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RESUMO

O pescado € um alimento de origem animal que contém todos os amino&cidos
essenciais com elevado valor biolégico e digestibilidade alta (acima de 95%)
conforme a espécie. Entretanto, a comunidade ictica é constantemente afetada pela
poluicdo dos sedimentos no meio aquatico devido a presenca de elementos tracos
em aguas ambientais. A biomagnificacdo por plantas e animais é resultante dos
ciclos bioldégicos que movimentam metais e incorporam em ciclos alimentares. Por
isso, 0 conteudo de elementos tracos e a taxa de acumulacdo em tecidos
musculares de peixes séo aplicadas para avaliar a resposta dos organismos frente a
poluicdo das &guas. Dentre as técnicas analiticas utilizadas comumente, a
espectrometria de fluorescéncia de raios-x por reflexdo total (TXRF) tem sido
aplicada a diferentes tipos de amostras ambientais (solo, sedimento, peixes entre
outros) para analise de elementos tracos devido a sensibilidade, rapidez e eficiéncia
na obtencdo de resultados confiaveis. As exposi¢cdes diarias estimadas em
populacdes humanas, sdo entdo comparadas com os critérios baseados em saude
fornecidos por 6rgaos internacionais como a Organizacdo das Nacdes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura (FAO), Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados
Unidos (US EPA) e brasileiro, como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Os resultados foram avaliados através de analises estatisticas
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 analise de componentes principais (PCA) e agrupamento (Cluster). Os
componentes principais PC1 e PC2 explicam 43,3% da variacdo total devido as
variaveis comprimento e peso, e 0 restante da variacdo refere-se aos elementos
quimicos analisados. A exatiddo do método foi avaliada utilizando material de
referéncia certificado, verificou-se que a menor recuperacdo encontrada foi do
elemento Zn com 52%. Os demais elementos identificados obtiveram recuperacéo
média variavel entre 59-140%. Os dados da avaliacéo de risco obtidos nesse estudo
permitem concluir que o Zn foi o elemento que apresentou alto valor, porém este nédo
esteve acima do limite maximo 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
aguatic 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 INTRODUCAO

A poluicdo industrial e a descarga de metais potencialmente toxicos nos
ecossistemas aquaticos (CARNEIRO et al., 2011) desloca poluentes inorgéanicos e
organicos, incluindo produtos quimicos agricolas, que representam alto risco para a
satde humana (OBREGON et al., 2014). Com os ciclos biolégicos movendo metais,
estes realizam a biomagnificacdo por plantas e animais resultando na incorporacao
em ciclos alimentares (KLAASSEN, 2012).

As concentracdes de substancias toxicas foram investigadas em estudos de
BUSAROVA et al., (2017) através da deteccdo de Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Rb, Sr, As e
Se em tecidos da truta Dolly Varden (Salvelinus malma), enquanto Hg, Cd e Pb ndo
foram determinados em xenobidticos. ESPINOZA-QUINONES et al. (2011) também
verificou maiores niveis de concentracfes 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
Africa do Sul. TERRA et al. (2008) estudou as concentracbes de quatro metais
pesados (Cu, Cr, Zn e Pb) em dois tecidos (musculo e gbnadas) de trés espécies de
peixes em diferentes niveis troficos, e obteve com exce¢do do elemento Cr, a
presenca de maior concentracdo de metais em goénadas do que em musculos.

A comunidade ictica é constantemente afetada pela poluicdo dos sedimentos
no meio aquatico (ESPINOZA-QUINONES et al., 2011) devido a presenca de
elementos tracos em aguas ambientais (WANG et al., 2016). Assim, a absorcdo de
metais € dada através da ingestdo de material particulado suspenso em &gua,
ingestdo de alimentos, troca ibnica de metais dissolvidos através de membranas
lipofilicas, branquias e adsorcdo em superficies de tecidos (CARNEIRO et al., 2011;
LIMA et al., 2015). A FAO/GLOBEFISH (2018) aponta que a contaminacdo de
peixes por metais pesados esta relacionada a biologia de espécies especificas, as
caracteristicas ambientais, bem como a alimentacdo, habitats e tempo de vida de
um individuo (BUSAROVA et al., 2017).

Segundo o RIISPOA (Regulamento da Inspec¢do Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal) entende-se por pescado: 0S peixes, crustaceos,

moluscos, anfibios, quelénios e mamiferos de agua doce ou salgada, usados na
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alimentacdo 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 aminoéacidos
essenciais com elevado valor bioldgico, digestibilidade alta, acima de 95% conforme
a espécie, sendo maior que as carnes em geral e ao leite (FAO, 2009). Apesar de
possuir elevada importancia do ponto de vista nutricional, apresenta condi¢des
possiveis de deterioragdo, essencialmente por apresentar pH proximo a
neutralidade, elevada atividade de agua, alto teor de nutrientes e de &cidos graxos
poli-insaturados, quando comparada a estrutura do musculo bovino apresenta
estrutura muscular com menor barreira fisica de protecdo (SOARES et al., 2014).

A indestrutibilidade combinada com a bioacumulacdo destes elementos,
contribui para aumentar a preocupacdo destes como agentes toxicos (KLAASSEN,
2012), por outro lado, os tecidos dos animais podem atuar como um indicador da
poluicdo do meio ambiente (BORGESE et al., 2015).

O conteudo de elementos tragos e a taxa de acumulacdo em tecidos de peixe
sdo aplicadas em todo o mundo para avaliar a resposta dos organismos frente a
poluicdo das aguas. O Codex Alimentarius define um contaminante como, dada
qualquer substancia ndo adicionada intencionalmente a alimentos ou racfes para
animais produtores de alimentos, ou como resultado de contaminacdo ambiental
(CODEX STAN 193-1995). Por isso, determinar e avaliar os niveis de elementos
tracos em peixes, € de suma importancia dada a necessidade de satisfazer os
padrées nutricionais e de seguranca alimentar estipulados em normativas
(BUSAROVA et al., 2017).

O tecido muscular € a principal parte comestivel do pescado e pode
diretamente influenciar a saude humana (ESPINOZA-QUINONES et al., 2010). A
Food and Agriculture Organization (FAO) no decreto n® 66/2003 regulamenta as
medidas de controle dos metais pesados, como mercurio, chumbo e cadmio na
pesca e produtos da aquicultura (FAO, 2003). Por essa razdo, o governo brasileiro
estabeleceu limites através da Portaria n® 685, de 27 de agosto de 1998 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) com niveis maximos de contaminantes
guimicos em alimentos. O nivel maximo estabelecido para peixe e produtos de peixe
em: 1,0 mg-kg-1 para arsénio e cadmio, 2,0 mg-kg-1 para chumbo, e em relagcéo ao
mercurio 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 ndo foram determinados valores maximos permitidos (ANVISA, 1965;
ANVISA, 1998).

Diante da quantidade de estudos internacionais e nacionais evidenciando a
contaminagdo do pescado por elementos tracos, torna-se importante identificar a
ingestao diaria humana destes elementos, visto que a escassez de dados cientificos
brasileiros nesta vertente aponta a necessidade de ampliacdo de estudos na area.
Por isso, a determinacdo dos seus niveis deve ser adotada considerando-se a
presenca dessas substancias nos alimentos, assim como as diferentes formas de
contaminacdo dos mesmos (agua, alimento, sedimentos) e as possiveis barreiras
sanitarias que envolvem os processos de manipulacdo do alimento (MEDEIROS,
2011; FILHO et al., 2013).

