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RESUMO - O consumo de pescados € frequente para pessoas que buscam fontes alternativas de
bem estar e saude por ser um alimento saudavel e fonte 6mega 3. Na exposicdo ao meio
ambiente, o0 peixe esta sujeito a contaminacao por mercurio (Hg) que ocorre através da respiracao
branquial ou pela alimentacéo. Devido a baixa taxa de eliminacdo, o Hg € acumulado a medida que
0s niveis tréficos aumentam na cadeia alimentar. A principal forma de mercurio organico
encontrada em peixes é representada pelo metilmercurio (MeHg), considerada a mais toxica,
sendo de extrema importancia métodos analiticos capazes de identificar e quantificar mercirio em
alimentos. O projeto teve como objetivo 0 desenvolvimento de uma metodologia rapida, simples e
de menor custo, usando a técnica de espectrometria de absor¢cdo atdmica com decomposicao
térmica e amalgamacao (TDA AAS) para a determinacdo de mercurio organico e total em amostras
de 12 espécies de pescados comercializadas em restaurante da cidade de Campinas, SP. Os
maiores niveis de mercurio organico (oHg) e mercurio total (tHg) foram encontrados nas espécies
de agulhdo, atum e bicuda: oHg (856 pg kg™, 683 ug kg*,476ug kg™) e tHg (1011 pg kg™, 902 ug
kg™, 743 ug kg™?), respectivamente. O célculo da razdo oHg/tHg mostrou que as espécies de peixe
nas quais mais predominou a forma organica de Hg foram: namorado (93%), polvo (87%) e
agulhdo (85%). Com relagcdo ao limite maximo estabelecido para tHg pela legislacdo brasileira as

espécies agulhdo, bicuda e anchova apresentaram valores superiores.
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ABSTRACT - Fish consumption is often an option for those who search for healthy alternatives
foods, once it is a good source of essential fatty acids of the w3 series. While exposed to the
environment, fish is subject to mercury (Hg) contamination which can occur through gill breathing or
by feeding. Due to low elimination rate, the higher a trophic level is, more Hg is accumulated in the
food chain. The main form of organic mercury found in fish is represented by methylmercury
(MeHg), which is considered the most toxic form; therefore the development of analytical methods
to identify and quantify mercury in food is extremely important. The present project aimed to
develop a quick, simple and low cost methodology, using thermal decomposition amalgamation
atomic absorption spectrometry (TDA AAS) to determine total and organic mercury levels in 12
different fish samples collected in restaurants in the city of Campinas, SP. The highest organic
mercury levels (oHg) and total mercury (tHg) were found in needlefish, tuna and bicuda species:
oHg (856 ug kg, 683 pg kg*, 476pg kg') and tHg (1011 pg kg®, 902 pg kg™, 743 pg kg™). The
OoHg-tHg ratio showed that organic mercury form predominated in all species, with higher ratios for
sandperch (93%), octopus (87%) and needlefish (85%). Regarding the national regulation limit, the

species needlefish, bicuda and anchovy surpassed the limit value for tHg.

Keywords: Methylmercury, total mercury, fish, TDA AAS, needlefish.

1 INTRODUGAO

A busca por habitos mais saudaveis de alimentacdo é uma tendéncia de mercado e o
consumo de frutos do mar e peixes vem crescendo muito nos ultimos anos (EL MOSELHY et al.,
2014) devido a sua saudabilidade, sendo que o consumo de pescado pode ser considerado uma
importante fonte de proteina, de vitaminas, de minerais e de &cido graxo 6mega 3 (BURGER et al.,
2013).

Contrapondo-se a esses beneficios, a crescente atividade industrial tem provocado
contaminagcdo do meio ambiente, onde alguns compostos quimicos sdo descartados na natureza
poluindo o solo, a agua e consequentemente os animais, como os peixes (DURAN, TUZEN &
SOYLAK, 2014). O mercurio (Hg) pode estar presente na natureza nas formas de mercurio
elementar, mercurio organico e mercurio inorganico (AZEVEDO, NASCIMENTO & CHASIN, 2001).
Essas diferentes formas de Hg podem ocorrer no pescado devido as suas caracteristicas de
bioacumulagcdo e biomagnificacdo ao longo da cadeia alimentar. A espécie orgéanica de Hg é

formada através de reac6es do mercurio inorganico, por um mecanismo de metilagdo bacteriana
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sendo que esse composto se acumula no organismo em maior grau que as outras formas
(JINADASA et al., 2014) e é facilmente absorvido e transportado pelos tecidos (BERNARDI,
TIRLONI & CATTANEO, 2015) podendo ser convertido em metilmercurio (MeHg) que é a sua

forma quimica mais toxica existente.

