.3 Avaliacao sazonal do teor de metais nos peixes oriundos do Canal Sao
Goncgalo

Os resultados obtidos para as determinacdes dos analitos nas amostras
de peixe investigadas sao apresentados nas Tabelas 14 e 15, divididos por
pontos de coleta e com a aplicacao do Teste de Tukey com 95% de confianga.
Os resultados apresentaram grande variagdo nas concentragdes nas diferentes
estacdes do ano, pontos de coleta e espécies de peixes.

As maiores concentragdes de Cu, Zn e Pb foram observadas nos peixes
coletados nos pontos 1 e 2 pertencentes a regido estuarina. Ja era esperado que
esses pontos fossem os mais poluidos do Canal Sdo Gongalo com relacdo a
todos os metais, por se tratarem de regides urbanas, sujeitas ao desague de
outros canais que circulam pela cidade que servem de locais de despejo de
efluentes de industrias de curtimento, alimentos e metalomecénicas, além de
serem locais de deposicao de materiais de construcao e lixo urbano. Porém, o
Cr apresentou altos indices ao longo de toda area do recurso hidrico
investigado, mas especialmente na regiao limnica(pontos 3 e 4), que se
esperava ser a regiao menos poluida. Considerando as espécies de peixes, 0s
exemplares de Loricariichthys anus (viola) foram os que apresentaram maiores

concentrag6es de todos 0s analitos investigados.
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Tabela 14 — Concentragées de Cu, Zn, Cr e Pb em diferentes espécies de
peixes do Canal S&do Gongalo nos Pontos 1 e 2.

Espécie  Estacao Cu* Zn* Cr* Pb**
Outono 10,7 £ 0,012 2,6 +0,1%° 253+ 5,5%° 242+ 12%
A Inverno 9,5 +0,9%® 10,4 + 0,6™ 470+ 30° 416+ 26>
Primavera n.d. n.d. n.d. n.d.
Verao n.d. n.d. n.d. n.d.
Outono 10,5 +0,04%" 2,2+0,1% 219+ 23" 145+ 5,0°%°
B Inverno 10,1 £ 0,629 10,6 +1,3° 243+ 18% 123+ 14°™
- Primavera 9,4 +0,03% 4,1 +0,17% 332+ 39 487+ 2,0°
o Verdo 8,1 £ 0,79 5,6 + 0,229 40+ 3,6° 220 +1,0%"
nS_ Outono 10,5 + 0,3%°% 6,2+ 0,7°%9" 184+ 20% 202 + 10%"
c Inverno n.d. n.d. n.d. n.d.
Primavera n.d. n.d. n.d. n.d.
Verdo 8,1 +0,2%9"" 6,7 + 0,4%" 61+ 5,3° 306+ 0,4"
Outono n.d. n.d. n.d. n.d.
b Inverno 10,3 + 0,17 12,5+0,3° <LD 306+ 9,5"
Primavera 8,8 +0,01°9" 1,8 +0,01° 832+ 0,01° 379+ 18°
Verao 11,4 +0,7%" 12,8 +1,9° 89+ 4,1% 480+ 80%
Outono 10,6 + 0,2° 3,2 +0,3%% 218+ 28" 189 + 10%
A Inverno 8,2+0,01°™ 51 +0,01%%"  221+0,01*" 426+ 40™
Primavera n.d. n.d. n.d. n.d.
Verao n.d. n.d. n.d. n.d.
Outono n.d. n.d. n.d. n.d.
B Inverno 12,0 £0,1" 236 +2,7' 228+ 16" 177+ 17°"
o~ Primavera 8,2 +0,4°" 8,7 £2,4°" 455 + 33" 163+ 1,0%"
fe) Verao 7,9 + 0,49 11,5 +2,1° 373+ 90" 167+ 28%"
nS_ Outono 10,5 +0,18™ 55 +0,6%9" 190+ 16% 129 + 4,0°"
Inverno n.d. n.d. n.d. n.d.
C Primavera 7,7 £0,4" 2,8 + 0,2% 465+ 2,2° 37 +1,7
Verao 8,4 +0,3°° 11,3+0,7° 61 +0,1° 200+ 7,8%"
Outono 10,5 + 0,3%" 7,6 £0,1°% 319+ 149 313+ 1,2
Inverno 11,1 £1,3"™ 20,8 +0,2' 396 + 47" 367 +0,2
Primavera 7,3 +£0,2"" 5,6+ 0,334 338+ 11 49 + 4,9
Verdo 8,3+ 0,4" 9,8+ 1,0 77+ 10° 139+ 22°"