Tendo indicios de que ha riscos a salde, e estes possam estar envolvidos
com o consumo de alimentos contaminados, € fundamental a realizacdo de uma
avaliacao de risco (CODEX STAN 193-1995). As exposicdes diarias estimadas em
populacées humanas, sdo entdo comparadas com os critérios baseados em saude
fornecidos por 6rgdos internacionais como a FAO, US EPA e o brasileiro, ANVISA.
Em geral, a exposicéo é referida como a ingestéo diaria estimada (IDE ou tetrica —
IDT) com base em dois fatores: a ingestéo diaria do alimento contaminado (DI) e a
concentracdo (MC) da substancia presente no alimento (KLAASSEN, 2012). A
avaliacdo de risco € dada por meio do quociente alvo de risco (THQ), onde é
calculado com os fatores de (MC), (DI), frequéncia de exposicédo (EF), duracdo da
exposicao (ED), peso corporal médio (BW), periodo de exposicdo (AT) e dose oral
de referéncia (RfD) (US EPA, 1989; US EPA, 2000; WANG et al, 2005).

Os peixes possuem importancia socioeconémica no Pantanal, pois sao
explorados pela pesca, exercida em trés modalidades: (1) pesca de subsisténcia, (2)
pesca amadora ou esportiva e (3) pesca profissional ou comercial (BRASIL, 2006). A
bacia do rio Vermelho (15°30°/17°15’ S e 53°45’/55°00° W), localizada na regiao
sudeste do Estado de Mato Grosso, ocupa uma area de cerca de 150.802 ha
(SOUZA & OLIVEIRA, 2014) e abriga diversas espécies de peixes nativos que
possuem valor agregado na regido e no estado de Mato Grosso (FILHO et al, 2016).

O curimbatd, nome cientifico Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836),
conhecido também por curimba, grumaté ou papa-terra, € uma espécie migratoria e

presente nas bacias formadas pelos rios Parana e Paraguai. O curimbata € um peixe
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iliocfago e possui contato com sedimentos e xenobidticos na agua, mostrando-se
sensivel as variacdes da qualidade da agua (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/S&o Lourenco e os cursos d’agua, tributarios dos rios formadores do
Pantanal tem norteado pesquisas nos riscos possiveis de contaminacdo de
elementos tracos na Bacia. A utilizacdo de métodos adequados de deteccao,
especialmente para o diagnéstico da qualidade do pescado o monitoramento
rotineiro dos elementos tracos em agua pode gerar novas recomendacdes a regiao
mato-grossense (WANG, L.L. et al., 2016).

Sao variadas as técnicas usadas para deteccdo de elementos tracos na agua,
tais como espectrometria de emissdo atdbmica por plasma acoplado indutivamente
(ICP-AES), espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-MS),
espectrometria de absorcdo atdomica (AAS) e fluorescéncia de raios X (XRF)
(MICHAELIS, 1986). Entre as alternativas utilizadas estd a adogdo de um método
sensivel, rapido e eficaz que pode obter resultados confiaveis como, a
espectrometria de fluorescéncia de raios-x por reflexado 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-QUINONES et al., 2010), alimentos (BORGESE et al., 2015) e outros
(ESPINOZA-QUINONES et al., 2018). O TXRF é uma modificacdo geométrica de
XRF que obteve aprimoramento na sensibilidade da técnica. Os principais requisitos
para analise em TXRF. O angulo de incidéncia € menor do que o angulo critico para
reflexdo total de raios-X no material refletor (BORGESE et al., 2015). Além disso,
tais métodos de pré-tratamento de amostra requerem técnicas especificas e séo
extremamente demorados (MATSUYAMA et al., 2017).

Portanto, a andlise de metais pesados é de suma importancia para avaliar a
qualidade do pescado e 0s possiveis riscos de seu consumo para a populacao de
Rondondpolis, norteando novas pesquisas nesta area. Assim, o0 estudo visa
identificar a extensdo dos danos causados na Bacia do Rio Vermelho através da
utilizacdo da técnica TXRF para monitorar a bioacumulacdo de metais pesados no
tecido muscular na espécie Curimbata (Prochilodus lineatus) que apresenta valor

comercial no municipio de Rondondpolis-MT.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

¢ Identificar a extenséo dos danos causados na Bacia do Rio Vermelho através
da utilizacdo da técnica TXRF para monitorar a bioacumulagdo de metais
pesados no tecido muscular na espécie Curimbata (Prochilodus lineatus) na
Bacia do Rio Vermelho, monitoramento da ictiofauna (a jusante e a montante)

e poluicao do corpo hidrico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Monitorar a bioacumulacéo de metais pesados no tecido muscular da espécie
Curimbata (Prochilodus lineatus);

e Avaliar e comparar os valores encontrados de elementos tragos em tecido
muscular, com os limites estabelecidos pela legislacdo nacional e
internacional;

e Avaliar o grau de risco a exposicao, determinando a ingestao diaria estimada
(EDI) e o quociente alvo de risco (THQ).

e Verificar a existéncia de correlagdes entre as concentracdes dos elementos

através da andlise multivariada.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 CONTAMINACAO DE METAIS NO MEIO AQUATICO

O ciclo da agua € um fenbmeno que acontece de forma natural, onde esta &
absorvida pelo solo, alimenta os rios que seguem com fluxo de montante para a
jusante em direcdo ao mar. Entretanto, devido as atividades antrépicas poluentes
como o chumbo (Pb), arsénio (As), mercurio (Hg), cromo (Cr) especificamente cromo
hexavalente, niquel (Ni), bario (Ba), cadmio (Cd), cobalto (Co), selénio (Se), vanadio
(V), oleos e graxas, pesticidas, entre outros , sao lancados em efluentes domésticos
e industriais sem tratamento prévio, sendo prejudiciais a salde humana em
determinados niveis de toxicidade mesmo apresentando concentracdes de ppb
(partes por bilhdo) (VERMA & DWIVEDI, 2013; IHEANACHO, JC & CF, 2017).

A incorporacdo destes metais nos humanos ocorre através de duas rotas:
inalacdo e ingestdo, sendo esta Ultima a principal via de exposicdo a esses
elementos na populagdo humana (IHEANACHO, JC & CF, 2017). Entretanto, a
maior preocupacdo 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 agua,
comida e sedimentos, porém alguns estdo em diferentes niveis na cadeia alimentar,
com algumas espécies na parte superior e outras na parte inferior da cadeia (CRUZ
et al, 2015).

A bioconcentracdo é o processo em que a agua atravessa as branquias do
peixe, os compostos difundem de forma seletiva desde a &gua até a carne
gordurosa, tornando-se concentrados (BAIRD, 2002). Como bioindicadores, 0s
peixes auxiliam no diagnostico da poluicdo de ambientes aquaticos, através de seus
tecidos adiposos (gordura), area em que sao realizadas as analises (CRUZ et al,
2015).

Dessa forma, a contaminacdo de metais em peixes apresenta potencial risco
a saude do homem devido a capacidade de bioacumulagédo e bioconcentracdo. Em
geral, as concentracbes de metais pesados acima dos limites recomendados pelas
agéncias reguladoras internacionais e brasileira, apontam riscos a saude humana
(PAVANELLO et al, 2017).
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A biomagnificacdo é o resultado de uma sequéncia de etapas de
bioacumulacdo que ocorrem ao longo da cadeia. A concentracdo média de muitos
produtos quimicos aumenta também de forma significativa a medida em que se
avanca na cadeia alimentar, que consiste em uma sequéncia de espécies nas quais
cada uma alimenta-se de uma espécie precedente na cadeia. Assim, a concentracao
de um elemento que aumenta ao longo da cadeia alimentar € biomagnificado
(BAIRD, 2002).