O consumo de peixes tem sido considerado como principal via de contaminagcdo do homem
por compostos de mercurio, caracterizando-se como fonte de diversos problemas & satde humana
(BURGER et al., 2013).

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras e reagentes

Foram adquiridas 49 amostras de pescados, de 12 espécies diferentes, em restaurantes de
Campinas, SP. Dentre elas estdo presentes as espécies: Salmao (Salmo salar), (n=5), Robalo
(Centropomus sp.)(n=3), Atum (Thunnus thynnus) (n=4), Espada (Trichiurus lepturus) (n=4), Bicuda
(Cynoscion microlepidotus) (n=4), Buri (Seriola lalandi) (n=2) Polvo (Octopus vulgaris) (n=4),
Anchova (Ruvettus pretiosus) (n=3), Dourada (Brachyplathystoma flavicans) (n=3), Tainha (Mugil
platanus) (n=4), Agulhdo (Xiphias gladius) (n=3) e Namorado (Pseudopercis numida) (n=3). Todos
os reagentes utilizados neste estudo foram de grau analitico. A agua foi purificada (18,2 mohmscm)
utilizando um sistema de osmose reversa (Gekara, Sdo Paulo, Brasil). Para a extracdo do MeHg
(oHg) foi usado tolueno (Synth, Diadema, Brasil); solucdo de HCl a 30% (Merck, Darmstadt,

Alemanha) e solucao de L-cisteina a 2,5% (Sigma, Steinheim, Alemanha).

Com relacdo a origem das 12 espécies de pescado comercializadas nos restaurantes,
informacfes foram obtidas através da Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao
Paulo (CEAGESP), que € uma empresa publica vinculada ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento. A localizacdo mais provavel de pesca das amostras de pescado utilizadas neste
estudo foram: espécies de Agulhdo, Anchova, Dourada, Espada, Tainha, Namorado e Buri
procedentes da costa Sul e Sudeste do Brasil; Robalo proveniente do litoral Nordeste; o Salméo
do Chile (Oceano Pacifico); o Atum e o Polvo provém principalmente de regides costeiras do

Sudeste e Sul; e a Bicuda da regido Norte do Brasil.
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2.2 Instrumentacao

Para a determinacdo das espécies organicas de Hg as amostras de peixe foram submetidas
a um procedimento de extragdo em sistema fechado assistido por micro-ondas (Start D, Milestone,
Sorisole, Italia) e para a determinacdo do oHg e tHg foi usado um espectrémetro de absorcéo

atdbmica com decomposigao térmica e amalgamacéo (TDA AAS) (DMA-80, Milestone srl, Itélia).
2.3 Curvas analiticas

As curvas analiticas para a determinagdo do Hg foram preparadas a partir de solugcdo
padrdo certificada de mercurio contendo 1000 mg L™ (Fluka, Sigma—Aldrich, Steinheim, Alemanha)
em solucao 0,5% (v/v) de HNO; purificado em sistema sub-boiling (Distillacid, Berghof, Alemanha).
As curvas analiticas foram construidas em duas células de deteccéo do analisador de Hg DMA-80
nas seguintes faixas de concentracdo conforme a sensibilidade das celas: faixa baixa: 0,5 a 50 ug
kg™ e faixa alta: de 100 a 1000 pg kg™.

2.4 Validagédo dos métodos analiticos

A validacdo dos métodos analiticos foi realizada com base nas recomendacdes do
INMETRO (2011) e consistiu na avaliacdo das seguintes figuras de mérito: precisdo, linearidade
das curvas analiticas, exatiddo (usando materiais de referéncia certificados e testes de

recuperacao) e sensibilidade (limites de detecc¢éo e quantificacao).
2.5 Determinacédo do tHg

As amostras de pescado foram homogeneizadas em processador doméstico até obtencéo
de uma massa uniforme. Na sequéncia foram pesadas no analisador de mercurio (TDA AAS) em
barquinhas de niquel. A massa pesada, variou de 60 a 100 mg em funcéo do tipo de amostra de
pescado. As condi¢Bes analiticas otimizadas do analisador de Hg DMA-80 foram: temperatura de
secagem a 200°C por 60s; temperatura de decomposicdo a 600°C por 180s, temperatura de

dessorgéo a 850°C e detecgdo a 253,7 nm.
2.6 Determinagdo do oHg

Para a analise do oHg as amostras de peixe foram submetidas a um procedimento de
extracdo em sistema fechado assistido por micro-ondas, usando o solvente orgénico tolueno em

