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RESUMO  

 

O pescado é um alimento de origem animal que contém todos os aminoácidos 
essenciais com elevado valor biológico e digestibilidade alta (acima de 95%) 
conforme a espécie. Entretanto, a comunidade íctica é constantemente afetada pela 
poluição dos sedimentos no meio aquático devido a presença de elementos traços 
em águas ambientais. A biomagnificação por plantas e animais é resultante dos 
ciclos biológicos que movimentam metais e incorporam em ciclos alimentares. Por 
isso, o conteúdo de elementos traços e a taxa de acumulação em tecidos 
musculares de peixes são aplicadas para avaliar a resposta dos organismos frente à 
poluição das águas. Dentre as técnicas analíticas utilizadas comumente, a 
espectrometria de fluorescência de raios-x por reflexão total (TXRF) tem sido 
aplicada a diferentes tipos de amostras ambientais (solo, sedimento, peixes entre 
outros) para análise de elementos traços devido a sensibilidade, rapidez e eficiência 
na obtenção de resultados confiáveis. As exposições diárias estimadas em 
populações humanas, são então comparadas com os critérios baseados em saúde 
fornecidos por órgãos internacionais como a Organização das Nações Unidas para 
Alimentação e Agricultura (FAO), Agência de Proteção Ambiental dos Estados 
Unidos (US EPA) e brasileiro, como a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
(ANVISA). Os resultados foram avaliados através de análises estatísticas 
multivariadas, verificadas e aceitas as premissas de normalidade, através do teste 
de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade dos dados, através do teste de Bartlett, 
seguido de análise de componentes principais (PCA) e agrupamento (Cluster). Os 
componentes principais PC1 e PC2 explicam 43,3% da variação total devido as 
variáveis comprimento e peso, e o restante da variação refere-se aos elementos 
químicos analisados. A exatidão do método foi avaliada utilizando material de 
referência certificado, verificou-se que a menor recuperação encontrada foi do 
elemento Zn com 52%. Os demais elementos identificados obtiveram recuperação 
média variável entre 59-140%. Os dados da avaliação de risco obtidos nesse estudo 
permitem concluir que o Zn foi o elemento que apresentou alto valor, porém este não 
esteve acima do limite máximo permitido. 
 
Palavras-chave: Metais Pesados; Prochilodus lineatus; Bacia Rio Vermelho. 



 
 

ABSTRACT 
 
 

Fish is a food of animal origin that contains all essential amino acids with high 
biological value and high digestibility (above 95%), depending on the species. 
However, the ictic community is constantly affected by sediment pollution in the 
aquatic environment due to the presence of trace elements in environmental waters. 
Biomagnification by plants and animals is the result of biological cycles that move 
metals and incorporate into food cycles. Therefore, the content of trace elements and 
rate of accumulation in muscle tissues of fish are applied to assess the response of 
organisms to water pollution. Among the analytical techniques commonly used, the 
total reflection x-ray fluorescence spectrometry (TXRF) has been applied to different 
types of environmental materials (soil, sediment, fish, among others) for analysis of 
trace elements due to sensitivity, speed and efficiency in obtaining reliable results. 
The estimated daily exposures in humans are then compared with the health criteria 
used by international bodies such as the United Nations Food and Agriculture 
Organization (FAO), the United States Environmental Protection Agency (EPA) and 
the Brazilian, such as the National Agency for Health Surveillance (ANVISA). The 
results were evaluated through multivariate statistics analysis, verified and accepted 
as normality premises, through the Shapiro-Wilk test, and the homogeneity of the 
data, through the Bartlett test, followed by the analysis of principal components 
(PCA) and clustering (Cluster). The main components PC1 and PC2 explain 43.3% 
of the total variation due to the variation in length and weight, and the rest of the 
variation refers to the chemical elements analyzed. The accuracy of the method was 
assessed using certified reference material, it was verified that the least recovery 
found was the element Zn with 52%. The other identified elements obtained an 
average recovery ranging between 59-140%. The risk assessment data obtained in 
this study can conclude that Zn was the element that showed high value, but it was 
not above the maximum allowed limit. 
 
Keywords: Heavy metals; Native Species; Rio Vermelho Basin. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A poluição industrial e a descarga de metais potencialmente tóxicos nos 

ecossistemas aquáticos (CARNEIRO et al., 2011) desloca poluentes inorgânicos e 

orgânicos, incluindo produtos químicos agrícolas, que representam alto risco para a 

saúde humana (OBREGÓN et al., 2014). Com os ciclos biológicos movendo metais, 

estes realizam a biomagnificação por plantas e animais resultando na incorporação 

em ciclos alimentares (KLAASSEN, 2012).  

As concentrações de substâncias tóxicas foram investigadas em estudos de 

BUSAROVA et al., (2017) através da detecção de Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Rb, Sr, As e 

Se em tecidos da truta Dolly Varden (Salvelinus malma), enquanto Hg, Cd e Pb não 

foram determinados em xenobióticos. ESPINOZA-QUIÑONES et al. (2011) também 

verificou maiores níveis de concentrações de Cr, Cu e Se em tecidos de peixe, 

considerados acima dos limites aceito pelas normas brasileiras. PLESSL et al. 

(2019) identificou o elemento Ag no tecido muscular das espécies Labeobarbus 

aeneus, Labeobarbus kimberleyensis e Labeo umbratus da Barragem de Vaal na 

África do Sul. TERRA et al. (2008) estudou as concentrações de quatro metais 

pesados (Cu, Cr, Zn e Pb) em dois tecidos (músculo e gônadas) de três espécies de 

peixes em diferentes níveis tróficos, e obteve com exceção do elemento Cr, a 

presença de maior concentração de metais em gônadas do que em músculos.  

A comunidade íctica é constantemente afetada pela poluição dos sedimentos 

no meio aquático (ESPINOZA-QUIÑONES et al., 2011) devido a presença de 

elementos traços em águas ambientais (WANG et al., 2016). Assim, a absorção de 

metais é dada através da ingestão de material particulado suspenso em água, 

ingestão de alimentos, troca iônica de metais dissolvidos através de membranas 

lipofílicas, brânquias e adsorção em superfícies de tecidos (CARNEIRO et al., 2011; 

LIMA et al., 2015). A FAO/GLOBEFISH (2018) aponta que a contaminação de 

peixes por metais pesados está relacionada à biologia de espécies específicas, as 

características ambientais, bem como a alimentação, habitats e tempo de vida de 

um indivíduo (BUSAROVA et al., 2017). 

Segundo o RIISPOA (Regulamento da Inspeção Industrial e Sanitária de 

Produtos de Origem Animal) entende-se por pescado: os peixes, crustáceos, 

moluscos, anfíbios, quelônios e mamíferos de água doce ou salgada, usados na 
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alimentação humana. Tendo a natureza do pescado como fresco, resfriado e 

congelado (BRASIL, 1952).  

O pescado é um alimento de origem animal que contém todos os aminoácidos 

essenciais com elevado valor biológico, digestibilidade alta, acima de 95% conforme 

a espécie, sendo maior que às carnes em geral e ao leite (FAO, 2009). Apesar de 

possuir elevada importância do ponto de vista nutricional, apresenta condições 

possíveis de deterioração, essencialmente por apresentar pH próximo à 

neutralidade, elevada atividade de água, alto teor de nutrientes e de ácidos graxos 

poli-insaturados, quando comparada à estrutura do músculo bovino apresenta 

estrutura muscular com menor barreira física de proteção (SOARES et al., 2014).  

A indestrutibilidade combinada com a bioacumulação destes elementos, 

contribui para aumentar a preocupação destes como agentes tóxicos (KLAASSEN, 

2012), por outro lado, os tecidos dos animais podem atuar como um indicador da 

poluição do meio ambiente (BORGESE et al., 2015).  

O conteúdo de elementos traços e a taxa de acumulação em tecidos de peixe 

são aplicadas em todo o mundo para avaliar a resposta dos organismos frente à 

poluição das águas. O Codex Alimentarius define um contaminante como, dada 

qualquer substância não adicionada intencionalmente a alimentos ou rações para 

animais produtores de alimentos, ou como resultado de contaminação ambiental 

(CODEX STAN 193-1995). Por isso, determinar e avaliar os níveis de elementos 

traços em peixes, é de suma importância dada a necessidade de satisfazer os 

padrões nutricionais e de segurança alimentar estipulados em normativas 

(BUSAROVA et al., 2017).  

O tecido muscular é a principal parte comestível do pescado e pode 

diretamente influenciar a saúde humana (ESPINOZA-QUIÑONES et al., 2010). A 

Food and Agriculture Organization (FAO) no decreto nº 66/2003 regulamenta as 

medidas de controle dos metais pesados, como mercúrio, chumbo e cádmio na 

pesca e produtos da aquicultura (FAO, 2003). Por essa razão, o governo brasileiro 

estabeleceu limites através da Portaria nº 685, de 27 de agosto de 1998 da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) com níveis máximos de contaminantes 

químicos em alimentos. O nível máximo estabelecido para peixe e produtos de peixe 

em: 1,0 mg·kg-1 para arsênio e cádmio, 2,0 mg·kg-1 para chumbo, e em relação ao 

mercúrio estabelece 0,5 mg·kg-1 para peixes e produtos da pesca (exceto 

predadores) e 1,0 mg·kg-1 para peixes predadores. Elementos como cobre e 
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estanho não foram determinados valores máximos permitidos (ANVISA, 1965; 

ANVISA, 1998).  