Alguns estudos apresentaram elevadas concentracdes de metais no figado
de peixes - Orgdo que atua como agente sequestrador de metais (WAGNER &
BOMAN, 2003). Porém, os peixes por possuirem capacidade de concentrar metais
pesados em seus musculos, fonte de proteina para a alimentacdo dos seres
humanos, podem comprometer a satde humana (ESPINOZA-QUINONES et al,
2011). Por isso, estudos que visam a determinacdo dos niveis de elementos tracos
em peixes auxiliam no diagnéstico da qualidade do pescado a ser consumido
(PAVANELLO et al, 2017)

As espécies nativas de &gua doce (Tabela 1) como o pintado
(Pseudoplastystoma corruscans) tem importancia comercial no Nordeste, Centro-
Oeste e Sudeste do Brasil. Enquanto a espécie Colossoma macropomum,
conhecida como Tambaqui € mais cultivada nas regifes central-norte e oeste do
pais, por desempenhar um papel socioeconbémico. Peixes como o dourado
(Salminus maxillosus) sao importantes nas regides 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 cientificos e populares das espécies de peixes estudadas da Bacia do Rio

Vermelho

Nome cientifico Nome popular Habitos alimentares Referéncias
. . RIBEIRO, P. A.
Psedoplatystoma corruscans Pintado Carnivoro P. et. al (2012)
Colossoma macropomum Tambaqui Onivoro RIBEIRO, P. A.
P q P. et. al (2012)

Prochilodus lineatus Curimbata Detritivoros SILVA (2006)
Pimelodus maculatus Mandi Onivoro SILVA (2015)

Dentre as varias espécies de peixe de agua doce, as espécies Curimbata

(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 Curimbata (Prochilodus Lineatus)

As espécies da familia Prochilodontidae (onde estad incluido o género
Prochilodus) apresentam caracteristicas 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 pratica de migracdo
durante o periodo da piracema (SILVA, 2006).

No Brasil as espécies de Prochilodus sdo conhecidas pelos variados nomes
populares, dentre eles: curimbatd, curimba, curimata, curimata-pioa, curimata-pacu,
papa-terra e corimbata (SILVA, 2006), além de ser encontrado em bacias formadas
pelos rios Parand e Paraguai. Atualmente essa espécie apresenta risco de
diminuicdo da populacdo principalmente devido a contaminacdo dos rios, de
sobrepesca e a construcao de usinas hidrelétricas (LOPERA-BARRERO et al, 2016).

No periodo de reproducdo, de novembro a janeiro, migra rumo as nascentes
dos rios. Sendo originaria da regido sudeste, a curimbata tem preferéncia por
ambientes I6ticos e de aguas mais lentas, por apresentar maior quantidade de
detritos. Entre as vantagens na piscicultura se estdo a rusticidade e a 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 Curimbata (Prochilodus lineatus) conhecida como curimba, curimata, curimaté-
pioa, curimaté-pacu, papa-terra e corimbata
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3.2 ANALISE DE METAIS PESADOS

A identificacdo de elementos tragcos no meio ambiente utiliza de técnicas para
quantificar a biodisponibilidade de metais pesados, cuja as usais técnicas
empregadas com este proposito sdo: espectroscopia de absorcdo atbmica (AAS),
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS), e
espectrometria de emissao atdmica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES),
além de outras técnicas para analise quimica elementar como a espectrometria de
fluorescéncia de raios-x por reflexdo total (TXRF) (ESPINOZA-QUINONES et al.,
2010; BILO et al, 2013).

Nesse sentido, as técnicas multielementares, baseadas na espectrometria
atbmica (por absorcdo, emissdo e/ou fluorescéncia), tornam-se fundamentais na
realizacdo de medidas confiaveis, de maneira rapida e precisa. O ICP-MS oferece
sensibilidade muito maior, alcancando até partes por trilhdo (ppt), do que o ICP-OES
que atinge a faixa de ppm para ppb e possui mais interferéncias espectrais. Ambos
apresentam: exatiddo, precisdao e baixos limites de deteccdo, 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 andlise de elementos-traco com aplicacdo em variados campos
ambientais (CATALDO, 2012; BUSAROVA et al, 2017; TOWETT, SHEPHERD &
CADISCH, 2013). O instrumento apresenta um método viavel e conveniente para a
determinacdo das concentracbes de elementos tracos, pois opera com ou sem
digestdo preliminar da amostra (KLOCKENKAMPER & BOHLEN, 2014). De La Calle
et al. (2013) publicou uma revisdo sobre aplicacdes bioldgicas e ambientais
utilizando o TXRF.

Em relacdo as técnicas AAS e ICP-OES, a vantagem do TXRF se encontra
na realizacdo de diversas analises simultdneas de vestigios elementares, menor
quantidade de amostra, uso na faixa dos nanogramas ou microgramas,
quantificacdo simples com padrado interno, compativel com varios tipos de amostras
e aplicacbes e baixo custo operacional, sem necessidade de midia, itens
descartaveis ou manutencao periodica (BRUKER, 2018).

A anadlise por espectrometria de fluorescéncia de raios-x por reflexdo total

(TXRF) vem obtendo aceitagdo em relacdo as demais técnicas de detecgéo, devido
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as vantagens de analise simultanea, uso de microamostras (UL ou mg), baixo limite
de deteccao, facilidade de operacédo, auséncia do consumo de gases ou agua de
resfriamento e tempo moderado de andlise (100 — 1000s) (DE LA CALLE et al, 2013;
KLOCKENKAMPER & BOHLEN, 2015; BRUKER, 2011).

3.3 TXRF

O espectrdmetro consiste em um tubo Mo de raios X, com um detector
XFlash® de alta resolucao resfriado por Peltier e desvio de silicio (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 focalizagdo de feixe — e por um

monocromador.

Figura 2 - S2 PICOFOX da fabricante Bruker Nano GmbH.

Para a geracédo de raio X sdo necessarias tensdes elevadas, caracterizando o
funcionamento através de fétons que sdo emitidos quando os elétrons atingem um
alvo de metal e interagem com os elétrons que se encontram nos orbitais atdmicos
do metal. Nota-se que em tubos de raios X, os elétrons emitidos por um filamento
superaquecido — catodo, sdo acelerados até colidirem com a superficie do anodo
metélico. Em geral, o catodo € constituido por um filamento de tungsténio e o anodo
por um metal (por exemplo, de Rh, Cr ou de Mo), que gera fotons de raios X de
comprimentos de onda ‘curtos’. Os tubos de raios X normalmente possuem uma
janela de berilio, na qual ocorre o escape de radiacao para o exterior. Além de,
serem parcialmente revestidos com um material pesado, como o chumbo, para
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absorber a radiacdo emitida em direcbes indesejadas (BRUKER, 2011; BOHLEN,
2009).

A Figura 3 demonstra o principio de funcionamento do TXRF, que ocorre com
0 uso da fluorescéncia de raios X quando ha a reflexdo total, fendmeno que ocorre
geralmente em angulos de incidéncia quase rasantes sobre um disco refletor,

preferencialmente, constituido de quartzo (BOHLEN, 2009).