meio acido. Nos vasos de extracao de teflon PFA foi pesado, em balanca analitica, 1 g do pescado
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homogeneizado, sendo em seguida adicionados: 8 mL de tolueno, 1 mL de agua desmineralizada e
0,75 mL de solugéo de HCI 30% (v/v). Os vasos foram fechados e transferidos para o extrator de
micro-ondas usando o seguinte programa, com aplicacdo de poténcia de 1000 W: (a) temperatura
ambiente a 110°C por 10 min; (b) mantido a temperatura constante de 110°C por 5 min. Ap6s
resfriamento, os vasos foram abertos, sendo retirada uma aliquota de 4 mL da fase orgéanica e
transferido este volume para um tubo falcon contendo 2 mL de uma solucdo 2,5% de L-cisteina.
Ap0s agitacdo manual, a solucao foi centrifugada durante 6 min a 3500 rpm. Para a determinagéo
da fracdo do oHg no analisador DMA, pesou-se, em balanca analitica, 100 ug da fase aquosa
contendo L-cisteina-oHg em uma barquinha de quartzo. As condi¢cdes otimizadas de leitura no
analisador de Hg foram: temperatura de secagem da amostra 120°C por 60s; temperatura de
decomposicéo 300°C por 180s; temperatura de dessorcéo 850°C por 12s; medida da absorbancia
em 253,7 nm.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na validagdo do método para oHg e tHg foram: LOD (3s) = 2,0 ug
kg'e 0,4 pg kg* e LOQ (10s) = 6,6 pg kg™ e 1,4 ug kg™*, respectivamente; sendo “s” o valor de
desvio-padrédo obtido para 7 repeticbes analiticas de uma amostra de pescado com baixa
concentracdo de Hg. As curvas analiticas apresentaram linearidade (r2 >0,999) nas faixas de
concentracao utilizadas. A exatiddo foi avaliada usando um material de referéncia certificado de
proteina de peixe (NCR DORM-4) com valores certificados de 354 + 31 pg kg™ para metilmercirio e
412 * 31 pg kg™ para mercdrio total. Os valores obtidos experimentalmente foram 333 + 22 ug kg™
para o metilmercurio e 406 + 15 pg kg™ para mercdrio total. Ensaios de recuperacéo para MeHg em
trés niveis de fortificacdo (10, 100 e 1000 ug kg™) apresentaram recuperacéo do método entre 94 e
111% e nao foi observado interconversao entre as espécies de Hg. A precisdo do método avaliada
em dois dias distintos com um total de 16 repeti¢cdes analiticas foi de 9% e 5,5% para metilmercurio

e mercurio total, respectivamente.

Os resultados obtidos nas andlises de mercurio organico e total presentes nas amostras
de pescado, coletados em restaurantes da cidade de Campinas-SP estdo apresentados na Tabela
1, onde se pode verificar as médias e intervalos para os valores de mercurio total e organico, além
da proporcéo entre a forma orgéanica e a total do mercurio presente em cada uma das espécies de
pescado estudada. Neste estudo foram avaliadas entre 2 a 5 amostras para cada espécie de peixe

conforme a disponibilidade para aquisicdo das amostras em restaurantes.
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As espécies de peixe que apresentaram os maiores niveis da forma quimica mais téxica do
Hg, ou seja, o mercurio organico, foram o agulh&o com um intervalo de 601 a 1336 pg kg™®, o atum
com resultados que variam de 265 a 1339 pg kg™ e a Bicuda 200 a 687ug kg™. Os menores teores
foram encontrados nas amostras de tainha onde o valor ndo foi detectado (ND) e no salmdo com
resultados no intervalo de 6,1 a 10,1 ug kg™ para oHg. As maiores razdes entre mercirio organico
e mercurio total (oHg/tHg) foram observadas para as espécies: namorado 93%; agulhdo 85% e

polvo com 87%.

Tabela 1. Nimero de amostras (N), valores médios e desvio padrédo (ug kg'l) e intervalo de concentracéo
obtidos para mercurio total (tHg, em pg kg'l) e organico (oHg, em ugkg'l) e proporcao oHg/tHg para as 12
espécies de pescado estudadas.