A: Cyphocharax voga (biru); B: Pimelodus clarias (pintado); C: Micropogonias furnier;
(corvina), D:Loricariichthys anus (viola); n.d.: ndo disponivel,
*mg kg-1; **ug kg-1
Letras iguais da mesma coluna ndo diferem estatisticamente a 95% de

confianga.
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Tabela 15 — Concentragbes de Cu, Zn, Cr e Pb em diferentes espécies de

peixes do Canal S&do Gongalo nos Pontos 3 e 4.

Espécie Estacao Cu* Zn* Cr** Pb**
Outono 10,3 +0,7°9™ 6,0 +0,6°™ 753+ 57° 226 +5,7°"
A Inverno n.d. n.d. n.d. n.d.
Primavera n.d. n.d. n.d. n.d.
Veréao n.d. n.d. n.d. n.d.
Outono 6,7+0,3° 6,5 +0,6%° 436+ 44" 165 + 15
B Inverno 9,6 +0,3%°™ 8,1+ 0,7°9 447 +12°° 267 + 34%
. Primavera 7,5+06"  5,1+0,5°" 362+ 429" 119 £ 11°™
fe) Verzo 79+02% 10,1 +1,2" 42 +1,2° 60,6 +8,1°"
nccz Outono n.d. n.d. n.d. n.d.
c Inverno n.d. n.d. n.d. n.d.
Primavera n.d. n.d. n.d. n.d.
Verao n.d. n.d. n.d. n.d.
Outono n.d. n.d. n.d. n.d.
b Inverno 9,5+0,1®°  4,3+0,5%0 255 + 14%° 380 +42°
Primavera 7,7 +0,3"™ 8,0 +0,1%" 1268 + 17' 69 + 4,4°"
Verdo 7,9 £0,4%" 10,1 +0,6" 1100 +2,9™ 59 +1,6™
Outono n.d. n.d. n.d. n.d.
A Inverno n.d. n.d. n.d. n.d.
Primavera n.d. n.d. n.d. n.d.
Verao n.d. n.d. n.d. n.d.
Outono 9,9+ 0,6%™ 4,0 + 0,5 271 £ 13%™ 73+4,8™
B Inverno 10,7 +0,2°" 8,1 +0,1°"™ 818 + 51° 102 + 5,09
< Primavera 8,9 £0,9°%% 27 +0,1%® 205+ 7,73 247 + 3,07
o Verado 8,0+0,3*  11,1+28° 346 £33%9° 66,3+ 1,7™
nccz Outono n.d. n.d. n.d. n.d.
C Inverno n.d. n.d. n.d. n.d.
Primavera n.d. n.d. n.d. n.d.
Verao n.d. n.d. n.d. n.d.
Outono 8,3 +0,6" 7,6 +0,9°% 220 + 30° 272 +3,8%
Inverno 9,0 £0,5%" 4.8 +0,1%%° 741+ 60° 169 + 1,4%"
Primavera 7,3 +0,5™ 11,7 +1,3° 966 + 67° 152 + 6,8%°"°
Verdo 7,9 £0,49%"  95+1,0 117 +0,69" 59 +5,0™"

A: Cyphocharax voga (biru); B: Pimelodus clarias (pintado); C: Micropogonias furnieri