Figura 3 - Principio de funcionamento da espectrometria de fluorescéncia de raio-x por reflexéo total
(TXRF)

Detector (Si)

Primeiro
Tubo de raios X refletor Radiagio

Fluorescente

Reflexao Total
dos Raios X

Fonte: Adaptado de VON BOHLEN (2009)

A sensibilidade e acuracia da andlise por TXRF é efetuada no feixe
policromatico, que reduzindo a uma gama estreita de energias por um
monocromador multicamada, além de emergir raios X paralelos. Ajustando o angulo
de incidéncia para menor que 0,1°, o feixe monocromatico de raios X é totalmente
refletido, irradiando por completo a fina camada de amostra depositada no suporte
de quartzo. Um detector de estado soélido, com angulo sélido amplo, posicionado na
frente do suporte da amostra, capta quase toda a radiacdo fluorescente vinda da
amostra, discriminando-a em energia e fornecendo a intensidade ou integragdo em
cada linha espectral caracteristica dos elementos quimicos constituintes da amostra
(BRUKER, 2011). A Tabela 2 apresenta alguns parametros técnicos do S2

PICOFOX e suas funcionalidades durante a operacéo.
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Tabela 2 - Parametros técnicos do S2 PICOFOX manual

Parametros S2 PICOFOX
Fabricante Bruker Nano GmbH
Detector XFlash ® com sistema de refrigeracdo Peltier
Voltagem 50 kV
Max. Corrente 1000 pA
Max. Power S50 W
Energia 20 KeV
Alvo Mo, W, Ag
Discos Quartzo

Fonte: Bruker (2011)

A quantificacdo € realizada com adicdo de padrbes as 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 apos cada
medicdo conforme o protocolo de limpeza, utilizando de reagentes ultrapuros como
detergente RBS 25%, HNO3s ou agua ultrapura (WELLENREUTHER et al., 2008). A
desvantagem do TXRF se encontra durante a precisédo e a reprodutibilidade, pois
sao limitadas pela quantidade muito pequena de amostra analisada e pela
homogeneidade (STOSNACH, 2016).

A identificacdo de elementos quimicos requer verificacbes e correcdes do
status operacional do equipamento, tais como: a correcdo do ganho de amplificacéo
(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 concentracdo do analito presente na amostra.

Sua faixa de aplicacdo abrange amostras inorganicas e organicas, incluindo
agua, solo, sedimentos e ar, bem como amostras de sangue humano, tecidos
animais e vegetais (WAGNER & BOMAN, 2003).

3.3.1 Limite de detecc¢ao

Entre os critérios de maior importancia no desempenho do instrumento

analitico na analise de elementos tragcos se encontra a concentracdo minima
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detectavel de um elemento dentro da amostra, respectivamente esta concentracao,
que permite a decisdo sobre a presenca ou auséncia de um elemento dentro da
amostra com seguranca estatistica (BRUKER, 2011).

O Ilimite de deteccdo (LLD) do equipamente depende diretamente do
Background ou “area de fundo” realizado pelo espectro baseado na radiacao.
Portanto, pode-se afirmar que o limite de deteccdo é uma inspecao estatistica da
area do pico e do espectro de fundo gerado (BRUKER, 2011). O célculo do LLD é
dado conforme a Equagéo 1 a seguir:

Equacéo 1

LLDi = 2E e

LLDi: Limite de deteccéo do elemento i (mg/kg);
C1: Concentracéo do elemento i (mg/kg);
Ni: Area do pico de fluorescéncia em contagem;

Nec: Area do fundo subjacente ao pico de fluorescéncia

3.3.2 Limite de quantificacéo

A quantificacdo ou concentracdo de elementos por TXRF baseia-se na
sensibilidade relativa dos elementos submetidos a irradiagéo, do espectrébmetro e do
padréo interno adicionado. Resaltando que este padréo interno ndo esteja presente
na amostra original. Assim, este tipo de quantificacdo pode ser aplicado a amostras
liguidas, amostras digeridas e suspensfes (BRUKER, 2011). A concentracdo dos

respectivos elementos resulta da seguinte Equacéo 2:

Equacéo 2

Ci= CigNi-Spg
"'rl. -'1. "f I.

Ci: Concentracdo do elemento a ser analisado (mg/kg);
Cis: Concentragéo do padréao interno (mg/kg);
Ni: Numero de pulsos no espectro de medicao do elemento analisado;

Nis: Nimero de pulsos dentro do espectro de medigdo do padréo interno;
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Si: Sensibilidade relativa do elemento i;

Sis: Sensibilidade relativa do padréo interno.

A sensibilidade indica a intensidade dos picos dos respectivos elementos em
relacdo a quantidade de amostra, conforme descrito na literatura (BRUKER, 2011).
A sensibilidade aos elementos, e com eles os limites de deteccdo, variam numa
ampla faixa de valores. Existem diversas razdoes para isso, dentre as quais se
destacam os efeitos quéanticos oriundos dos atomos presentes na amostra, 0S
rendimentos de fluorescéncia, bem como aquelas relacionadas com o instrumento,
como a eficiéncia quantica 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 quimicos quantificaveis, justificando o

elevado numero de aplicacdes possiveis do equipamento.

Figura 4 — Elementos quantificaveis por TXRF com tubo de Mo

Tc|Ru Pd|Ag|Cd
Cs|Ba| L | Hf|Ta| W|Re|Os| Ir [ Pt|Au[Hg| T1|Pb| Bi [Po| At RN
FriRal A
L |La|Ce|Pr|Nd[Pm/Sm|Eu|Gd| Tb|Dy|Ho| Er[Tm|Yb|Lu
A |Ac|Th|Pa| U |Np|PulfAmCm Ek| Cf|Es Fm|{Md|No|Lr

D Impossivel a quantificagao

|| Dificil a quantificagao

B Quantificagao utilizando linhas K
|| Quantificagao utilizando linhas L

Fonte:
Adaptado de ROSCOE & BEAUCHAINE (2013)

3.3.3 Recuperacao

Na garantia da confiabilidade das medidas de concentragcdo dos elementos

tracos pelo TXRF, a avaliagcdo e a recuperacdo de dados certificados sdo etapas
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essenciais recomendadas para a validacdo e garantia de qualidade da analise, ou
seja, a realizacdo de analises em amostras desconhecidas requer uma avaliacdo
precisa do método de medicdo aplicando o mesmo procedimento a materiais
conhecidos que contém concentracfes elementares certificadas em matrizes
similares (ESPINOZA-QUINONES et al., 2018).

Todavia, um material de referéncia certificado tem uma composicao elementar
especifica conhecida para ser recuperada, no entanto, a concentracdo elementar
pode ser alterada aleatoriamente em torno de seu valor real em funcdo das
condicbes experimentais e instrumentais dificilmente reproduziveis (ESPINOZA-
QUINONES et al., 2018). A tendéncia/recuperacéo ao ser aplicada a uma série de
resultados do ensaio, implica numa combinacdo de componentes de erros aleatorios
e sisteméaticos (DOQ, 2011).

A recuperacdao, dos valores em relacdo ao especificado pelo certificado oficial
do MRC, objetivo principal dos ensaios realizados, é dada de modo simplificado pela
Equacéo 3 (DOQ, 2011; FLOOR et al., 2015):

Equacao 3

[M] + am

R (%)= [MRC] £ amcR ~

Em que:
R (%) = Recuperacao no valor esperado em relacéo ao prescrito pelo MRC;
M = Média aritmética dos valores medidos (kg);
MRC = Valor de referéncia contido no certificado do material analisado (kg).
AM = Desvio-padrao referente a média aritmética de valores medidos (kg);
AMRC = Desvio-padréo referente ao valor de referéncia contido no certificado do

material analisado (kg);

3.4 ESTIMATIVA DIARIA DE INGESTAO (EDI)

As avalia¢des da ingestao diaria fornecem descricdes da exposi¢cdo geral,
especifica do local de um individuo (GBOGBO et al.,, 2018). As estimativas de
individuos que séo altamente expostos sdo baseadas em medi¢cdes de dados reais

ou normativas. Conforme o documento de Avaliacdo de Risco e Limites de Consumo
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de Peixe - Terceira Edicdo da US EPA (2000) o calculo para estimativa diaria de

ingestao de contaminantes em peixes segue conforme a Equacéo 4:

Equacéo 4

EDI = (."I!'EIDIJ

BW

Onde:
EDI = Estimativa da quantidade de ingestao diaria do contaminante (mg/kg-d)
MC = Concentracado do elemento na porcédo comestivel de peixe (mg/kg)
DI = Taxa de ingestao de peixe (kg/refeicao)
BW = Peso corporal médio (kg)

Onde MC equivale ao dado revelado no estudo como a concentracdo de
metais pesados em peixes (mg/kg?), DI corresponde a taxa média diaria 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 individuo sera 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 varios estudos de BEHEARY & EL-MATARY
(2018). Sendo a THQ uma razéo entre o nivel de exposicdo de um unico metal
durante um determinando periodo dado a uma dose de referéncia (RfD) do mesmo
metal e 0 mesmo periodo de exposicdo. A Equacao 5 apresenta como é calculado o
THQ:

Equacéo 5

THQ — (.‘IIEIDIIEFIED)X 1[]_3

RfDXBWXAT

THQ = Quociente alvo de perigo (mg/kg-dia)
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MC = Concentracado do elemento na porcédo comestivel de peixe (mg/kg)
DI = Taxa de ingestéo de peixe (kg/d)

EF = Frequéncia de exposicao (dias/ano)

ED = Duracéo da exposicéo (anos)

BW = Peso corporal médio (kg)

AT = Periodo de exposicao (dias/ano)

RfD = Dose oral de referéncia (mg/kg)

Para analise de risco da ingestdo foram utilizados parametros, que se
encontram na Tabela 3, em que MC referente a concentracdo quimica do elemento
na matriz do estudo, neste caso peixe (mg/kg); DI, a taxa de ingestéo do alimento (9
kg por habitante ao ano) e peso corporal médio (kg) pela sigla BW, sera estimada
conforme os dados da FAO (2005), considerando o peso adulto de 70 Kg. Enquanto
frequéncia de exposicao (EF) pelos dados de US EPA (1989; 2000) dada por dias ao
ano, a duracdo de exposicdo (ED) equivale a expectativa de vida da populacao
brasileira € de 76,0 anos (IBGE, 2018) e o periodo de exposi¢do (AT) é o valor de
exposicao ndo carcinogénico cujo o fator é resultante de ED x 365 dias, ou seja (70
anos x 365) dias.

A dose de referéncia (RfD) é uma estimativa da ingestdo diaria de
contaminantes ao longo de toda a vida, que ndo causaria danos a saude e efeitos ao
humano. Conforme estabelecido pela US EPA (2005) para elementos tracos como:
As = 3 x 10 mg/kg dia, Hg = 3 x 107* mg/kg dia, Cu = 4.0 x 1072 mg/kg dia, USZn =
3.0 x 107t mg/kg dia, Se = 5.0 x 1072 mg/kg dia e Pb = n&o possui valor estabelecido.

Tabela 3 - Pardmetros utilizados para o célculo de Quociente de Perigo Alvo (THQs)

Abreviatura Descricdo Valor Referéncia
DI Taxa de ingestédo de peixe (kg/ano) 9 SIDONIO et al. (2011)
EF Frequenc[aNde exposicéo 365 US EPA (1989)
(refeicbes/ano)
ED Duracao de exposi¢cdo (anos) 70 US EPA (1989)
MC Concentragéo de metal em peixes Determinado pelo
estudo
BW Peso corporal médio (kg) 70 US EPA (1989)

AT Periodo de exposicao (dias) 365 dias/ano X ED US EPA (1989)
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Se o0 nivel de exposicdo (EF) excede este limite, € um risco para a saude
humana associado ao consumo do produto aquatico (neste caso L. ramada). Se a
THQ for> 1, existe um risco para a saude da populagdo exposta de consumir o
produto; se o valor de THQ for <1, ndo hé risco eminente ao consumo do pescado.
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4 METODOLOGIA
4.1 ESTUDO DA AREA

A bacia hidrografica do Rio Vermelho passa por atividades antropogénicas
devido ao rdpido crescimento da populagdo, das areas ocupadas e cultivadas e sem
um manejo adequado do solo (SOUZA, 2015). O estudo foi executado na bacia do
Rio Vermelho (15°30'/17°15" S e 53°45°/55°00° W), area de cerca de 150.802 ha,
localizada na regido sudeste do Estado de Mato Grosso como rio de quinta ordem
com extensdo de 122,5 km (SOUZA & OLIVEIRA, 2014). A bacia possui pela
margem direita afluente de &guas as sub-bacias do Paraiso, Tombador, Areia,
Tadarimana, Jurigue, Ponte de Pedra, e pela margem a esquerda, as sub-bacias do
Poxoéreu, Grande, Bagaréu, Arareau, Miau e Sao Lourenco todas contribuintes do
Pantanal Matogrossense (Figura 5) (SOUZA & SIQUEIRA, 2016).

Figura 5 - Mapa de localizag&o do estudo na Bacia do Rio Vermelho
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A amostragem realizou-se no trecho urbano do municipio de Rondonopolis,
com o inicio na Estacdo de Tratamento de Efluentes (ETE) e término nas

proximidades do Cérrego Arareau.
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4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Conforme a Instrucdo Normativa n° 20, de 26 de julho de 2018 que apresenta
o plano de amostragem e limites de referéncia para o Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC), para as
variadas cadeias produtivas, dentre elas, o pescado, recomenda-se o minimo de 60
peixes de captura para analises dos teores de contaminantes inorganicos (mercurio,
selénio, cadmio e chumbo) (BRASIL, 2018).

No dia 14 de junho de 2019, no periodo noturno e de seca realizou-se a
coleta de 66 peixes da espécie Curimbata (Prochilodus lineatus) por pescadores
pertencentes a colénia de pescadores (Z3) do municipio de Rondonépolis-MT,
através da técnica de redes de arrasto. Os peixes capturados foram acondicionados
em caixas de isopor com gelo e encaminhadas para analises em laboratorio (UIEDA
& CASTRO, 1999; ESPINOZA-QUINONES et al., 2010; ESPINOZA-QUINONES et
al., 2011).

4.3 PROCEDIMENTOS DE LIMPEZA DE VIDRARIAS

Toda a vidraria utilizada foi descontaminada conforme o método de limpeza
para andlise de metais pesados (APHA, 2012). Os materiais utilizados neste estudo
foram inicialmente lavados com a solucdo 2% do detergente Triton X-100 (SIGMA
ALDRICH) e removido completamente por agua corrente.

Posteriormente, as vidrarias foram imersas trés vezes na solucdo de acido
cloridrico a 10% (HNOs3), de forma que as paredes internas estivessem em contato
com a solucdo. Ap6s concluido a etapa anterior, seguiu-se de trés enxagues com
agua ultrapura, para remocao dos residuos das solucdes, e secagem a 75°C por

cerca de 4 horas ou 0 tempo necessario para que a vidraria estivesse seca.

4.4 PREPARACAO DOS DISCOS DE QUARTZO

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

mm de didmetro e 3 mm de espessura) e para evitar contaminacdo durante a
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execucado da anadlise, realiza-se procedimentos de limpeza fornecido por MasCom
Technologies GmbH de Bremen, Alemanha.

Inicialmente, os residuos na superficie dos discos de quartzo sdo removidos
por meio de limpeza manual com lengo 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 solucdo de RBS a 50%
até cobrir o cassete de limpeza e aqueceu-se a solugdo por 15 minutos a 80° C em
chapa aquecimento. Um passo de trés enxagues com &gua ultrapura foi incluido
apos cada mudanca de reagente no processo de limpeza.

Apoés 0s enxagues, em outro bequer imergiu-se na solugdo HNOs a 10% por 2
horas sem aquecimento e depois em agua ultrapura por 15 minutos a temperatura
de 80° C em chapa de aquecimento.

