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Study of the Distribution of Metals in Tissues of Fish from Amazon Region

Abstract: The purpose of this study was to evaluate the levels of Al, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, Pb and Zn in 15
samples of five fish species (Brachyplatystoma rousseauxii, Brachyplatystoma filamentosum, Cynoscion
leiarchus, Brachyplatystoma vaillanti e Colossoma macropomum) obtained in municipal market of Belém
(Para State, Brazil). These samples were digested in a cavity microwave oven using a 3.5 mol L™ nitric acid
solution and concentrated hydrogen peroxide. Total concentrations of the studied elements were determined
by flame atomic absorption spectrometry (FAAS) and graphite furnace atomic absorption spectrometry (GF
AAS). The contents of the elements in fish samples ranged from 90.12-2497.09 pg g for Al, 114.05-7100.10
ug g* for Ca, 43.2-150.1 pg g™ for Cu, 22.26-4296.62 g g for Fe, 514.03-7520.13 pg g"* for Mg, 20.05-20.08
ug g for Mn, 227.93-7315.56 pg g" for Na, 0.54-11.81 pg g~ for Pb, and 7.46-129.74 ug g for Zn. Results
show that higher levels of the elements studied were found in the liver and lower levels in the muscle of fish.
Principal component analysis (PCA) and hierarchical cluster analysis (HCA) were applied to check correlations
between mineral composition, length and mass of fish samples studied.

Keywords: Fish; metals; FAAS; GF AAS; multivariate analysis.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar os teores de Al, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, Pb e Zn em 15 amostras de cinco
espécies de peixes (Brachyplatystoma rousseauxii, Brachyplatystoma filamentosum, Cynoscion leiarchus,
Brachyplatystoma vaillanti e Colossoma macropomum) obtidos em mercados municipais de Belém (Estado do
Para, Brasil). Estas amostras foram digeridas em um forno de micro-ondas com cavidade, usando uma solu¢do
3,5 mol L™ de &cido nitrico e peréxido de hidrogénio concentrado. Os teores totais dos elementos estudados
foram determinados por espectrometria de absor¢do atémica com chama (FAAS) e espectrometria de
absor¢do atémica em forno de grafite (GF AAS). As concentragdes dos elementos nas amostras de peixes
variaram de 90,12-2497,09 pg g para Al, 114,05-7100,10 pg g™ para Ca, 43,2-150,1 pg g para Cu, 22,26-
4296,62 pg g para Fe, 514,03-7520,13 ug g* para Mg, 20,05-20,08 g g~ para Mn, 227,93-7315,56 pg g para
Na, 0,54-11,81 pg g'1 para Pb e 7,46-129,74 ug g'1 para Zn. Os resultados mostraram que os teores mais
elevados dos elementos estudados foram encontrados no figado e os menores teores no musculo de peixes.
A anadlise de componentes principais (PCA) e analise hierdrquica de agrupamentos (HCA) foram aplicadas para
verificar correlagdes entre composi¢do mineral, comprimento e massa das amostras de peixes estudadas.

Palavras-chave: Peixe; metais; FAAS; GF AAS; analise multivariada.
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1. Introdugao

Os habitos alimentares estdo entre as
principais preocupacbes do ser humano,
principalmente em relagdo a ingestdo de
nutrientes. O peixe se destaca entre os
alimentos de fundamental importancia." O
peixe € um alimento nutritivo e altamente
essencial em uma dieta balanceada, sendo
uma importante fonte de proteinas e lipideos
de alto valor biolégico, com longa cadeia de
acidos graxos poliinsaturados, e também
vitaminas lipossoltveis.” Estudos indicam que
populagdes com uma dieta de peixe tém um
menor risco de doenca cardiaca, hipertensao

e cancer.’?