Diante da quantidade de estudos internacionais e nacionais evidenciando a 

contaminação do pescado por elementos traços, torna-se importante identificar a 

ingestão diária humana destes elementos, visto que a escassez de dados científicos 

brasileiros nesta vertente aponta a necessidade de ampliação de estudos na área. 

Por isso, a determinação dos seus níveis deve ser adotada considerando-se a 

presença dessas substâncias nos alimentos, assim como as diferentes formas de 

contaminação dos mesmos (água, alimento, sedimentos) e as possíveis barreiras 

sanitárias que envolvem os processos de manipulação do alimento (MEDEIROS, 

2011; FILHO et al., 2013).  

Tendo indícios de que há riscos à saúde, e estes possam estar envolvidos 

com o consumo de alimentos contaminados, é fundamental a realização de uma 

avaliação de risco (CODEX STAN 193-1995). As exposições diárias estimadas em 

populações humanas, são então comparadas com os critérios baseados em saúde 

fornecidos por órgãos internacionais como a FAO, US EPA e o brasileiro, ANVISA. 

Em geral, a exposição é referida como a ingestão diária estimada (IDE ou teórica – 

IDT) com base em dois fatores: a ingestão diária do alimento contaminado (DI) e a 

concentração (MC) da substância presente no alimento (KLAASSEN, 2012). A 

avaliação de risco é dada por meio do quociente alvo de risco (THQ), onde é 

calculado com os fatores de (MC), (DI), frequência de exposição (EF), duração da 

exposição (ED), peso corporal médio (BW), período de exposição (AT) e dose oral 

de referência (RfD) (US EPA, 1989; US EPA, 2000; WANG et al, 2005). 

Os peixes possuem importância socioeconômica no Pantanal, pois são 

explorados pela pesca, exercida em três modalidades: (1) pesca de subsistência, (2) 

pesca amadora ou esportiva e (3) pesca profissional ou comercial (BRASIL, 2006). A 

bacia do rio Vermelho (15º30’/17º15’ S e 53º45’/55º00’ W), localizada na região 

sudeste do Estado de Mato Grosso, ocupa uma área de cerca de 150.802 ha 

(SOUZA & OLIVEIRA, 2014). e abriga diversas espécies de peixes nativos que 

possuem valor agregado na região e no estado de Mato Grosso (FILHO et al, 2016). 

 O curimbatá, nome científico Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), 

conhecido também por curimba, grumatã ou papa-terra, é uma espécie migratória e 

presente nas bacias formadas pelos rios Paraná e Paraguai. O curimbatá é um peixe 
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iliófago e possui contato com sedimentos e xenobióticos na água, mostrando-se 

sensível às variações da qualidade da água (MAZON & FERNANDES, 1999).  

Estudos de SOUZA & SIQUEIRA (2016); SOUZA & OLIVEIRA (2014) e 

SOUZA (2015) sobre a Bacia do Alto Rio Paraguai que se denomina bacia do rio 

Vermelho/São Lourenço e os cursos d’água, tributários dos rios formadores do 

Pantanal tem norteado pesquisas nos riscos possíveis de contaminação de 

elementos traços na Bacia. A utilização de métodos adequados de detecção, 

especialmente para o diagnóstico da qualidade do pescado o monitoramento 

rotineiro dos elementos traços em água pode gerar novas recomendações à região 

mato-grossense (WANG, L.L. et al., 2016).  

São variadas as técnicas usadas para detecção de elementos traços na água, 

tais como espectrometria de emissão atômica por plasma acoplado indutivamente 

(ICP-AES), espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS), 

espectrometria de absorção atômica (AAS) e fluorescência de raios X (XRF) 

(MICHAELIS, 1986). Entre as alternativas utilizadas está a adoção de um método 

sensível, rápido e eficaz que pode obter resultados confiáveis como, a 

espectrometria de fluorescência de raios-x por reflexão total (TXRF) (DE LA CALLE 

et al., 2013). 

A técnica de TXRF foi aplicada a diferentes tipos de amostras ambientais, tais 

como solo (TOWETT et al., 2013), sedimento (QUERALT et al., 1999), peixes 

(ESPINOZA-QUIÑONES et al., 2010), alimentos (BORGESE et al., 2015) e outros 

(ESPINOZA-QUIÑONES et al., 2018). O TXRF é uma modificação geométrica de 

XRF que obteve aprimoramento na sensibilidade da técnica. Os principais requisitos 

para análise em TXRF. O ângulo de incidência é menor do que o ângulo crítico para 

reflexão total de raios-X no material refletor (BORGESE et al., 2015). Além disso, 

tais métodos de pré-tratamento de amostra requerem técnicas especificas e são 

extremamente demorados (MATSUYAMA et al., 2017).  

Portanto, a análise de metais pesados é de suma importância para avaliar a 

qualidade do pescado e os possíveis riscos de seu consumo para a população de 

Rondonópolis, norteando novas pesquisas nesta área. Assim, o estudo visa 

identificar a extensão dos danos causados na Bacia do Rio Vermelho através da 

utilização da técnica TXRF para monitorar a bioacumulação de metais pesados no 

tecido muscular na espécie Curimbatá (Prochilodus lineatus) que apresenta valor 

comercial no município de Rondonópolis-MT. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

• Identificar a extensão dos danos causados na Bacia do Rio Vermelho através 

da utilização da técnica TXRF para monitorar a bioacumulação de metais 

pesados no tecido muscular na espécie Curimbatá (Prochilodus lineatus) na 

Bacia do Rio Vermelho, monitoramento da ictiofauna (a jusante e a montante) 

e poluição do corpo hídrico. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Monitorar a bioacumulação de metais pesados no tecido muscular da espécie 

Curimbatá (Prochilodus lineatus); 

• Avaliar e comparar os valores encontrados de elementos traços em tecido 

muscular, com os limites estabelecidos pela legislação nacional e 

internacional;  

• Avaliar o grau de risco à exposição, determinando a ingestão diária estimada 

(EDI) e o quociente alvo de risco (THQ). 

• Verificar a existência de correlações entre as concentrações dos elementos 

através da análise multivariada. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 CONTAMINAÇÃO DE METAIS NO MEIO AQUÁTICO 

 

O ciclo da água é um fenômeno que acontece de forma natural, onde esta é 

absorvida pelo solo, alimenta os rios que seguem com fluxo de montante para a 

jusante em direção ao mar. Entretanto, devido às atividades antrópicas poluentes 

como o chumbo (Pb), arsênio (As), mercúrio (Hg), cromo (Cr) especificamente cromo 

hexavalente, níquel (Ni), bário (Ba), cádmio (Cd), cobalto (Co), selênio (Se), vanádio 

(V), óleos e graxas, pesticidas, entre outros , são lançados em efluentes domésticos 

e industriais sem tratamento prévio, sendo prejudiciais à saúde humana em 

determinados níveis de toxicidade mesmo apresentando concentrações de ppb 

(partes por bilhão) (VERMA & DWIVEDI, 2013; IHEANACHO, JC & CF, 2017).  

 A incorporação destes metais nos humanos ocorre através de duas rotas: 

inalação e ingestão, sendo esta última a principal via de exposição a esses 

elementos na população humana (IHEANACHO, JC & CF, 2017). Entretanto, a 

maior preocupação se encontra em metais com capacidade bioacumulativa no 

organismo, tais como Pb, Cd, Ni, Hg, Al entre outros. O metabolismo dos peixes 

pode acumular grandes quantidades de metais através do consumo de água, 

comida e sedimentos, porém alguns estão em diferentes níveis na cadeia alimentar, 

com algumas espécies na parte superior e outras na parte inferior da cadeia (CRUZ 

et al, 2015).  

 A bioconcentração é o processo em que a água atravessa as brânquias do 

peixe, os compostos difundem de forma seletiva desde a água até a carne 

gordurosa, tornando-se concentrados (BAIRD, 2002). Como bioindicadores, os 

peixes auxiliam no diagnóstico da poluição de ambientes aquáticos, através de seus 

tecidos adiposos (gordura), área em que são realizadas as análises (CRUZ et al, 

2015).  