(corvina);D:Loricariichthys anus (viola); n.d.: ndo disponivel
*mg kg-1; **ug kg-1
Letras iguais da mesma coluna n&o diferem estatisticamente a 95% de

confianga.
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Os niveis de concentracdo de Cu encontrados segundo o Teste de Tukey
a 95% de confianga apresentaram variagao significativa entre as espécies de
peixes, estacdbes e pontos de coleta, no entanto, seus valores ficaram
compreendidos no intervalo de 6,7 a 12,0 mg kg nas estacdes do outono e
inverno respectivamente, ambas para peixes da espécie Pimelodus
clarias(pintado), como mostra a Figura 16. O valor maximo se aproximou aos
encontrados por Bugallo, Segade e Gomez (2007) e Souza et al. (2009) que
foram de 12 mg kg’ e 11,9 mg kg, respectivamente. Souza et al. (2009)
analisaram musculatura e visceras de peixes das espécies Tilapia, Lambari,
Piau e Catfish oriundos de um pesqueiro da cidade de Umuarama/PR
encontrando diferentes valores de Cu, dentre os quais o citado anteriormente e
concentragdes que chegaram a 40 mg kg™ nas visceras. Segundo os autores
como a agua do lago estava levemente &cida (pH = 6,5) favoreceu a sua
solvatacao, tornando o Cu biodisponivel para os peixes, propiciando um acumulo
principalmente nas visceras, onde este elemento se liga a metalotioneina,
servindo como um mecanismo de desintoxicagdo do peixe.No entanto, foram
reportados valores maiores que esses, tais como 16,1 mg kg™’ por Djedjibegovic
et al. (2012) em peixes das espécies Cyprinidae, Salmonidae e Mugilidae
habitantes do Rio Neretva (Bosnia - Herzegovina), 24 mg kg por Sivaperumal,
Sankar e Viswanathan Nair (2007) e 32,9 mg kg™ por Bilandzic et al. (2012) em
peixes comprados em mercado publico da india e Croacia, respectivamente.
Niveis de concentracdo menores também foram detectados por Olmedo et al.
(2013) na ordem de 0,069 a 4,73 mg kg"' em amostras obtidas no mercado
publico de Granada/Espanha e por Leung et al. (2014) na ordem de 0,79 e 2,26
mg kg em 11 diferentes espécies de peixes do Rio das Pérolas na China. Os
valores encontrados em nosso trabalho foram maiores nos pontos 1 e 2 (regides
de maior atividade antropogénica) e durante o inverno, isso provavelmente por
ser 0 periodo de reproducéo dos peixes. No entanto, as concentragdes obtidas
ficaram todas abaixo do limite maximo permitido pela ANVISA (1965) de 30 mg
kg' de Cu em pescados e, desta forma, ndo foi encontrado registro de
contaminagéo por Cu nos peixes analisados do canal.
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Figura 16 — Concentracdes de Cu (em mg kg') nas amostras de peixes.
O intervalo das concentracdes de Zn nas amostras de peixes analisados

ficaram entre1,8 a 23,6 mg kg' Conforme a figura 17, as maiores
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concentragbes foram observadas nas coletas de inverno nos pontos 1 e 2,
provavelmente devido ao fendmeno da lixiviagdo de materiais soluveis do solo
que € maior nesta estagéo pelo acumulo de chuvas e nos peixes Pintado e Viola
gue possivelmente sofrem o fendbmeno da biomagnificagéo.

Saei-dehkordi e Fallah (2011) avaliaram as concentragdes de alguns
metais, dentre eles o zinco, em peixes do Golfo Pérsico considerando a
influéncia sazonal concluindo que diferentes fatores tais como a temperatura da
agua, dietas e ciclos reprodutivos dos peixes sao importantes nas quantidades
disponiveis de metais potencialmente tdxicos. Nesse trabalho eles encontraram
altos valores de zinco no inverno e também relacionaram a precipitacdo
consideravel e consequente processo de lixiviacao de residuos.

Sivaperumal, Sankar e Viswanathan Nair (2007) e Olmedo et al.(2013)
detectaram niveis de concentragdo menores, 0,6 mg kg'em peixes oriundos do
mercado publico da India e 1,24 mg kg™ em peixes adquiridos no comércio de
Granada (Espanha), respectivamente. Além deles, Medeiros et al. (2012),
encontraram concentracdo média de 3,3 mg kg’ de zinco em peixes da espécie
Micropogonias furnieri pescados na regiao de Niterdi (RJ).