Os peixes estdo em diferentes niveis na
cadeia alimentar, com algumas espécies na
parte superior e outras na parte inferior da
cadeia. O metabolismo dos peixes pode
acumular grandes quantidades de metais
através do consumo de agua, comida e
sedimentos. No entanto, os metais essenciais
e ndo essenciais também sdo absorvidos
pelos peixes e se acumulam em seus tecidos.*
Estudos mostram que a acumulagcdo de
metais nos tecidos depende, principalmente,
da concentragdo do metal na agua, do
periodo de exposicdo, e alguns fatores
ambientais, tais como a salinidade, pH,
dureza e temperatura.’
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Os niveis de metais em amostras de
tecidos de peixes tém sido amplamente
relatados na literatura.®™® Tiirkmen et al.
(2009) determinaram a composicdo mineral
em tecidos de 12 espécies de peixes dos
Mares Egeu e Mediterraneo.™ Os resultados
mostraram que as concentra¢cdes dos
elementos nos musculos de peixes foram
menores do que nos figados. Alguns estudos
sdo referentes aos teores de metais
encontrados em peixes da regido
amazodnica.”*?° Barros et al. (2010) avaliaram
os teores de Al, Cd e Cr em tecidos de peixes
das espécies Serrasalmus spp., Potamorhina
spp. e Cichla spp. coletados no rio Gelado na
Floresta de Carajas no Estado do Para.”* Os

autores encontraram altos teores dos
elementos determinados em todas as
espécies de peixes estudadas. A

determinacdo das  concentragbes de
elementos essenciais e tdxicos em peixes da
regido amazonica pode auxiliar na elucidacao
do ciclo desses elementos no meio aqudtico e
da dinamica de interagdo com os organismos
vivos locais.

Para avaliar o potencial nutricional dos
peixes estudados, o presente estudo buscou
determinar os teores de Al, Ca, Cu, Fe, Mg,
Mn, Na, Pb e Zn nos tecidos de cinco espécies
de peixes mais consumidos nesta regidao do
Brasil por FAAS e GFAAS empregando
solugdes de acido nitrico diluido para a
digestao das amostras. Métodos
multivariados como a andlise de
componentes principais (PCA) e andlise
hierarquica de agrupamentos (HCA) foram
aplicados aos resultados obtidos dos teores
de metais, massa e comprimento dos peixes
para melhor interpretar e evidenciar
possiveis correlagdes entre estas variaveis e
as espécies de peixes estudadas.

2. Material e métodos

No total, 15 amostras de cinco espécies de
peixes oriundos de rios de dgua doce foram
estudadas:  dourada  (Brachyplatystoma
rousseauxii),  filhote  (Brachyplatystoma

Vo

filamentosum), pescada branca (Cynoscion

leiarchus), piramutaba (Brachyplatystoma
vaillanti) e tambaqui (Colossoma
macropomum). Os peixes foram obtidos

inteiros nos mercados municipais de Belém
(Para, Brasil). Todas as amostras foram
coletadas no mesmo dia, onde foram
armazenadas em sacos pldsticos pré-limpos,
levadas para o laboratdrio e mantidas sob
refrigeracdo a -20 °C. Dados biométricos
foram determinados, como peso (kg) e
comprimento total (cm), que foram obtidos
antes da dissecacdo dos tecidos. Para cada
espécie, trés grupos de amostras foram
analisados. Para analise, os tecidos dos
peixes (branquias, figados e musculos) foram
separados e, em seguida, foram liofilizados
usando um liofilizador (L101, Liotop, Sdo
Carlos, Brasil) por 72 horas. Apds a
liofilizacdo, os tecidos foram pulverizados e
armazenados.

A digestdo das amostras de tecidos de
peixes foi realizada em um forno de micro-
ondas com cavidade (Start E, Milestone,
Sorisole, Italia). Uma massa de
aproximadamente 0,250 g de amostra foi
pesada e introduzida no frasco de reacao e
4,0 mL de solucdo 3,5 mol L' HNO; e 4,0 mL
de H,0, concentrado foram adicionados. O
programa de aquecimento empregado
consistia em 3 etapas: 800 W, 200 °C por 10
min; 800 W, 200 °C por 15 min e ventilagdo
por 50 min. Os digeridos foram transferidos
para os frascos volumétricos e diluidos para
14,0 mL com agua desionizada. Os brancos
analiticos foram preparados pelo mesmo
procedimento sem adi¢do da amostra.