 Dessa forma, a contaminação de metais em peixes apresenta potencial risco 

à saúde do homem devido à capacidade de bioacumulação e bioconcentração. Em 

geral, as concentrações de metais pesados acima dos limites recomendados pelas 

agências reguladoras internacionais e brasileira, apontam riscos à saúde humana 

(PAVANELLO et al, 2017). 
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 A biomagnificação é o resultado de uma sequência de etapas de 

bioacumulação que ocorrem ao longo da cadeia. A concentração média de muitos 

produtos químicos aumenta também de forma significativa à medida em que se 

avança na cadeia alimentar, que consiste em uma sequência de espécies nas quais 

cada uma alimenta-se de uma espécie precedente na cadeia. Assim, a concentração 

de um elemento que aumenta ao longo da cadeia alimentar é biomagnificado 

(BAIRD, 2002). 

 Alguns estudos apresentaram elevadas concentrações de metais no fígado 

de peixes - órgão que atua como agente sequestrador de metais (WAGNER & 

BOMAN, 2003). Porém, os peixes por possuírem capacidade de concentrar metais 

pesados em seus músculos, fonte de proteína para a alimentação dos seres 

humanos, podem comprometer a saúde humana (ESPINOZA-QUIÑONES et al, 

2011). Por isso, estudos que visam a determinação dos níveis de elementos traços 

em peixes auxiliam no diagnóstico da qualidade do pescado a ser consumido 

(PAVANELLO et al, 2017) 

 As espécies nativas de água doce (Tabela 1) como o pintado 

(Pseudoplastystoma corruscans) tem importância comercial no Nordeste, Centro-

Oeste e Sudeste do Brasil. Enquanto a espécie Colossoma macropomum, 

conhecida como Tambaqui é mais cultivada nas regiões central-norte e oeste do 

país, por desempenhar um papel socioeconômico. Peixes como o dourado 

(Salminus maxillosus) são importantes nas regiões centro-oeste, sudeste e sul e 

assim como, o pacu (Piaractus mesopotamicus) importante no centro-oeste e 

sudeste (QUEIROZ et al., 2005). 

 

Tabela 1 - Nomes científicos e populares das espécies de peixes estudadas da Bacia do Rio 
Vermelho 

Nome científico Nome popular Hábitos alimentares Referências 

Psedoplatystoma corruscans Pintado  Carnívoro 
RIBEIRO, P. A. 
P. et. al (2012) 

Colossoma macropomum Tambaqui  Onívoro 
RIBEIRO, P. A. 
P. et. al (2012) 

Prochilodus lineatus Curimbatá Detritívoros SILVA (2006) 

Pimelodus maculatus  Mandi Onívoro SILVA (2015) 

  

Dentre as várias espécies de peixe de água doce, as espécies Curimbatá 

(Prochilodus lineatus), Pacu (Piaractus mesopotamicus) e Mandi (Pimelodus 
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maculatus) destacam pela facilidade de captura e interesse comercial no estado de 

Mato Grosso. 

 

3.1.1 Curimbatá (Prochilodus Lineatus) 

 

As espécies da família Prochilodontidae (onde está incluído o gênero 

Prochilodus) apresentam características em comum, com um corpo de porte médio a 

grande, alimenta-se de detritos nos fundos lamacentos (iliofagia), baseiam-se na 

correnteza do ambiente natural fluvial (reofilia) e possuem a prática de migração 

durante o período da piracema (SILVA, 2006).  

No Brasil as espécies de Prochilodus são conhecidas pelos variados nomes 

populares, dentre eles: curimbatá, curimba, curimatã, curimatã-pioa, curimatã-pacu, 

papa-terra e corimbatá (SILVA, 2006), além de ser encontrado em bacias formadas 

pelos rios Paraná e Paraguai. Atualmente essa espécie apresenta risco de 

diminuição da população principalmente devido à contaminação dos rios, de 

sobrepesca e à construção de usinas hidrelétricas (LOPERA-BARRERO et al, 2016). 

No período de reprodução, de novembro a janeiro, migra rumo às nascentes 

dos rios. Sendo originária da região sudeste, a curimbatá tem preferência por 

ambientes lóticos e de águas mais lentas, por apresentar maior quantidade de 

detritos. Entre as vantagens na piscicultura se estão a rusticidade e à elevada taxa 

de crescimento, onde o peixe quando bem alimentado pode pesar mais de um quilo 

em um ano (SILVA, 2007).  

 

Figura 1 – A espécie Curimbatá (Prochilodus lineatus) conhecida como curimba, curimatã, curimatã-
pioa, curimatã-pacu, papa-terra e corimbatá 
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3.2 ANÁLISE DE METAIS PESADOS 

 

A identificação de elementos traços no meio ambiente utiliza de técnicas para 

quantificar a biodisponibilidade de metais pesados, cuja as usais técnicas 

empregadas com este propósito são: espectroscopia de absorção atômica (AAS), 

espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), e 

espectrometria de emissão atômica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES), 

além de outras técnicas para análise química elementar como a espectrometria de 

fluorescência de raios-x por reflexão total (TXRF) (ESPINOZA-QUIÑONES et al., 

2010; BILO et al, 2013).  

Nesse sentido, as técnicas multielementares, baseadas na espectrometria 

atômica (por absorção, emissão e/ou fluorescência), tornam-se fundamentais na 

realização de medidas confiáveis, de maneira rápida e precisa. O ICP-MS oferece 

sensibilidade muito maior, alcançando até partes por trilhão (ppt), do que o ICP-OES 

que atinge a faixa de ppm para ppb e possui mais interferências espectrais. Ambos 

apresentam: exatidão, precisão e baixos limites de detecção, da ordem de 

nanogramas, porém a desvantagem é o alto custo operacional (BADOCCO et al., 

2015).  

Por isso, um novo equipamento conhecido como TXRF, apresentou um bom 

desempenho para a análise de elementos-traço com aplicação em variados campos 

ambientais (CATALDO, 2012; BUSAROVA et al, 2017; TOWETT, SHEPHERD & 

CADISCH, 2013). O instrumento apresenta um método viável e conveniente para a 

determinação das concentrações de elementos traços, pois opera com ou sem 

digestão preliminar da amostra (KLOCKENKÄMPER & BOHLEN, 2014). De La Calle 

et al. (2013) publicou uma revisão sobre aplicações biológicas e ambientais 

utilizando o TXRF. 

Em relação às técnicas AAS e ICP-OES, a vantagem do TXRF se encontra 

na realização de diversas análises simultâneas de vestígios elementares, menor 

quantidade de amostra, uso na faixa dos nanogramas ou microgramas, 

quantificação simples com padrão interno, compatível com vários tipos de amostras 

e aplicações e baixo custo operacional, sem necessidade de mídia, itens 

descartáveis ou manutenção periódica (BRUKER, 2018). 

A análise por espectrometria de fluorescência de raios-x por reflexão total 

(TXRF) vem obtendo aceitação em relação às demais técnicas de detecção, devido 
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às vantagens de análise simultânea, uso de microamostras (μL ou mg), baixo limite 

de detecção, facilidade de operação, ausência do consumo de gases ou água de 

resfriamento e tempo moderado de análise (100 – 1000s) (DE LA CALLE et al, 2013; 

KLOCKENKÄMPER & BOHLEN, 2015; BRUKER, 2011). 

 

3.3 TXRF 

 

O espectrômetro consiste em um tubo Mo de raios X, com um detector 

XFlash® de alta resolução resfriado por Peltier e desvio de silício (Figura 2), assim, 

um tubo de raios X refrigerado a ar gera um feixe de raios X, que é reduzido a uma 

faixa de energia estreita de multicamadas - para focalização de feixe – e por um 

monocromador.   

 

Figura 2 - S2 PICOFOX da fabricante Bruker Nano GmbH. 

 

 

Para a geração de raio X são necessárias tensões elevadas, caracterizando o 

funcionamento através de fótons que são emitidos quando os elétrons atingem um 

alvo de metal e interagem com os elétrons que se encontram nos orbitais atômicos 

do metal.  Nota-se que em tubos de raios X, os elétrons emitidos por um filamento 

superaquecido – cátodo, são acelerados até colidirem com a superfície do ânodo 

metálico. Em geral, o cátodo é constituído por um filamento de tungstênio e o ânodo 

por um metal (por exemplo, de Rh, Cr ou de Mo), que gera fótons de raios X de 

comprimentos de onda ‘curtos’. Os tubos de raios X normalmente possuem uma 

janela de berílio, na qual ocorre o escape de radiação para o exterior. Além de, 

serem parcialmente revestidos com um material pesado, como o chumbo, para 
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absorber a radiação emitida em direções indesejadas (BRUKER, 2011; BOHLEN, 

2009).  

A Figura 3 demonstra o princípio de funcionamento do TXRF, que ocorre com 

o uso da fluorescência de raios X quando há a reflexão total, fenômeno que ocorre 

geralmente em ângulos de incidência quase rasantes sobre um disco refletor, 

preferencialmente, constituído de quartzo (BOHLEN, 2009). 