Souza et al.(2009) quantificaram zinco em peixes criados em um pesqueiro
na regido de Umuarama-Parana encontrando valores acima do tolerado na
musculatura (parte comestivel) da tilapia e do lambari (55,1 e 73,7 mg kg™,
respectivamente), indicando que este peixe estaria imprdprio para 0 consumo
humano e justificam que tal fato pode ter ocorrido principalmente por esta ser
uma regido agricola, pois sabe-se da necessidade de aplicagdo de insumos, 0s
quais podem ser levados pela agua das chuvas, contaminando as lagoas do
pesqueiro.

Mendil et al. (2010) também realizaram um estudo de um recurso hidrico
(Rio Yesilirmak da Turquia) através da concentragdo de Zn em 5 diferentes
espécies de peixes encontrando valores de 11.6-63.5 mg kg™ relacionando
essas concentragfes diretamente as diferentes industrias presentes naquela
regido.

Em suma, os trabalhos citados ratificam a hipétese de influéncia direta das
estacdes climaticas, sobretudo do fenbmeno da lixiviagado de poluentes. Salienta-
se ainda que o limite maximo de Zn permitido em pescados é de 50 mg kg e
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que esse valor esse ndo alcangado por nenhuma das espécies de peixes do
canal que foram analisadas.
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Figura 17 — Concentracdes de Zn (em mg kg') nas amostras de peixes.
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Os teores de Pb nas amostras de peixes analisadas, de acordo com a
Figura 18, ficaram dentro do intervalo de 37 a 487 ug kg' semelhante ao
intervalo de concentra¢des encontrado por Morgano et al.(2011) que foi de 26 a
481ug kg em amostras de peixes usados na culinéria japonesa comercializados
em Sao Paulo e por Saei-Dehkordi e Fallah(2011) que foi de 57 a 471 ug kg™ em
peixes coletados no Golfo Pérsico.

No entanto Guérin et al. (2011) que selecionaram frutos do mar da costa
francesa e Chahid et al. (2014) que coletaram peixes em portos do sudeste do
Reino de Marrocos, encontraram valores inferiores de chumbo: 11 e 13 pg kg™,
respectivamente. Valores superiores também foram determinados em outros
trabalhos que avaliaram peixes coletados em locais com atividade antropica:
2560 pg kg' (REPULA et al., 2012) e 5400 pg kg"' (SANTOS et al., 2013).
Repula et al. (2012) analisaram peixes de agua doce de espécies abundantes
(Tilapia rendalli, Cipyinus carpio Linnaeus e Bagre marinus) na regiao de
Guarapuava/PR que foram amostrados no ambiente exposto as emissdes da
industria de couro e também em um local de referéncia nao afetado por
atividades industriais encontrando valores acima do permitido pela legislagdo no
ambiente que sofreu acdo antropogénica, fato esse que se assemelha ao
encontrado por Santos et al. (2013) ao estudar peixes obtidos no municipio de
Sao Francisco do Conde/BA que possui um complexo industrial.

Os maiores teores de Pb e que extrapolaram o limite permitido em
pescados que é de 300 pg kg’ foram detectados em diferentes espécies de
peixes e estagdes, porém concentrando-se nos pontos de coleta 1 e 2, onde
existe uma grande atividade antropogénica (industrial e pesqueira), muitos
moradores e desague de efluentes domésticos e aguas altamente contaminados
oriundos de diferentes bairros da cidade de Pelotas assim como concluiram
Repula et al. (2012) e Santos et al. (2013).

50



Ponto 1

500
400 M Qutono
300 M Inverno
200 M Primavera
100 o
M Verdo
0
Biru Pintado Corvina Viola
Ponto 2
600
400
200
0
Biru Pintado Corvina Viola
Ponto 3
400
300
200
100
LA A
0
Biru Pintado Corvina Viola
Ponto 4
300
200
100
e AT A
0
Biru Pintado Corvina Viola

Figura 18 — Concentracdes de Pb (em pg kg™') nas amostras de peixes.
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Por fim, para o Cr, as concentracdes variaram entre 40 a 1268 pg kg™ e
seus maiores valores foram encontrados nos peixes viola, nos pontos 3 e 4
durante as coletas de primavera de 2013 e verdo de 2014, conforme pode ser
observado na Figura 19.