Os teores de Al e Pb foram determinados
nos digeridos usando um espectrometro de
absorc¢ao atémica com atomizagdo
eletrotérmica em forno de grafite (SpectrAA
240Z, Varian, Mulgrave, VIC, Australia)
equipado com amostrador automadtico e
corretor de fundo com efeito Zeeman
(Varian, Australia). Como fontes de radiagdo
foram utilizadas lampadas de catodo oco
(Varian, Austrdlia). O programa de
aquecimento e os parametros instrumentais
do GF AAS foram otimizados para cada
elemento.
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Um espectrometro de absorcdo atémica
com chama (SpectrAA 220, Varian, Mulgrave,
VIC, Australia) equipado com lampada de
deutério como corretor de fundo foi utilizado
para a determinacdo de Ca, Cu, Fe, Mg, Mn,
Na e Zn. Para eliminar as interferéncias de
ionizagdo na determinacdo de Na foi
adicionado as amostras, aos padrées e ao
branco uma solugdo de KCl 1% (m v'') (Impex,
Brasil). La,0; (Synth, Brasil) e HCl (37% m v™)
(Quimex, Brasil) foram usados para preparar
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uma solucdo estoque de LaCl; (10% m v?)
usada na diluicdo dos digeridos das amostras,
padrées e branco na determinagdo de calcio
e magnésio quando a chama ar/acetileno é
usada a fim de inibir a interferéncia quimica
de alguns ions que podem estar presentes
nas amostras.

Os parametros instrumentais
estabelecidos para a determinacdo de Al, Ca,
Cu, Fe, Mg, Mn, Na, Pb e Zn sdo apresentados
na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros instrumentais para determinacao de Al, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, Pb e

Zn nos peixes estudados por FAAS e GF AAS

Comprimento

Corrente da

Resolucdo espectral

ALCIES de onda (nm) [ampada (mA) (nm)
Ca 422,7 10,0 0,5
Cu 324,8 4,0 0,5
Fe 2483 10,0 0,2
Mg 285,2 4,0 0,5
Mn 279,5 20,0 0,2
Na 589,6 10,0 1,0
Zn 213,9 5,0 0,5
Al 257,4 10,0 0,5
Pb 217,0 3,0 1,0

Condigées para GF AAS Al Pb

Fluxo do gas (L min™) 3,0 3,0
Volume da amostra (uL) 20 20

Modificador (L) - 5

Programa de aquecimento (°C) (Rampa (s), Patamar (s))

Secagem 95 (5, 2) 90 (5, 10)
Secagem 120 (8, 10) 120 (15, 25)
Pirdlise 1400 (5,5) 1000 (2, 5)
Atomizacdo 2500 (0,5, 2) 2100 (0,5, 2)
Limpeza 2600 (1, 3) 2200 (1, 2)

Todos os reagentes utilizados foram de
grau analitico. Todas as diluicdes foram feitas
utilizando agua destilada-desionizada

(resistividade 18,2 MQ. cm), obtida a partir
de um sistema de purificacdo de agua ELGA
(Elgastat, Inglaterra). As solugbGes acidas

Rev. Virtual Quim. |Vol 7| |[No. 6| |1935-1951|



Cruz, A. S. et al.

foram preparadas utilizando HNO; (Quimex,
Brasil) purificado em destilador de quartzo
empregando-se um sistema de sub-destilacdo
(Quimis, Brasil). Como agente oxidante foi
utilizado H,0, 30% (m v) (Impex, Brasil). As
solucBes analiticas de referéncia para
obtencdo dos modelos de calibragdo foram
preparadas a partir de diluicdes adequadas
da solucdo estoque contendo 1000 mg L™ dos
metais Al, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, Pb e Zn
(Specsol, Sdo Paulo, Brasil).

A exatiddo das medidas por FAAS e GF
AAS foi avaliada através de ensaios de adicao
e recuperacdo dos analitos, onde foram
adicionadas  aliquotas conhecidas dos
mesmos nos digeridos.