 
Figura 3 - Princípio de funcionamento da espectrometria de fluorescência de raio-x por reflexão total 

(TXRF) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Adaptado de VON BOHLEN (2009) 

 

 A sensibilidade e acurácia da análise por TXRF é efetuada no feixe 

policromático, que reduzindo a uma gama estreita de energias por um 

monocromador multicamada, além de emergir raios X paralelos.  Ajustando o ângulo 

de incidência para menor que 0,1º, o feixe monocromático de raios X é totalmente 

refletido, irradiando por completo a fina camada de amostra depositada no suporte 

de quartzo. Um detector de estado sólido, com ângulo sólido amplo, posicionado na 

frente do suporte da amostra, capta quase toda a radiação fluorescente vinda da 

amostra, discriminando-a em energia e fornecendo a intensidade ou integração em 

cada linha espectral característica dos elementos químicos constituintes da amostra 

(BRUKER, 2011). A Tabela 2 apresenta alguns parâmetros técnicos do S2 

PICOFOX e suas funcionalidades durante a operação.  
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Tabela 2 - Parâmetros técnicos do S2 PICOFOX manual 

Parâmetros S2 PICOFOX 

Fabricante Bruker Nano GmbH 

Detector XFlash ® com sistema de refrigeração Peltier 

Voltagem 50 kV 

Max. Corrente  1000 μA 

Max. Power 50 W 

Energia 20 KeV 

Alvo Mo, W, Ag 

Discos Quartzo 

Fonte: Bruker (2011) 

  

A quantificação é realizada com adição de padrões às amostras, assim 

podem ser medidas as quantidades de efeitos de matriz presentes em cada amostra 

individualmente. O porta amostras em geral de quartzo, deve ser limpo após cada 

medição conforme o protocolo de limpeza, utilizando de reagentes ultrapuros como 

detergente RBS 25%, HNO3 ou água ultrapura (WELLENREUTHER et al., 2008). A 

desvantagem do TXRF se encontra durante a precisão e a reprodutibilidade, pois 

são limitadas pela quantidade muito pequena de amostra analisada e pela 

homogeneidade (STOSNACH, 2016). 

A identificação de elementos químicos requer verificações e correções do 

status operacional do equipamento, tais como: a correção do ganho de amplificação 

(ou Gain correction) do sinal do detector processado, a largura da metade da altura 

da linha espectral (ou Full Width at Half Maximum – FWHM < 150 eV) utilizada no 

ajuste de picos gaussianos das linhas espectrais, e na sensibilidade elementar que 

permite correlacionar a intensidade do pico gaussiano da linha espectral principal 

com a concentração do analito presente na amostra.  

Sua faixa de aplicação abrange amostras inorgânicas e orgânicas, incluindo 

água, solo, sedimentos e ar, bem como amostras de sangue humano, tecidos 

animais e vegetais (WAGNER & BOMAN, 2003). 

 

3.3.1 Limite de detecção 

 

Entre os critérios de maior importância no desempenho do instrumento 

analítico na análise de elementos traços se encontra a concentração mínima 
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detectável de um elemento dentro da amostra, respectivamente esta concentração, 

que permite a decisão sobre a presença ou ausência de um elemento dentro da 

amostra com segurança estatística (BRUKER, 2011). 

O limite de detecção (LLD) do equipamente depende diretamente do 

Background ou “área de fundo” realizado pelo espectro baseado na radiação. 

Portanto, pode-se afirmar que o limite de detecção é uma inspeção estatística da 

área do pico e do espectro de fundo gerado (BRUKER, 2011). O cálculo do LLD é 

dado conforme a Equação 1 a seguir: 

Equação 1 

  

 

LLDi: Limite de detecção do elemento i (mg/kg);  

C1: Concentração do elemento i (mg/kg);  

Ni: Área do pico de fluorescência em contagem;  

NBG: Área do fundo subjacente ao pico de fluorescência 

 

3.3.2 Limite de quantificação 

 

A quantificação ou concentração de elementos por TXRF baseia-se na 

sensibilidade relativa dos elementos submetidos à irradiação, do espectrômetro e do 

padrão interno adicionado. Resaltando que este padrão interno não esteja presente 

na amostra original. Assim, este tipo de quantificação pode ser aplicado a amostras 

líquidas, amostras digeridas e suspensões (BRUKER, 2011). A concentração dos 

respectivos elementos resulta da seguinte Equação 2:  

 

Equação 2 

 

 

Ci: Concentração do elemento a ser analisado (mg/kg);  

CIS: Concentração do padrão interno (mg/kg);  

Ni: Número de pulsos no espectro de medição do elemento analisado;  

NIS: Número de pulsos dentro do espectro de medição do padrão interno;  
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Si: Sensibilidade relativa do elemento i;  

SIS: Sensibilidade relativa do padrão interno.  

 

 A sensibilidade indica a intensidade dos picos dos respectivos elementos em 

relação à quantidade de amostra, conforme descrito na literatura (BRUKER, 2011). 

A sensibilidade aos elementos, e com eles os limites de detecção, variam numa 

ampla faixa de valores. Existem diversas razões para isso, dentre as quais se 

destacam os efeitos quânticos oriundos dos átomos presentes na amostra, os 

rendimentos de fluorescência, bem como aquelas relacionadas com o instrumento, 

como a eficiência quântica que depende da energia do detector.   

 A Figura 4 ilustra os elementos capazes de serem mensurados por TXRF. 

Constata-se uma ampla faixa de elementos químicos quantificáveis, justificando o 

elevado número de aplicações possíveis do equipamento. 

 

Figura 4 – Elementos quantificáveis por TXRF com tubo de Mo 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fonte: 

Adaptado de ROSCOE & BEAUCHAINE (2013) 

 

3.3.3 Recuperação 

 

Na garantia da confiabilidade das medidas de concentração dos elementos 

traços pelo TXRF, a avaliação e a recuperação de dados certificados são etapas 
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essenciais recomendadas para a validação e garantia de qualidade da análise, ou 

seja, a realização de análises em amostras desconhecidas requer uma avaliação 

precisa do método de medição aplicando o mesmo procedimento a materiais 

conhecidos que contém concentrações elementares certificadas em matrizes 

similares (ESPINOZA-QUIÑONES et al., 2018).  

Todavia, um material de referência certificado tem uma composição elementar 

específica conhecida para ser recuperada, no entanto, a concentração elementar 

pode ser alterada aleatoriamente em torno de seu valor real em função das 

condições experimentais e instrumentais dificilmente reproduzíveis (ESPINOZA-

QUIÑONES et al., 2018). A tendência/recuperação ao ser aplicada a uma série de 

resultados do ensaio, implica numa combinação de componentes de erros aleatórios 

e sistemáticos (DOQ, 2011). 

A recuperação, dos valores em relação ao especificado pelo certificado oficial 

do MRC, objetivo principal dos ensaios realizados, é dada de modo simplificado pela 

Equação 3 (DOQ, 2011; FLOOR et al., 2015):  

Equação 3 

 

Em que:  

R (%) = Recuperação no valor esperado em relação ao prescrito pelo MRC;  

M = Média aritmética dos valores medidos (kg);  

MRC = Valor de referência contido no certificado do material analisado (kg).  

ΔM = Desvio-padrão referente à média aritmética de valores medidos (kg);  

ΔMRC = Desvio-padrão referente ao valor de referência contido no certificado do 

material analisado (kg); 

 

3.4 ESTIMATIVA DIÁRIA DE INGESTÃO (EDI) 

 

As avaliações da ingestão diária fornecem descrições da exposição geral, 

específica do local de um indivíduo (GBOGBO et al., 2018). As estimativas de 

indivíduos que são altamente expostos são baseadas em medições de dados reais 

ou normativas. Conforme o documento de Avaliação de Risco e Limites de Consumo 
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de Peixe - Terceira Edição da US EPA (2000) o cálculo para estimativa diária de 

ingestão de contaminantes em peixes segue conforme a Equação 4: 

 

Equação 4 

 

 

Onde: 

EDI = Estimativa da quantidade de ingestão diária do contaminante (mg/kg-d) 

MC = Concentração do elemento na porção comestível de peixe (mg/kg) 

DI = Taxa de ingestão de peixe (kg/refeição) 

BW = Peso corporal médio (kg)  

 

 Onde MC equivale ao dado revelado no estudo como a concentração de 

metais pesados em peixes (mg/kg-1), DI corresponde a taxa média diária brasileira 

de consumo per capita de pescado que é de 9 kg por habitante ao ano (SIDONIO et 

al., 2011), e o peso corporal médio do indivíduo será considerado 70 kg por adulto 

(FAO, 1989). 