Os maiores valores de cromo no verdo e na primavera podem estar
relacionados com o baixo volume de chuvas nessas estacées e 0 aumento da
temperatura que favorece a solubilizacdo de compostos formados por esse
analito dessa forma aumentando a concentracdo do Cr no Canal Sdo Gongalo e
consequentemente nos peixes analisados.

Morgano et al. (2011) encontraram baixos valores (30 a 908 pg kg') ao
avaliar a concentracdao de cromo em peixes da espécie Salmao (Salmo salar)
obtidos em mercado de Sdo Paulo/SP. Ja o valor maximo de concentragao de
Cr encontrado vai de encontro ao determinado por Repula et al. (2012) que foi
de 1300 ug kg™ ao analisar peixes das espéciesTilapia e Bagre de um ambiente
aquatico de Guarapuava/PR que recebe efluente de curtume. Justificativa essa
que também se aplica como hip6tese do porqué de cerca de 80% dos resultados
obtidos pelo presente trabalho apresentarem concentracées de Cr acima do
limite maximo em pescados, que é de 100 pg kg em praticamente todos os
pontos, espécies de peixes e estacdes do ano avaliadas. Essa hipdtese de
contaminagao se baseia no fato da regido de Pelotas apresentar varios curtumes
cujos efluentes que desaguam no canal Sao Gongalo serem ricos em cromo e
na propriedade acumulativa desse metal nos ambientes e organismos em que se

encontra.
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Figura 19 — Concentracdes de Cr (em ug kg™') nas amostras de peixes.



Através da andlise de todos os dados obtidos, € possivel perceber que o
Canal Sao Gongalo apresenta diversidade quanto ao grau de contaminagao no
que se refere aos analitos avaliados nesse trabalho.

Os teores de Zn e Cu permaneceram abaixo dos limites maximos de
toxicidade enquanto as altas concentragdes de Pb indicaram que a regiao
estuarina do Canal sofre impacto da agédo antrépica, em especial, do despejo
doméstico oriundo de varios pontos da cidade de Pelotas, tais como: o Arroio
Pelotas, o Canal Santa Béarbara, o Canal de Drenagem, o Canal do Pepino, além
daqueles oriundos das residéncias fixadas as margens do Canal Sdo Gongalo.
Além disso, Tessaro, Sa e Scremin (2012) detectaram altas quantidades de
residuos de construcdo e demolicdo ao longo das margens do Canal e seus
afluentes, representando um grave problema ambiental, pois, além de deteriorar
a qualidade das aguas superficiais e subterraneas, contribui para as inundagoes
da area urbana e para a proliferacao de doencas.

Como ja citado, os indices de Cr foram acima do permitido pela legislagdo
em todos os pontos do Canal, mas, sobretudo na regido limnica que se
caracteriza por alta atividade agricola, mais especificamente, a orizicultura.
Salienta-se novamente que a regido de Pelotas apresenta industrias de
curtimento de couro, alguns deste ja desativados, cujos efluentes sao ricos
nesse metal.

Um fato também importante a se considerar € que como o Canal Sao
Gongalo é formado por duas porcbes distintas de agua, uma estuarina (mais
salgada) e outra limnica (mais doce), a distribuicdo dos peixes pescados ao
longo do trajeto de coleta também variou, de forma que a Corvina, que é uma
espécie marinha, fosse praticamente ausente nos pontos de coleta 3 e 4
pertencentes a porcdo de agua doce. Os demais peixes avaliados nesse
trabalho sdo espécies de agua doce e estavam presentes ao longo de todo o
Canal.