tHg OoHg
Peixe N Média £ DP Intervalo Média + DP Intervalo oHg/tHg
Salméao 5 12,1+2,3 9,3-14,7 75+1,6 6,1-10,1 62%
Robalo 5 36 +£20 05 - 60 24 +14 6,6 - 30 67%
Atum 5 902 + 704 312 -1768 683 + 523 265 - 1379 76%
Espada 4 189 + 144 109 - 406 145+ 116 79 - 319 77%
Bicuda 5 743 + 286 308 - 1035 476 + 181 200 - 687 64%
Polvo 5 130 £ 96 69 - 301 113 £ 83 59 - 260 87%
Anchova 5 516 + 156 334 -732 332 +£104 191 - 355 64%
Dourada 3 124 + 39 88 - 165 67 £ 29 48 - 101 54%
Tainha 4 4,4+23 22-75 ND ND ND
Buri 2 322 +260 138 - 506 230 £ 175 105 - 353 71%
Namorado | 3 477 £ 44 426 - 505 442 + 20 419 - 458 93%
Agulhdo 3 1011 +£481 677 - 1562 856 + 416 601-1336 85%

N= nimero de amostras analisadas de cada espécie. ND=nao detectado, menor que 6,6 g kg'l

Segundo a Legislacéo Internacional (Codex Alimentarius) (WHO, 2015) os valos méaximos
permitidos de metilmercurio que podem estar presentes em peixes, sem causar danos a saude do
consumidor é de 1 mg kg™ para peixes considerados predadores (agulhdo, atum e peixe espada) e
0,5 mg kg™ para peixes ndo predadores, que ndo estdo situados no topo da cadeia (salmao, polvo,

bicuda, anchova, robalo, tainha, buri e namorado).
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Através da andlise das médias dos resultados obtidos de oHg verificou-se que o0s peixes
considerados predadores desse estudo, o agulhdo, o atum e o peixe espada, apresentaram teores
médios inferiores ao limite maximo permitido pela legislagéo internacional (WHO, 2015), no entanto
esperava-se niveis superiores deste contaminante uma vez que estes sao encontrados em niveis
troficos mais altos e, geralmente, estas espécies permitem maior bioacumulagdo do contaminante
Hg. Este fato provavelmente esta relacionado a idade do peixe no momento de sua coleta e ao

ambiente aquatico onde o peixe se desenvolveu.

A Legislacéo Brasileira, RDC 42/2013 (Brasil, 2013) estabelece limites maximos de mercurio
somente para tHg (0,5 mg kg™ para peixes ndo predadores e 1,0 mg kg™ para peixes predadores).
Foram obtidos valores de tHg acima do maximo estabelecido pela legislacdo brasileira em 3
espécies de peixe: AgulhZio apresentando teor médio de tHg = 1011 pg kg™ (predador), Bicuda com

média de 743 pg kg™ e Anchova com tHg = 516 pg kg™ (n&o predadores).

Os resultados obtidos mostraram que a média da propor¢éao entre oHg/tHg variou de ND a
93% para as 12 espécies de peixe avaliadas neste trabalho, indicando que existe a predominancia
da forma mais téxica do Hg. No estudo de KUBALLA et al. (2011) sobre a presenca de oHg e tHg
foram obtidos valores proximos a este trabalho para a espécie anchova, sendo a razdo oHg/tHg
encontrada de 53%, enquanto para o atum e o salméo foi verificada propor¢céo de 76%. No estudo
de KEHRIG et al.,, (2008), realizado na regido da Amazbnia, com Cichla spp (Tucunar€), a
propor¢cdo de oHg para tHg encontrada foi superior a 70%, indicando que a forma organica é

predominante no musculo dos peixes.

No estudo sobre o acimulo de Hg em amostras de atum (Thunnus albacares), BOSCH et
al.(2016) encontraram concentragdes de tHg compreendidas num intervalo de 0,45 a 1,52 mg kg™.
Ja para o MeHg os valores variaram entre 0,23 a 1,24 mg kg™, que sdo préximos aos intervalos

que foram encontrados no presente trabalho.

4 CONCLUSAO

O método analitico usado para a extragdo do mercurio organico nas amostras de pescado
utilizando o sistema fechado assistido por micro-ondas e quantificacdo por espectrometria de
absorcdo atbmica com decomposicao térmica e amalgamacao permitiu o uso de reduzido volume
de reagentes quimicos, concordando com principios de “quimica verde”; apresentou alta eficiéncia
de extracdo do oHg; reducédo do risco de contaminacdo e do tempo de analise. O estudo revelou

que o peixe agulhdo foi a espécie que apresentou 0s maiores teores para oHg e tHg, com valores
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acima do méximo estabelecido pela legislagdo nacional. Outras amostras que apresentaram niveis
relevantes de oHg foram: atum, bicuda e namorado. Esse estudo indicou que quando ha ocorréncia

de mercurio no peixe, a forma organica, que é considerada a mais toxica, é a predominante.
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