 

3.5 QUOCIENTE ALVO DE RISCO (THQ) 

 

A metodologia para a estimativa do quociente de risco (Target Hazard 

Quotient - THQ) foi desenvolvida pela US Environmental Protection Agency (US 

EPA, 1989; 1996), sendo visto em vários estudos de BEHEARY & EL-MATARY 

(2018). Sendo a THQ uma razão entre o nível de exposição de um único metal 

durante um determinando período dado a uma dose de referência (RfD) do mesmo 

metal e o mesmo período de exposição. A Equação 5 apresenta como é calculado o 

THQ: 

 

Equação 5 

 

 

THQ = Quociente alvo de perigo (mg/kg-dia) 
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MC = Concentração do elemento na porção comestível de peixe (mg/kg) 

DI = Taxa de ingestão de peixe (kg/d)  

EF = Freqüência de exposição (dias/ano)  

ED = Duração da exposição (anos) 

BW = Peso corporal médio (kg)  

AT = Período de exposição (dias/ano) 

RfD = Dose oral de referência (mg/kg) 

 

Para análise de risco da ingestão foram utilizados parâmetros, que se 

encontram na Tabela 3, em que MC referente a concentração química do elemento 

na matriz do estudo, neste caso peixe (mg/kg); DI, a taxa de ingestão do alimento (9 

kg por habitante ao ano) e peso corporal médio (kg) pela sigla BW, será estimada 

conforme os dados da FAO (2005), considerando o peso adulto de 70 Kg. Enquanto 

frequência de exposição (EF) pelos dados de US EPA (1989; 2000) dada por dias ao 

ano, a duração de exposição (ED) equivale a expectativa de vida da população 

brasileira é de 76,0 anos (IBGE, 2018) e o período de exposição (AT) é o valor de 

exposição não carcinogênico cujo o fator é resultante de ED x 365 dias, ou seja (70 

anos x 365) dias. 

A dose de referência (RfD) é uma estimativa da ingestão diária de 

contaminantes ao longo de toda a vida, que não causaria danos à saúde e efeitos ao 

humano. Conforme estabelecido pela US EPA (2005) para elementos traços como:  

As = 3 x 10−4 mg/kg dia, Hg = 3 x 10−4 mg/kg dia, Cu = 4.0 x 10−2 mg/kg dia, USZn = 

3.0 x 10−1 mg/kg dia, Se = 5.0 x 10−3 mg/kg dia e Pb = não possui valor estabelecido.  

 

Tabela 3 - Parâmetros utilizados para o cálculo de Quociente de Perigo Alvo (THQs) 

Abreviatura Descrição Valor Referência 

DI Taxa de ingestão de peixe (kg/ano) 9 SIDONIO et al. (2011) 

EF 
Frequência de exposição 

(refeições/ano) 
365 US EPA (1989) 

ED Duração de exposição (anos) 70 US EPA (1989) 

MC Concentração de metal em peixes 
Determinado pelo 

estudo 
- 

BW Peso corporal médio (kg) 70 US EPA (1989) 

AT Período de exposição (dias) 365 dias/ano X ED US EPA (1989) 
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 Se o nível de exposição (EF) excede este limite, é um risco para a saúde 

humana associado ao consumo do produto aquático (neste caso L. ramada). Se a 

THQ for> 1, existe um risco para a saúde da população exposta de consumir o 

produto; se o valor de THQ for <1, não há risco eminente ao consumo do pescado. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 ESTUDO DA ÁREA 

 

A bacia hidrográfica do Rio Vermelho passa por atividades antropogênicas 

devido ao rápido crescimento da população, das áreas ocupadas e cultivadas e sem 

um manejo adequado do solo (SOUZA, 2015). O estudo foi executado na bacia do 

Rio Vermelho (15º30’/17º15’ S e 53º45’/55º00’ W), área de cerca de 150.802 ha, 

localizada na região sudeste do Estado de Mato Grosso como rio de quinta ordem 

com extensão de 122,5 km (SOUZA & OLIVEIRA, 2014). A bacia possui pela 

margem direita afluente de águas as sub-bacias do Paraíso, Tombador, Areia, 

Tadarimana, Jurigue, Ponte de Pedra, e pela margem à esquerda, as sub-bacias do 

Poxóreu, Grande, Bagaréu, Arareau, Míau e São Lourenço todas contribuintes do 

Pantanal Matogrossense (Figura 5) (SOUZA & SIQUEIRA, 2016).  

 

Figura 5 - Mapa de localização do estudo na Bacia do Rio Vermelho 

 

 

A amostragem realizou-se no trecho urbano do município de Rondonópolis, 

com o início na Estação de Tratamento de Efluentes (ETE) e término nas 

proximidades do Córrego Arareau. 
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4.2 COLETA DAS AMOSTRAS 

 

Conforme a Instrução Normativa nº 20, de 26 de julho de 2018 que apresenta 

o plano de amostragem e limites de referência para o Plano Nacional de Controle de 

Resíduos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC), para as 

variadas cadeias produtivas, dentre elas, o pescado, recomenda-se o mínimo de 60 

peixes de captura para análises dos teores de contaminantes inorgânicos (mercúrio, 

selênio, cádmio e chumbo) (BRASIL, 2018).  

No dia 14 de junho de 2019, no período noturno e de seca realizou-se a 

coleta de 66 peixes da espécie Curimbatá (Prochilodus lineatus) por pescadores 

pertencentes a colônia de pescadores (Z3) do município de Rondonópolis-MT, 

através da técnica de redes de arrasto. Os peixes capturados foram acondicionados 

em caixas de isopor com gelo e encaminhadas para análises em laboratório (UIEDA 

& CASTRO, 1999; ESPINOZA-QUIÑONES et al., 2010; ESPINOZA-QUIÑONES et 

al., 2011). 

 

4.3 PROCEDIMENTOS DE LIMPEZA DE VIDRARIAS 

 

Toda a vidraria utilizada foi descontaminada conforme o método de limpeza 

para análise de metais pesados (APHA, 2012). Os materiais utilizados neste estudo 

foram inicialmente lavados com a solução 2% do detergente Triton X-100 (SIGMA 

ALDRICH) e removido completamente por água corrente. 

Posteriormente, as vidrarias foram imersas três vezes na solução de ácido 

clorídrico a 10% (HNO3), de forma que as paredes internas estivessem em contato 

com a solução. Após concluído a etapa anterior, seguiu-se de três enxágues com 

água ultrapura, para remoção dos resíduos das soluções, e secagem a 75ºC por 

cerca de 4 horas ou o tempo necessário para que a vidraria estivesse seca. 

 

4.4 PREPARAÇÃO DOS DISCOS DE QUARTZO 

 

A leitura das amostras no TXRF é realizada através de discos de quartzo (30 

mm de diâmetro e 3 mm de espessura) e para evitar contaminação durante a 
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execução da análise, realiza-se procedimentos de limpeza fornecido por MasCom 

Technologies GmbH de Bremen, Alemanha.  

Inicialmente, os resíduos na superfície dos discos de quartzo são removidos 

por meio de limpeza manual com lenço de papel (Kim-Wipes) embebido em acetona. 

Posteriormente, posicionou-se os discos de quartzo de forma circular em um cassete 

de limpeza PFT e adicionou-se em bequer de vidro (1L) a solução de RBS a 50% 

até cobrir o cassete de limpeza e aqueceu-se a solução por 15 minutos a 80º C em 

chapa aquecimento. Um passo de três enxagues com água ultrapura foi incluído 

após cada mudança de reagente no processo de limpeza. 

Após os enxagues, em outro bequer imergiu-se na solução HNO3 a 10% por 2 

horas sem aquecimento e depois em água ultrapura por 15 minutos a temperatura 

de 80º C em chapa de aquecimento.  

Concluído o enxágue, o cassete de limpeza foi seco em estufa de secagem a 

80 °C durante 30 minutos. 

 

4.5 PREPARO DE AMOSTRAS 

 

Para garantir a qualidade das análises, foram adotadas medidas preventivas 

à contaminação, entre elas a limpeza dos materiais utilizados.  

Os peixes foram sacrificados por hipotermia e em seguida de forma aleatória 

foram pesados em balança eletrônica digital, medidos (Figura 6), descamados e 

identificados por código (local, espécie, data e número da amostra).  

Imediatamente, utilizando de bisturi nº4 e de lâminas inoxidável foram 

eviscerados para separação dos órgãos: rim, fígado, brânquias, além de tecido 

muscular e estômago conforme as metodologias de Espinoza-Quinõnes et al. 

(2010). Após a retirada dos órgãos e demais partes do pescado, estes foram 

acondicionados individualmente em recipientes de polietileno, identificados e 

congelados. Para o estudo, foi escolhido o tecido muscular da espécie curimbatá 

(Prochilodus lineatus). 
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Figura 6 – Medição do peixe curimbatá (Prochilodus lineatus).  

 

 

4.6 MÉTODO DE DIGESTÃO PARA ANÁLISE DE METAIS 

 

Antes da realização da digestão ácida, secou-se todas as amostras 

congeladas em estufa com circulação e renovação de ar a 80º C e posteriormente 

foram maceradas com almofariz (gral) de ágata com pistilo e acondicionadas e 

identificadas em eppendorf de 2 mL, para serem mantidas sob refrigeração.  