Concluido o enxague, 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 analises, foram adotadas medidas preventivas
a contaminacao, entre elas a limpeza dos materiais utilizados.

Os peixes foram sacrificados por hipotermia e em seguida de forma aleatéria
foram pesados em balanca eletronica digital, medidos (Figura 6), descamados e
identificados por codigo (local, espécie, data e nimero da amostra).

Imediatamente, utilizando de bisturi n°4 e de laminas inoxidavel foram
eviscerados para separacdo dos 6rgaos: rim, figado, branquias, além de tecido
muscular e estdbmago conforme as metodologias de Espinoza-Quindnes et al.
(2010). ApoOs a retirada dos oOrgdos 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 curimbata
(Prochilodus lineatus).
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_Figura 6 — Medicao dc

4.6 METODO DE DIGESTAO PARA ANALISE DE METAIS

Antes da realizacdo da digestdo &cida, secou-se todas as amostras
congeladas em estufa com circulagdo e renovacao de ar a 80° C e posteriormente
foram maceradas com almofariz (gral) de a&gata com pistilo e acondicionadas e
identificadas em eppendorf de 2 mL, para serem mantidas sob refrigeracao.

Conforme o esquema da Figura 7 pesou-se uma aliquota de 160 mg da
amostra de tecido muscular e adicionou-se 1 mL de acido nitrico (HNO3)
concentrado e 150 uL de peroxido de hidrogénio (H202), em seguida os frascos
foram fechados e mantidos em banho ultrassénico por 30 minutos. Para finalizar a
digestdo as amostras foram colocadas em estufa de secagem por uma hora a uma
temperatura de 60°C. Apos o resfriamento adicionou-se 1 mL de &gua ultrapura. Os

frascos foram homogeneizados por agitacéo.
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Figura 7 — Fluxograma da digest&o do tecido muscular da espécie Curimbaté
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4.7 VALIDACAO DA TECNICA ANALITICA

Para validacdo das analises no TXRF conforme PLESS et al (2019),
ESPINOZA-QUINONES et al. (2011) e BORGESE et al. (2018) foram utilizados
materiais de referéncia nas amostras de musculo de peixe (ERM®-BB422) para
elementos Mn, Fe, Cu, Zn, As, Se, Cd, | e Hg.

Entretanto, os elementos a serem analisados ndo serdo vistos de maneira

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

4.8 ANALISE ELEMENTAR POR TXRF

As andlises 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 analiticos esta
diretamente relacionada a intensidade de fluorescéncia e do tempo de medicao, por
isso tempos de medicdo entre 30 e 3600s sdo comuns. A condicdo de excitacao
consistira de 50 kV e de 700 pA, analise dos dados sera mediante a deconvolucao
do espectro e a quantificagéo utilizando o software Spectra do fabricante, versao 7.0
(BRUKER, 2011; BRUKER, 2018).
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4.9 AVALIACAO DO RISCO PROVENIENTE DA INGESTAO DE
ELEMENTOS INORGANICOS

A analise de risco em alimentos contribui para estratégias na reducédo da
ocorréncia das doencas transmitidas por alimentos (DTAs) e agua (FAO & WHO,
2005). Por isso avaliar elementos tracos em alimentos, tais como o0 pescado aponta
0S possiveis riscos a populacdo humana devido a contaminacdo ambiental
(NIENCHESKI et al., 2001).

A concentracdo de metais nos alimentos, o consumo diario de pescado e o
peso corporal do humano podem influenciar a tolerancia dos contaminantes em
organismos, estimando atraves de célculos como EDI e | que utilizam desses fatores
(US EPA, 1989).

O quociente alvo de risco (THQ) é expresso pela razdo entre (1) o nivel de
exposicdo do metal durante um determinando periodo de vida, (2) a dose de
referéncia (RfD) do mesmo metal e o (3) periodo de exposi¢do, compondo os fatores

importantes a serem determinados (US EPA, 1989).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

O ponto principal de uma analise multivariada é considerar diversas variaveis
relacionadas simultaneamente, mesmo consideradas igualmente importantes de
modo inicial (MANLY, 2008).

Antes do inicio do tratamento estatistico multivariado, € de suma importancia
a realizacdo de um teste para verificagdo da normalidade dos dados, como
Kolmogorov-Smirnov ou Shapiro-Wilk. Se estes seguirem uma distribuicdo normal,
utiliza-se o teste de Pearson no tratamento dos dados, caso néo, utiliza-se o método
de Spearman.

Existem variaveis de interesse que sdo dependentes, possibilitando utilizar de
outros métodos como: Analise de Componentes Principais (Principal Component
Analysis ou PCA) onde dentre as n variaveis existentes em um determinado
conjunto de dados geram-se, atraves de suas combinacdes lineares, n-componentes
principais (PCs), tendo como principal caracteristica, além da ortogonalidade, a

ordem decrescente de maxima variancia; ou seja, a componente principal 1 (PC1)
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detém mais informacfes que componente principal 2 (PC2), que por sua vez tem
mais informacéo estatistica que a componente principal 3 (PC3) e assim por diante.
Normalmente, valores de autovalores > 1 sdo considerados de interesse para a
interpretacdo dos dados estatisticos (Danielsson et al., 1999; Yiudel & Demir, 2004).

Andlise de Cluster (Cluster Analysis ou CA), que constitui-se um método de
analise de agrupamentos, ou seja, relacionar grupos de dados em subgrupos
especificos segundo a similaridade dos individuos ou objetos avaliados (MANLY,
2008).

Os testes para analises estatisticas multivariadas foram realizados utilizando-

se do software estatistico R.



41

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 AVALIACAO DA EXPOSICAO

Os elementos Mn, Fe, Zn, Se, Cu, Br, Cr e Rb sdo apresentados na Tabela 4
com valores de média e desvio padrdo. A variedade na dieta e diferentes habitats
alimentares das espécies de peixes influenciam nos niveis de concentracdo de
elementos tragos (PLESS et al., 2019; SAMPAIO et al, 2013).

O Fe e o Zn foram os elementos que apresentaram maiores concentragées no
tecido muscular, 3,23 e 1,95, respectivamente. Embora o Zn seja um elemento
essencial para a fisiologia dos organismos, elevadas concentragdes no corpo
humano podem resultar em doencas pulmonares, gastrointestinais, febre, vomito,
dentre outros. No pescado promove o atraso na maturacao e crescimento (FILHO et
al., 2013).

O Mn ndo apresentou niveis elevados comparados aos demais elementos
identificados neste estudo. Pless et al. (2019) estudando as espécies Labeobarbus
aeneus, Labeobarbus kimberleyensis e Labeo umbratus verificou niveis superiores
aos permitidos por lei para este elemento.

Em relacdo ao Cr a legislacdo brasileira permite concentracdes de 0,1 mg/kg
em tecido muscular acima considera-se prejudicial (FILHO et al., 2013). O fato do
estudo ndo apresentar niveis acima aponta que o ambiente ndo estd sendo
fortemente impactado por esse metal e que apresenta grande potencial de

bioacumulacao quando disponivel.

Tabela 4 — Valores de média (mg/kg) e desvio padrdo dos elementos quimicos na espécie Curimbata

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
Curimbaté
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 0 mais significativo componente da carne de
peixe, as avaliacbes de risco a saude neste estudo foram baseadas apenas no

conteudo elementos tragos.
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A estimava da ingestdo de metais, considerando o consumo per capita de
pescado de 9 kg por habitante ao ano para populacdo geral estdo apresentadas na
Tabela 5. Os valores foram estabelecidos em mg/kg por refeicdo. O peso corporeo
considerado foi de 70 kg.