As altas concentracées de Zn e Cu encontradas nos peixes da espécie
Pintado podem estar atribuidas ao fato de ser um peixe onivoro alimentando-se
de algas e de pequenos peixes, favorecendo assim o fendmeno da
biomagnificacdo. Esse fendbmeno consiste na transferéncia de uma substancia

quimica de um nivel trofico inferior para um superior.
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Além da biomagnificagéo, existe o fendmeno da bioacumulagao que trata
da capacidade de acumular uma substancia, através do meio circundante ou de
seus alimentos por um dado organismo, desse modo, ambos os fendmenos
favorecem o uso de peixes como indicadores bioldgicos da qualidade ambiental
de determinado recurso hidrico justificando assim o uso desses animais no
presente estudo.

Salienta-se ainda que os peixes Viola que também apresentaram altas
concentracdes dos analitos avaliados sao peixes iliéfagos-onivoros que se
alimentam de algumas algas, peixes menores, crustaceos e de sedimentos,
além de habitarem as profundezas da agua e ndo a regiao superficial, indicando
assim uma possivel relagcdo com os metais presentes nos sedimentos do Canal.

Quanto a influéncia sazonal pode-se observar que ela de fato ocorre, mas
relacionada a cada espécie de peixe e metal avaliado, dificultando assim uma
caracterizacdo do grau de contaminacdo no recurso hidrico segundo as
diferentes estacdes climaticas do ano.

O conhecimento de concentragcées de metais, principalmente os téxicos
em peixes, € importante tanto com relagdo a gestdo da natureza quanto a saude
humana (DURAL et al., 2007). Por isso, deve-se atentar aos prejuizos causados
pela contaminacao por Cr, que em altos niveis podem causar danos as vias
respiratorias, estbmago e intestinos, anemia e levar ao cancer; e a intoxicagao
por Pb, ou saturnismo, que atinge principalmente os sistemas circulatérios,
renais e nervoso central do corpo. O Pb foi demonstrado ser um agente
cancerigeno, além de produzir retardo mental e disturbios do sistema reprodutor
humano (SANTOS et al., 2013).
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6 CONCLUSAO

O emprego da decomposi¢ao acida com sistema de refluxo como método
de preparo de amostra de peixes in natura para a determinacdo de metais
mostrou-se adequado e pratico, pois se trata de um sistema semi-aberto que
reduz o tempo de decomposicdo (se comparado ao sistema aberto
convencional) e o volume de &cido utilizado; diminui as perdas de analito por
volatilizacao e o risco de contaminacao por adsorcao; e € economicamente mais
viavel que um sistema de decomposicao com micro-ondas.

O delineamento composto central rotacional (DCCR) é um procedimento
rapido e eficiente para otimizar as condicoes de preparo das amostras
assinalando que nessas condi¢coes apenas as variaveis volume de perdxido de
hidrogénio e tempo de decomposi¢cdo foram estatisticamente significativas para
os analitos Zn e Pb.

O método desenvolvido apresenta uma boa exatidao e precisdo, atestada
pela andlise de material de referéncia certificado. Os valores de limite de
quantificacdo para todos os metais investigados foram adequados aos limites
maximos permitidos pela legislagdo brasileira para peixes (pescados),
possibilitando assim o emprego do método no monitoramento destes analitos.

Os niveis de concentracado dos quatro elementos avaliados demonstraram
teores de Pb e Cr acima da legislacao vigente para pescados, diferentemente de
Zn e Cu que embora presentes em toda extensdao do Canal Sdo Gongalo, nao
atingiram os limites impostos pela legislacao.

As concentracbes de Pb foram superiores na regidao estuarina nas
diferentes espécies de peixes e estacdes. Ja os valores de Cr foram altos em
toda a extensdo do recurso hidrico, sobretudo na regidao limnica. No entanto
como o resultado do cromo refere-se ao Cr total, sugere-se estudo de
especiacao desse elemento, a fim de saber em qual estado de oxidagéo ele se
encontra no local de estudo.

Acredita-se que os teores elevados dos elementos avaliados estéo
diretamente relacionados aos residuos urbanos e industriais, bem como pela

atividade agricola da regiéo.
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Diante dos resultados sugere-se um monitoramento continuo da biota do
Canal Sdo Gongalo, ja que esta regiao é de fundamental importancia econémica,
social e ecolégica para a populagao local.
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