Conforme o esquema da Figura 7 pesou-se uma alíquota de 160 mg da 

amostra de tecido muscular e adicionou-se 1 mL de ácido nítrico (HNO3) 

concentrado e 150 uL de peróxido de hidrogênio (H2O2), em seguida os frascos 

foram fechados e mantidos em banho ultrassônico por 30 minutos. Para finalizar a 

digestão as amostras foram colocadas em estufa de secagem por uma hora a uma 

temperatura de 60ºC. Após o resfriamento adicionou-se 1 mL de água ultrapura. Os 

frascos foram homogeneizados por agitação.  
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Figura 7 – Fluxograma da digestão do tecido muscular da espécie Curimbatá 

 

 

 

4.7 VALIDAÇÃO DA TÉCNICA ANALÍTICA 

 

Para validação das análises no TXRF conforme PLESS et al (2019), 

ESPINOZA-QUIÑONES et al. (2011) e BORGESE et al. (2018) foram utilizados 

materiais de referência nas amostras de músculo de peixe (ERM®-BB422) para 

elementos Mn, Fe, Cu, Zn, As, Se, Cd, I e Hg.  

Entretanto, os elementos a serem analisados não serão vistos de maneira 

particionada neste estudo, sendo interessante uma análise de todos componentes. 

 

4.8 ANÁLISE ELEMENTAR POR TXRF 

 

As análises de amostras do pescado foram realizadas no equipamento de 

bancada Total Reflection X-ray Fluorescence Spectrometry (TXRF), modelo S2 

PICOFOX manual, Bruker Nano GmbH, Berlim, Alemanha (BRUKER, 2011). 

A qualidade do espectro e com ele a dos resultados analíticos está 

diretamente relacionada à intensidade de fluorescência e do tempo de medição, por 

isso tempos de medição entre 30 e 3600s são comuns. A condição de excitação 

consistirá de 50 kV e de 700 μA, análise dos dados será mediante a deconvolução 

do espectro e a quantificação utilizando o software Spectra do fabricante, versão 7.0 

(BRUKER, 2011; BRUKER, 2018). 



39 

 

 

 

4.9 AVALIAÇÃO DO RISCO PROVENIENTE DA INGESTÃO DE 

ELEMENTOS INORGÂNICOS 

 

A análise de risco em alimentos contribui para estratégias na redução da 

ocorrência das doenças transmitidas por alimentos (DTAs) e água (FAO & WHO, 

2005). Por isso avaliar elementos traços em alimentos, tais como o pescado aponta 

os possíveis riscos à população humana devido à contaminação ambiental 

(NIENCHESKI et al., 2001). 

A concentração de metais nos alimentos, o consumo diário de pescado e o 

peso corporal do humano podem influenciar a tolerância dos contaminantes em 

organismos, estimando através de cálculos como EDI e I que utilizam desses fatores 

(US EPA, 1989).  

O quociente alvo de risco (THQ) é expresso pela razão entre (1) o nível de 

exposição do metal durante um determinando período de vida, (2) a dose de 

referência (RfD) do mesmo metal e o (3) período de exposição, compondo os fatores 

importantes a serem determinados (US EPA, 1989). 

 

4.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

O ponto principal de uma análise multivariada é considerar diversas variáveis 

relacionadas simultaneamente, mesmo consideradas igualmente importantes de 

modo inicial (MANLY, 2008).   

Antes do início do tratamento estatístico multivariado, é de suma importância 

a realização de um teste para verificação da normalidade dos dados, como 

Kolmogorov-Smirnov ou Shapiro-Wilk. Se estes seguirem uma distribuição normal, 

utiliza-se o teste de Pearson no tratamento dos dados, caso não, utiliza-se o método 

de Spearman. 

Existem variáveis de interesse que são dependentes, possibilitando utilizar de 

outros métodos como: Análise de Componentes Principais (Principal Component 

Analysis ou PCA) onde dentre as n variáveis existentes em um determinado 

conjunto de dados geram-se, através de suas combinações lineares, n-componentes 

principais (PCs), tendo como principal característica, além da ortogonalidade, a 

ordem decrescente de máxima variância; ou seja, a componente principal 1 (PC1) 
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detém mais informações que componente principal 2 (PC2), que por sua vez tem 

mais informação estatística que a componente principal 3 (PC3) e assim por diante. 

Normalmente, valores de autovalores > 1 são considerados de interesse para a 

interpretação dos dados estatísticos (Danielsson et al., 1999; Yüdel & Demir, 2004). 

Análise de Cluster (Cluster Analysis ou CA), que constitui-se um método de 

análise de agrupamentos, ou seja, relacionar grupos de dados em subgrupos 

específicos segundo a similaridade dos indivíduos ou objetos avaliados (MANLY, 

2008).  

Os testes para análises estatísticas multivariadas foram realizados utilizando-

se do software estatístico R. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

5.1 AVALIAÇÃO DA EXPOSIÇÃO 

 

Os elementos Mn, Fe, Zn, Se, Cu, Br, Cr e Rb são apresentados na Tabela 4 

com valores de média e desvio padrão. A variedade na dieta e diferentes habitats 

alimentares das espécies de peixes influenciam nos níveis de concentração de 

elementos traços (PLESS et al., 2019; SAMPAIO et al, 2013).  

O Fe e o Zn foram os elementos que apresentaram maiores concentrações no 

tecido muscular, 3,23 e 1,95, respectivamente. Embora o Zn seja um elemento 

essencial para a fisiologia dos organismos, elevadas concentrações no corpo 

humano podem resultar em doenças pulmonares, gastrointestinais, febre, vômito, 

dentre outros. No pescado promove o atraso na maturação e crescimento (FILHO et 

al., 2013).  

O Mn não apresentou níveis elevados comparados aos demais elementos 

identificados neste estudo. Pless et al. (2019) estudando as espécies Labeobarbus 

aeneus, Labeobarbus kimberleyensis e Labeo umbratus verificou níveis superiores 

aos permitidos por lei para este elemento.  

Em relação ao Cr a legislação brasileira permite concentrações de 0,1 mg/kg 

em tecido muscular acima considera-se prejudicial (FILHO et al., 2013). O fato do 

estudo não apresentar níveis acima aponta que o ambiente não está sendo 

fortemente impactado por esse metal e que apresenta grande potencial de 

bioacumulação quando disponível.  

 

Tabela 4 – Valores de média (mg/kg) e desvio padrão dos elementos químicos na espécie Curimbatá 

Curimbatá 

Mn Fe Zn Se 

Md ± DP Md ± DP Md ± DP Md ± DP 

0,08 ± 0,200 3,23 ± 3,22 1,95 ± 1,54 0,02 ± 0,09 

    

Cu Br Cr Rb 

Md ± DP Md ± DP Md ± DP Md ± DP 

0,17 ± 0,18 0,14 ± 0,09 0,09 ± 0,16 1,12 ± 0,46 

 

Como tecido muscular constitui o mais significativo componente da carne de 

peixe, as avaliações de risco à saúde neste estudo foram baseadas apenas no 

conteúdo elementos traços. 
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A estimava da ingestão de metais, considerando o consumo per capita de 

pescado de 9 kg por habitante ao ano para população geral estão apresentadas na 

Tabela 5. Os valores foram estabelecidos em mg/kg por refeição. O peso corpóreo 

considerado foi de 70 kg. 

 

Tabela 5 – Valores em mg/kg de mínimo e máximo da estimativa diária de ingestão (EDI) por 
elemento químico  

 
 Metais 

 Mn Fe Zn Se Cu Br Cr Rb 

EDI 
Mín. 0,033 0,845 0,553 0,008 0,033 0,024 0,040 0,300 

Máx. 1,350 19,708 8,919 0,706 1,044 0,456 0,644 1,844 

 

As amostras analisadas da espécie Curimbatá não apresentaram teores dos 

contaminantes acima do permitido pela legislação brasileira.  

Conforme a Tabela 6, os valores de THQ dos elementos Mn, Fe, Zn, Se, Cu e 

Cr analisados não estão acima do limite permitido conforme estabelecido pela US 

EPA (2005) para elementos traços. O risco eminente para a saúde humana é dado 

através do valor de TQH > 1, desta forma se THQ < 1, não apresenta risco de 

consumo de pescado.   

 

Tabela 6 – Elementos químicos e valores mínimo e máximos calculados de THQ em mg/kg. 

 
 Metais 

 Mn Fe Zn Se Cu Cr 

THQ 
Mín. 0,001 0,001 0,002 0,002 0,001 0,005 

Máx. 0,010 0,028 0,681 0,141 0,014 0,214 

 

Em estudos sequentes torna-se evidente a análise de águas e sedimentos pela 

técnica TXRF na Bacia do Rio Vermelho, que indicariam se estes meios excedem os 

limites permitidos em legislação. 