Tabela 5 — Valores em mg/kg de minimo e maximo da estimativa diaria de ingestéo (EDI) por
elemento quimico

Metais
Mn Fe Zn Se Cu Br Cr Rb
Min. 0,033 0,845 0,553 0,008 0,033 0,024 0,040 0,300
Max. 1,350 19,708 8,919 0,706 1,044 0,456 0,644 1,844

EDI

As amostras analisadas da espécie Curimbatd ndo apresentaram teores dos
contaminantes acima do permitido pela legislacdo brasileira.

Conforme a Tabela 6, os valores de THQ dos elementos Mn, Fe, Zn, Se, Cu e
Cr analisados nao estao acima do limite permitido conforme estabelecido pela US
EPA (2005) para elementos tracos. O risco eminente para a saude humana é dado
através do valor de TQH > 1, desta forma se THQ < 1, ndo apresenta risco de

consumo de pescado.

Tabela 6 — Elementos quimicos e valores minimo e méximos calculados de THQ em mg/kg.

Metais
Mn Fe Zn Se Cu Cr
THO Min. 0,001 0,001 0,002 0,002 0,001 0,005
Max. 0,010 0,028 0,681 0,141 0,014 0,214

Em estudos sequentes torna-se evidente a analise de aguas e sedimentos pela
técnica TXRF na Bacia do Rio Vermelho, que indicariam se estes meios excedem o0s

limites permitidos em legislacéao.

5.2 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de peso e comprimento dos 62 exemplares da espécie Curimbata,
por meio de um teste de normalidade, teste de Shapiro-Wilk apresentou normalidade
a variavel comprimento em relacdo a variavel peso. Assim, a Tabela 7 apresenta 0s
valores de minimo, maximo, 12 quartil, média, mediana e 32 quartil encontrados nas

variaveis peso e comprimento.
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Tabela 7 - Estatistica descritiva das variaveis peso e comprimento da espécie Curimbata

Minimo 1° Quartil Mediana Média 3° Quartil Maximo
Peso (Kg) 0,3740 0,5230 0,6155 0,6449 0,7430 1,0180
Comprimento 4, 5 32,83 34,70 35,16 37,27 42,40

(cm)

As variaveis apresentaram forte correlacdo conforme o teste de Pearson
encontrando 0,9449, valor este proximo de 1, ou seja, indicando uma relacao linear
(Figura 8).

Figura 8 — Representacao grafica da relacdo peso e comprimento da espécie Curimbata
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A exploracao inicial dos dados pode ser vista através do grafico boxplot,
sendo um dos recursos usados para sintetizar visualmente os dados amostrais, e
exibir os valores de tendéncia central (mediana), disperséo (quartis, limites e valores
extremos) e verificacdo da distribuicdo (simetria) entre as hastes. No Figura 9 e 10,

verifica-se a auséncia de outliers, visto que podem influenciar a andlise de dados.
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Figura 9 — Representacéo grafica da relacdo comprimento da espécie Curimbata
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Figura 10 — Representacao grafica da relacdo peso da espécie Curimbatéa
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5.3 ANALISE MULTIVARIADA

Para a realizacdo das analises 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 analise de componentes
principais (PCA).

A PCA ¢é considerada fator importante para interpretacdo dos dados

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

caracterizado por uma meédia do autovalor de 1,000. Assim, é possivel uma
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interpretacdo dos dados de PCA na Figura 11 considerando o PC1, PC2, PC3 e
PC4, com variancia de 28,6%, 14,7%, 12,8% e 8,2% respectivamente. Os
componentes principais PC1 e PC2 explicam 43,3% da variagao total devido as
varidveis comprimento e peso, e o restante da variacdo refere-se aos elementos

quimicos analisados.

Figura 11 — Componentes principais
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A matriz de correlacdes na Tabela 8 e Tabela 9 apresentou diferentes niveis
existentes entre os elementos quimicos encontrados no tecido muscular da espécie
Curimbata, estabelecendo correlacdes muito fortes, fortes, moderadas, fracas, muito
fracas e nulas. A partir das matrizes foi possivel determinar as correlagcbes mais
expressivas do estudo.

Pode-se verificar que os elementos Cromo e Cobre sdo correlacionados
positivamente entre si (0,61), o que significa que amostras com alta concentragéo de
Cromo, tendem a apresentar também alta concentracdo de Cobre.

Uma possivel explicacdo para a elevada concentracdo de cobre na estacdo
seca em Prochilodus lineatus esta relacionada ao nivel da 4gua. A vazdo esta
diretamente associada as inundacgdes, uma vez que ap0s 0 aumento das chuvas, 0

nivel do rio por meio do escoamento superficial, ocorrera os picos de vazao na bacia
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(TRASSI, 2015). Assim, em periodos de seca o rio tem vazao menor e com isso

possivelmente ocorre um acumulo maior de elementos-traco.

Tabela 8 — Matriz de correlag8es das variaveis de medidas e elementos quimicos.

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 séo correlacionados
positivamente entre si em 0,56 e 0,77, respectivamente. Entretanto, pode-se
observar que os elementos Selénio, Manganés e Calcio apresentam correlacdes
negativas com o0s demais, principalmente com Zinco, Silicio e Cromo,

respectivamente (Tabela 7 e 8).

Tabela 9 — Matriz de correlacdo das variaveis de medidas e elementos quimicos

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 agua, influenciam na forma quimica do
cobre, alterando sua toxicidade, biodisponibilidade e efeito no organismo. Entretanto,
os efeitos do pH na toxicidade do cobre é de maior importancia em aguas moles e
de baixa alcalinidade (SAMPAIO et al, 2013).

A andlise de cluster, técnica estatistica multivariada, possibilita a identificacéo
de grupos com caracteristicas homogéneas, ou seja, elementos dentro de um
mesmo cluster que sejam muito parecidos e elementos em diferentes clusters que
sejam distintos entre si. A andlise hierarquica de agrupamentos € um dos algoritmos

mais utilizados, que resulta em agrupamentos nos quais variaveis ou individuos sao
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adicionados em sequéncia, considerando a hierarquia do agrupamento (AHMED et

al., 2019).
aplicados os métodos estatisticos EIbow method, Gap statistic e Silhouette method o

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

Na busca por um nuamero O6timo para a quantidade de clusters, foram
escolha dos pontos de maxima curvatura (WANG et al., 2009) da largura média da

silhueta para facilitar a analise das amostras.

Figura 12 — NUmero ideal de cluster através do Silhouette method
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Na anadlise estatistica algumas amostras se apresentaram inicialmente fora de
clusters, porém, apds a execuc¢do, apos a execucao do numero 6timo de clusters,
estas foram posteriormente agrupadas a um. Os resultados dos agrupamentos por
nivel de similaridade podem ser visualizados na Figura 13.

Para a analise detalhada da similaridade das variaveis analisou-se
individualmente cada cluster, elaborando grupos de concentracfes altas e baixas
dos elementos quimicos Mn, Fe, Zn, Se, Cu, Br, Cr e Rb, e suas relagbes com

pesos e comprimentos das espécies.
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Figura 13 — Dendograma gerado com as variaveis comprimento, peso e elementos quimicos da
espécie Curimbata (Prochilodus lineatus)
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Analisando o cluster 1 verifica-se as similaridades dos niveis de maiores
concentracfes 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 analise 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 correlagdes entre os
cinco elementos quimicos, 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 niveis de concentracédo 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 correlagbes foram apresentadas em trés 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 concentracdes baixas no cluster 2 foram evidenciadas as correlacdes
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 correlacdes, 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 REFERENCIA CERTIFICADO (MRC) E VALIDACAO
DA TECNICA

A primeira etapa deste estudo objetivou a avaliagdo da exatiddo do método
realizada por teste de recuperacdo e comparacdo com material de referéncia
certificado (MRC). Durante a avaliacdo do procedimento, utilizou-se padréo sélido de
referéncia e certificado, dessa forma para o prosseguimento das andlises o
tratamento de amostras seguiu-se conforme o protocolo de preparo de amostras a
fim de evitar erros no procedimento, e conferir acuracia e precisdo nos resultados
obtidos.