 

5.2 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Os dados de peso e comprimento dos 62 exemplares da espécie Curimbatá, 

por meio de um teste de normalidade, teste de Shapiro-Wilk apresentou normalidade 

à variável comprimento em relação à variável peso. Assim, a Tabela 7 apresenta os 

valores de mínimo, máximo, 1ª quartil, média, mediana e 3ª quartil encontrados nas 

variáveis peso e comprimento.      
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Tabela 7 - Estatística descritiva das variáveis peso e comprimento da espécie Curimbatá  

 Mínimo 1º Quartil Mediana Média 3º Quartil Máximo 

Peso (Kg) 0,3740 0,5230 0,6155 0,6449 0,7430 1,0180 

Comprimento 
(cm) 

30,00 32,83 34,70 35,16 37,27 42,40 

 

As variáveis apresentaram forte correlação conforme o teste de Pearson 

encontrando 0,9449, valor este próximo de 1, ou seja, indicando uma relação linear 

(Figura 8).  

  

 

 

Figura 8 – Representação gráfica da relação peso e comprimento da espécie Curimbatá 

 
Fonte: Autor 

 

A exploração inicial dos dados pode ser vista através do gráfico boxplot, 

sendo um dos recursos usados para sintetizar visualmente os dados amostrais, e 

exibir os valores de tendência central (mediana), dispersão (quartis, limites e valores 

extremos) e verificação da distribuição (simetria) entre as hastes. No Figura 9 e 10, 

verifica-se a ausência de outliers, visto que podem influenciar a análise de dados.   
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Figura 9 – Representação gráfica da relação comprimento da espécie Curimbatá 

 

Fonte: Autor 

 

Figura 10 – Representação gráfica da relação peso da espécie Curimbatá 

 

Fonte: Autor 

 

5.3 ANÁLISE MULTIVARIADA  

 

Para a realização das análises multivariadas foram verificadas e aceitas as 

premissas de normalidade através do teste de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade dos 

dados através do teste de Bartlett, para assim seguir análise de componentes 

principais (PCA). 

A PCA é considerada fator importante para interpretação dos dados 

estatísticos por meio dos autovalores > 1, ou seja, o resultado do PCA é 

caracterizado por uma média do autovalor de 1,000. Assim, é possível uma 
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interpretação dos dados de PCA na Figura 11 considerando o PC1, PC2, PC3 e 

PC4, com variância de 28,6%, 14,7%, 12,8% e 8,2% respectivamente. Os 

componentes principais PC1 e PC2 explicam 43,3% da variação total devido as 

variáveis comprimento e peso, e o restante da variação refere-se aos elementos 

químicos analisados.   

 

Figura 11 – Componentes principais  

 

 

A matriz de correlações na Tabela 8 e Tabela 9 apresentou diferentes níveis 

existentes entre os elementos químicos encontrados no tecido muscular da espécie 

Curimbatá, estabelecendo correlações muito fortes, fortes, moderadas, fracas, muito 

fracas e nulas. A partir das matrizes foi possível determinar as correlações mais 

expressivas do estudo. 

Pode-se verificar que os elementos Cromo e Cobre são correlacionados 

positivamente entre si (0,61), o que significa que amostras com alta concentração de 

Cromo, tendem a apresentar também alta concentração de Cobre.  

Uma possível explicação para a elevada concentração de cobre na estação 

seca em Prochilodus lineatus está relacionada ao nível da água. A vazão está 

diretamente associada as inundações, uma vez que após o aumento das chuvas, o 

nível do rio por meio do escoamento superficial, ocorrerá os picos de vazão na bacia 
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(TRASSI, 2015).  Assim, em períodos de seca o rio tem vazão menor e com isso 

possivelmente ocorre um acúmulo maior de elementos-traço. 

 

Tabela 8 – Matriz de correlações das variáveis de medidas e elementos químicos. 

 Peso Comp. Br Ca Cl Cr Cu Fe 

Peso  1,00        

Comp.  0,95 1,00       

Br 0,17 0,17 1,00      

Ca -0,09 -0,12 0,08 1,00     

Cl 0,14 0,14 0,77 0,05 1,00    

Cr 0,40 0,39 0,41 -0,14 0,48 1,00   

Cu 0,27 0,30 0,27 0,22 0,39 0,61 1,00  

Fe 0,07 0,09 0,30 0,20 0,18 0,28 0,56 1,00 

 

Demais elementos como Cobre e Ferro, Bromo e Cloro são correlacionados 

positivamente entre si em 0,56 e 0,77, respectivamente. Entretanto, pode-se 

observar que os elementos Selênio, Manganês e Cálcio apresentam correlações 

negativas com os demais, principalmente com Zinco, Silício e Cromo, 

respectivamente (Tabela 7 e 8). 

 

Tabela 9 – Matriz de correlação das variáveis de medidas e elementos químicos 

 Mn P Rb S Se Si Zn 

Mn 1,00       

P 0,07 1,00      

Rb 0,04 0,83 1,00     

S 0,12 0,90 0,90 1,00    

Se 0,13 0,26 0,28 0,32 1,00   

Si -0,10 0,42 0,27 0,35 0,02 1,00  

Zn 0,35 0,00 0,09 0,10 -0,03 0,07 1,00 

 

Fatores ambientais, como pH da água, influenciam na forma química do 

cobre, alterando sua toxicidade, biodisponibilidade e efeito no organismo. Entretanto, 

os efeitos do pH na toxicidade do cobre é de maior importância em águas moles e 

de baixa alcalinidade (SAMPAIO et al, 2013). 

A análise de cluster, técnica estatística multivariada, possibilita a identificação 

de grupos com características homogêneas, ou seja, elementos dentro de um 

mesmo cluster que sejam muito parecidos e elementos em diferentes clusters que 

sejam distintos entre si. A análise hierárquica de agrupamentos é um dos algoritmos 

mais utilizados, que resulta em agrupamentos nos quais variáveis ou indivíduos são 
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adicionados em sequência, considerando a hierarquia do agrupamento (AHMED et 

al., 2019).    

Na busca por um número ótimo para a quantidade de clusters, foram 

aplicados os métodos estatísticos Elbow method, Gap statistic e Silhouette method o 

que apontou a escolha de 2 clusters (Figura 12). O primeiro critério foi através da 

escolha dos pontos de máxima curvatura (WANG et al., 2009) da largura média da 

silhueta para facilitar a análise das amostras.  

 

 

Figura 12 – Número ideal de cluster através do Silhouette method 

 

 

Na análise estatística algumas amostras se apresentaram inicialmente fora de 

clusters, porém, após a execução, após a execução do número ótimo de clusters, 

estas foram posteriormente agrupadas a um. Os resultados dos agrupamentos por 

nível de similaridade podem ser visualizados na Figura 13.  

Para a análise detalhada da similaridade das variáveis analisou-se 

individualmente cada cluster, elaborando grupos de concentrações altas e baixas 

dos elementos químicos Mn, Fe, Zn, Se, Cu, Br, Cr e  Rb, e suas relações com 

pesos e comprimentos das espécies.   
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Figura 13 – Dendograma gerado com as variáveis comprimento, peso e elementos químicos da 
espécie Curimbatá (Prochilodus lineatus) 

 

 

Analisando o cluster 1 verifica-se as similaridades dos níveis de maiores 

concentrações entre as amostras 054 e 046 nos elementos Br, Mn e Se, sendo 0,16 

mg/kg e 014 mg/kg, 1,27 mg/kg e 0,94 mg/kg, 0,16 mg/kg e 0,14 mg/kg, 

respectivamente. A amostra 029 teve similaridade entre os elementos Br, Cr e Fe, 

1,73 mg/kg, 1,55 mg/kg e 23,24 mg/kg.  

Na análise da amostra 026 os elementos Se e Zn apresentaram 0,10 mg/kg e 

30,68 mg/kg, enquanto na amostra 030 se evidenciou maiores correlações entre os 

cinco elementos químicos, sendo estes: Br (1,78 mg/kg), Cu (1,80 mg/kg), Rb (11,21 

mg/kg), Se (0,10 mg/kg) e Zn  (30,43 mg/kg).  

A similaridade em elementos com maiores níveis de concentração no cluster 

2 foi vista na amostra 018 entre Br (2,36 mg/kg), Fe (59,26 mg/kg), Cr (3,83 mg/kg) e 

Zn (19,39 mg/kg) e na amostra 041 entre Fe (71,93 mg/kg), Mn (5,20 mg/kg), Rb 

(17,34 mg/kg) e Zn (21,30 mg/kg).    

Nos elementos Cr e Cu as correlações foram apresentadas em três amostras 

003, 008 e 005 sendo 5,01 mg/kg e 3,41 mg/kg; 4,26 mg/kg e 3,65 mg/kg; e 2,52 

mg/kg e 8,12 mg/kg, respectivamente. Os elementos Fe, Mn e Rb correlacionaram-

se na amostra 041 tendo 71,93 mg/kg, 5,20 mg/kg e 17,34 mg/kg. 
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Em concentrações baixas no cluster 2 foram evidenciadas as correlações 

entre os elementos Cu (0,40 mg/kg) e Zn (7,84 mg/kg), Fe (13,17 mg/kg) e Zn (8,31 

mg/kg), Cu (0,59 mg/kg) e Rb (8,36 mg/kg), Br (0,19 mg/kg) e Cu (0,40 mg/kg). No 

cluster 1 os elementos Br (0,24 mg/kg), Cu (0,25 mg/kg), Fe (6,57 mg/kg), Rb (3,28 

mg/kg) e Zn (4,30 mg/kg) da amostra 036 tiveram correlações, assim como a 

amostra 031 nos elementos Br (0,26 mg/kg), Cu (0,35 mg/kg), Fe (9,77 mg/kg)  e Zn 

(5,27 mg/kg) e amostra 036 com Br (0,24 mg/kg) e Cu (0,25 mg/kg).  