As Tabelas ao longo do presente tdpico, ilustram os resultados referentes as
concentracbes elementares obtidas a partir das leituras de cinco tempos (200s,
400s, 600s, 800s e 1000s) no padrao certificado so6lido (ERM®-BB422) e na amostra
001 de tecido muscular de curimbata (Prochilodus lineatus) utilizando a metodologia
aferida a partir da técnica de TXRF.

A estratégia abordada na realizacdo dos procedimentos analiticos e
espectrométricos consistiu na utilizacao de triplicatas experimentais e averiguacao
do desvio-padrdo entre as réplicas. Fato que possibilitou a verificacdo da precisao e
consequentemente da reprodutibilidade da metodologia de analise desenvolvida; e a
comparacao dos valores obtidos em relacdo aqueles descritos no certificado oficial
do material certificado (Anexo A), o que infere confiabilidade na parte da acuracia
analitica.

A segunda etapa do estudo referiu-se a aplicacdo da metodologia avaliada
previamente na primeira parte do estudo, ao tecido muscular da espécie curimbata
(Prochilodus lineatus). Foi utilizada metodologia similar ao avaliado com o padréo

sélido certificado ERM-BB422, uma vez que esta é uma matriz similar.
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Foi realizado previamente uma avaliacdo do controle de qualidade no S2
PICOFOX, para a verificacdo da acuracia, constatando-se que os valores medidos
estavam dentro da faixa de variagdo permitida pelo fabricante (menos de 10% de
variagdo nos valores de concentragcdo quantificada utilizando os discos de teste
Kraft). A perda de sensibilidade esteve abaixo da faixa maxima recomendada (de
20%), e a correcdo de ganho manteve-se dentro da faixa de confiabilidade do
equipamento. Estando nas condi¢gfes instrumentais ideais de uso, pode-se atenuar

os desvios nos valores esperados a partir das leituras realizadas.

5.4.1 Mdusculo de peixe (FISH MUSCLE)

O Material de Referéncia Europeu ERM-BB422 (muasculo de peixe) foi
produzido e certificado pelo Instituto de materiais e medi¢des de referéncia (IRMM)
do Centro Comum de Investigacdo da Comissdo Europeia, conforme os principios
estabelecidos nas orientacdes técnicas sobre materiais de referéncia europeus entre
BAM-IRMM-LGC. A espécie Pollachius virens (Saithe) foi utilizada para o preparado
do po liofilizado da amostra, resultando em cerca de 10 g de musculo de peixe.

O material usado para a producéo das referéncias certificadas ERM-BB422 foi
capturado na area do Atlantico Nordeste Europeu. Em seguida, o material foi
processado (filetado), liofilizado e moido nas instalagbes do JRC-IRMM, Geel,
Bélgica.

O material foi aplicado para a validacdo de métodos analiticos e no controle de
desempenho (Anexo A). Dentre as informac¢fes, recomenda-se para a determinacéo
de massa, a pesagem de uma aliquota de aproximadamente 1 g em uma balanca
analitica seguida de secagem da amostra em estufa a presséo atmosférica (103° C)
até atingir massa constante.

A incerteza certificada € 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 | (iodo) correspondente a um
nivel de confianca de 95% estimado de acordo com o ISO/IEC Guia 98-3, sendo, as
fracbes de massa certificadas corrigidas para o teor de agua do material, e
expressas como massa seca.

Através do conjunto de dados obtidos em laboratorio diferente e/ou com um
meétodo diferente de determinacdo gera-se o valor médio certificado. O valor
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certificado e sua incerteza sdo rastreaveis ao Sistema Internacional de Unidades
(Sh.

Foram realizados testes para investigacdo da influéncia do tempo de leitura na
identificacdo dos picos para a geragdo de resultados, e estes para valores de
recuperacédo. Verificou-se que o tempo ideal € de 1000s para a leitura dos discos

pelo TXRF. Os valores de recuperacao obtidos sdo apresentados na Tabela 10:

Tabela 10 — Comparac¢édo entre a concentracdo de elementos medidos e do material de referéncia

ERM-BB422
Elementos V?Ior'es de Valores medidos por Recuperacio %
Referéncia (mg/kg) TXRF (N=4)
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 14+04 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 recuperacao encontrada foi do elemento Zn com 52%, seguido pelo Cu
e Fe com 59 e 140%, verificando a concentracéo de todos os elementos analisados
apresentou-se na faixa de poucos mg/kg, sendo assim, faixas com menores
concentracbes o efeito do Background é maior, ocasionando os desvios. Os
resultados de Zn e Fe ndo foram condizentes com o esperado, sendo possivel que a
guantificacdo destes ndo se aproximaram dos valores encontrados pelo material
certificado, mesmo em faixa de 160 mg/kg.

Em TXRF os valores obtidos para a concentracédo elementar estédo diretamente
ligados ao numero de camadas atbmicas do elemento quimico, e consequentemente
as transicoes particulares de cada atomo. Dessa maneira, atomos leves sao
mensurados utilizando as linhas Ka, enquanto os elementos mais pesados sao
quantificados por linhas La. Neste estudo foram mensurados valores para 0s
elementos da linha Ka.

Como a energia emitida pela fonte de radiacdo é fixa e penetra menos em
elementos com muitas camadas eletrénicas, ndo € possivel a geragcédo de transicdes

do tipo Ka. Na Figura 14, é possivel notar no espectro que a regido de 0 a 5 keV
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apresenta grande quantidade de linhas espectrais. Isso se deve ao fato de que as
linhas Ka dos elementos mais leves possuem energia proxima as linhas La dos
elementos mais pesados.

Algumas caracteristicas visiveis na geracdo de espectros em TXRF sao
facilmente notadas, sendo que com tubo de molibdénio, é possivel verificar que
existem 3 picos comuns: (1) do proprio molibdénio, que esta contido no tubo pelo
gual passam os raios X; (2) de silicio, do qual é constituido o detector, e por fim (3)
de argbnio, que esta presente no ar. Entretanto, havera nos espectros, o pico do
padrdo interno que neste estudo foi de galio. Seguindo-se a presente metodologia,
foi possivel a identificacdo de uma vasta gama de elementos quimicos, conforme
Figura 14.

Figura 14 — Espectro de TXRF para amostra de tecido muscular de curimbata (Prochilodus lineatus).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados da avaliacéo de risco obtidos nesse estudo permitem concluir que o
Zn foi o elemento que apresentou alto valor, porém este ndo esteve acima do limite
maximo permitido de THQ.

Na analise de agrupamento observando os grupos de concentracdes altas e
baixas dos elementos quimicos Mn, Fe, Zn, Se, Cu, Br, Cr e Rb verificou-se que a
similaridade em elementos com maiores niveis de concentragdo foi vista no cluster 2
nas amostra.

A menor recuperacdo encontrada foi do elemento Zn com 52%. Os resultados
de Zn e Fe n&do foram condizentes com o esperado, pois a quantificacdo destes néo
se aproximaram dos valores encontrados pelo material certificado, mesmo
apresentando a faixa de 160 mg/kg.

Contudo para estudos futuros analises de aguas e sedimentos da Bacia do Rio
Vermelho torna-se necesséario para indicar se ha aumento nas concentracdes de

elementos tragos.
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