 

5.4 MATERIAL DE REFERÊNCIA CERTIFICADO (MRC) E VALIDAÇÃO 

DA TÉCNICA 

 

A primeira etapa deste estudo objetivou a avaliação da exatidão do método 

realizada por teste de recuperação e comparação com material de referência 

certificado (MRC). Durante a avaliação do procedimento, utilizou-se padrão sólido de 

referência e certificado, dessa forma para o prosseguimento das análises o 

tratamento de amostras seguiu-se conforme o protocolo de preparo de amostras a 

fim de evitar erros no procedimento, e conferir acurácia e precisão nos resultados 

obtidos.  

As Tabelas ao longo do presente tópico, ilustram os resultados referentes às 

concentrações elementares obtidas a partir das leituras de cinco tempos (200s, 

400s, 600s, 800s e 1000s) no padrão certificado sólido (ERM®-BB422) e na amostra 

001 de tecido muscular de curimbatá (Prochilodus lineatus) utilizando a metodologia 

aferida a partir da técnica de TXRF. 

A estratégia abordada na realização dos procedimentos analíticos e 

espectrométricos consistiu na utilização de triplicatas experimentais e averiguação 

do desvio-padrão entre as réplicas. Fato que possibilitou a verificação da precisão e 

consequentemente da reprodutibilidade da metodologia de análise desenvolvida; e a 

comparação dos valores obtidos em relação àqueles descritos no certificado oficial 

do material certificado (Anexo A), o que infere confiabilidade na parte da acurácia 

analítica. 

A segunda etapa do estudo referiu-se à aplicação da metodologia avaliada 

previamente na primeira parte do estudo, ao tecido muscular da espécie curimbatá 

(Prochilodus lineatus). Foi utilizada metodologia similar ao avaliado com o padrão 

sólido certificado ERM-BB422, uma vez que esta é uma matriz similar.  
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Foi realizado previamente uma avaliação do controle de qualidade no S2 

PICOFOX, para a verificação da acurácia, constatando-se que os valores medidos 

estavam dentro da faixa de variação permitida pelo fabricante (menos de 10% de 

variação nos valores de concentração quantificada utilizando os discos de teste 

Kraft). A perda de sensibilidade esteve abaixo da faixa máxima recomendada (de 

20%), e a correção de ganho manteve-se dentro da faixa de confiabilidade do 

equipamento. Estando nas condições instrumentais ideais de uso, pode-se atenuar 

os desvios nos valores esperados a partir das leituras realizadas.  

 

5.4.1 Músculo de peixe (FISH MUSCLE)  

 

O Material de Referência Europeu ERM-BB422 (músculo de peixe) foi 

produzido e certificado pelo Instituto de materiais e medições de referência (IRMM) 

do Centro Comum de Investigação da Comissão Europeia, conforme os princípios 

estabelecidos nas orientações técnicas sobre materiais de referência europeus entre 

BAM-IRMM-LGC. A espécie Pollachius virens (Saithe) foi utilizada para o preparado 

do pó liofilizado da amostra, resultando em cerca de 10 g de músculo de peixe.  

O material usado para a produção das referências certificadas ERM-BB422 foi 

capturado na área do Atlântico Nordeste Europeu. Em seguida, o material foi 

processado (filetado), liofilizado e moído nas instalações do JRC-IRMM, Geel, 

Bélgica. 

O material foi aplicado para a validação de métodos analíticos e no controle de 

desempenho (Anexo A). Dentre as informações, recomenda-se para a determinação 

de massa, a pesagem de uma alíquota de aproximadamente 1 g em uma balança 

analítica seguida de secagem da amostra em estufa à pressão atmosférica (103° C) 

até atingir massa constante. 

A incerteza certificada é a incerteza expandida com um fator de cobertura k = 2 

para As, Cd, Cu, Hg, Fe, Mn, Se e Zn, e k = 2,78 para I (iodo) correspondente a um 

nível de confiança de 95% estimado de acordo com o ISO/IEC Guia 98-3, sendo, as 

frações de massa certificadas corrigidas para o teor de água do material, e 

expressas como massa seca. 

Através do conjunto de dados obtidos em laboratório diferente e/ou com um 

método diferente de determinação gera-se o valor médio certificado. O valor 



51 

 

 

certificado e sua incerteza são rastreáveis ao Sistema Internacional de Unidades 

(SI). 

Foram realizados testes para investigação da influência do tempo de leitura na 

identificação dos picos para a geração de resultados, e estes para valores de 

recuperação. Verificou-se que o tempo ideal é de 1000s para a leitura dos discos 

pelo TXRF. Os valores de recuperação obtidos são apresentados na Tabela 10: 

 

Tabela 10 – Comparação entre a concentração de elementos medidos e do material de referência 
ERM-BB422 

Elementos 
Valores de 

Referência (mg/kg)  
Valores medidos por 

TXRF (N=4) 
Recuperação % 

As 12,7 ± 0,7 Nd - 

Cd 0,0075 ± 0,0018 Nd - 

Cu 1,67 ± 0,16 0,99 ± 0,68 59 

Fe 9,4 ± 1,4 13,17 ± 0,29 140 

Hg 0,601 ± 0,030 Nd - 

I 1,4 ± 0,4 Nd - 

Mn 0,368 ± 0,028 Nd - 

Se 1,33 ± 0,13 Nd - 

Zn 16,0 ± 1,1 8,31 ± 0,77 52 

 

A menor recuperação encontrada foi do elemento Zn com 52%, seguido pelo Cu 

e Fe com 59 e 140%, verificando a concentração de todos os elementos analisados  

apresentou-se na faixa de poucos mg/kg, sendo assim, faixas com menores 

concentrações o efeito do Background é maior, ocasionando os desvios. Os 

resultados de Zn e Fe não foram condizentes com o esperado, sendo possível que a 

quantificação destes não se aproximaram dos valores encontrados pelo material 

certificado, mesmo em faixa de 160 mg/kg.  

Em TXRF os valores obtidos para a concentração elementar estão diretamente 

ligados ao número de camadas atômicas do elemento químico, e consequentemente 

às transições particulares de cada átomo. Dessa maneira, átomos leves são 

mensurados utilizando as linhas Kα, enquanto os elementos mais pesados são 

quantificados por linhas Lα. Neste estudo foram mensurados valores para os 

elementos da linha Kα.  

Como a energia emitida pela fonte de radiação é fixa e penetra menos em 

elementos com muitas camadas eletrônicas, não é possível a geração de transições 

do tipo Kα.  Na Figura 14, é possível notar no espectro que a região de 0 a 5 keV 



52 

 

 

apresenta grande quantidade de linhas espectrais. Isso se deve ao fato de que as 

linhas Kα dos elementos mais leves possuem energia próxima às linhas Lα dos 

elementos mais pesados.  

Algumas características visíveis na geração de espectros em TXRF são 

facilmente notadas, sendo que com tubo de molibdênio, é possível verificar que 

existem 3 picos comuns: (1) do próprio molibdênio, que está contido no tubo pelo 

qual passam os raios X; (2) de silício, do qual é constituído o detector, e por fim (3) 

de argônio, que está presente no ar. Entretanto, haverá nos espectros, o pico do 

padrão interno que neste estudo foi de gálio. Seguindo-se a presente metodologia, 

foi possível a identificação de uma vasta gama de elementos químicos, conforme 

Figura 14.  

 

Figura 14 – Espectro de TXRF para amostra de tecido muscular de curimbatá (Prochilodus lineatus).  
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os dados da avaliação de risco obtidos nesse estudo permitem concluir que o 

Zn foi o elemento que apresentou alto valor, porém este não esteve acima do limite 

máximo permitido de THQ.   

Na análise de agrupamento observando os grupos de concentrações altas e 

baixas dos elementos químicos Mn, Fe, Zn, Se, Cu, Br, Cr e Rb verificou-se que a 

similaridade em elementos com maiores níveis de concentração foi vista no cluster 2 

nas amostra. 

A menor recuperação encontrada foi do elemento Zn com 52%. Os resultados 

de Zn e Fe não foram condizentes com o esperado, pois a quantificação destes não 

se aproximaram dos valores encontrados pelo material certificado, mesmo 

apresentando a faixa de 160 mg/kg.  

Contudo para estudos futuros análises de águas e sedimentos da Bacia do Rio 

Vermelho torna-se necessário para indicar se há aumento nas concentrações de 

elementos traços. 
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