Para o tratamento estatistico dos
resultados presente neste estudo, foram
utilizados recursos bdsicos de estatistica
descritiva e métodos multivariados, como
andlise de componentes principais (PCA) e
anadlise hierarquica de agrupamentos (HCA),
utilizando-se o software Statistica 8.0
(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). O nivel de
significancia obtido para andlise estatistica
dos dados foi de p < 0,05.

3. Resultados e discussao

3.1. Avaliagdo dos teores totais em
peixes

As concentragdes de Al, Ca, Cu, Fe, Mg,
Mn, Na, Pb e Zn nas branquias, nos figados e
nos musculos das cinco espécies de peixes
sdo apresentados na Tabela 2. Os resultados
obtidos mostraram que as concentrag¢des dos
elementos nos figados das espécies
estudadas foram maiores do que nas
branquias e musculos. Por outro lado, as
concentragdes de chumbo foram maiores nas
branquias.

Vo

A toxicidade de Al nos seres humanos esta
relacionada a sua neurotoxicidade e ao
desenvolvimento de doencgas
neurodegenerativas, como o Mal
de Alzheimer.”> N3o ha um nivel maximo de
Al estabelecido na legislagio brasileira.”
Neste estudo, o menor e o maior teor de Al
foi encontrado como 90,12 ug g* e 2497,09
ug g nos figados e nas branquias da espécie
B. rousseauxii, respectivamente. Nos
musculos, os teores variaram de 150,61 pg g™
(B. filamentosum) a 406,08 pg g (C
macropomum). De modo geral, os resultados
obtidos apresentaram valores maiores do
que os teores reportados por outros estudos.
Yilmaz et al. (2010), reportaram que as
concentragdes de Al nos musculos e figados
de peixes da Turquia variaram de 2,23 a 4,93
ug gt e 4,27 a 8,34 ug g, respectivamente.”
Barros et al. (2011), encontraram teores de Al
em peixes do rio Gelado no Estado do Pard
entre 46,07 a 169,89 ug g'l.z1 Segundo
Sparling e Lowe (1996), as dietas de Al
menores que 1000 pg g’ ndo sdo
consideradas prejudiciais.”* Sendo assim, os
musculos das espécies estudadas
apresentaram valores abaixo deste nivel
toxico.

Pb é um dos contaminantes ambientais
gue pode causar varios danos a saude
humana. Ele pode ser acumulado no
esqueleto, sobretudo na medula dssea. Em
excesso, pode ocasionar anomalias
comportamentais, retardando a inteligéncia e
o desenvolvimento mental.”>?® Neste estudo,
a menor concentragdo de Pb foide 0,46 g
g" nas branquias de C. leiarchus enquanto a
maior concentracdo foi de 11,82 pg g nas
branquias de B. vaillanti. Nos musculos, os
teores de Pb variaram de 0,54 a 3,20 pgg’.
Estes resultados estdo de acordo com os
valores obtidos por Repula et al.”’ Porém,
somente duas espécies C. leiarchus e B.
vaillanti apresentaram valores de Pb acima
do limite estabelecido pela FAO (2,0 pg g*)*.
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Tabela 2. Concentragdes médias (ug g*) dos elementos estudados e respectivos desvios padrdo em branquias (bq), figado (fg) e musculo (mc) de peixes
(média+SD, n=3)

Amostras de Peixes

Dourada
[B. rousseauxii]

Filhote (8. filamentosum)

Pescada Branca (C lefarchus)

Piramutaba
(8. vaillanti)

Tambagui
(L. mocroporum)

Massa (kg) (min-mdx)
Comprimenta [cm] {min-max}

2,800 - 3,200
63 - 65

2,200 - 3,850
&4 - 75

2,400 - 3,600
62 - BE

3,200 - 4,000
63 - 65

2,200 - 3,800
54 - 57

Elementos

Ca

Cu

Fe

Mn

Ma

Zn

Al

Pb

Tecidos

bg
fg
mgc

bg
fg
mc

bg
fe
mc

bg
fg
mc

bg
fe

mc

by
fg
mc

bg

mc

by
fg
mc

bg
fe
mc

3916,66 + 175,02
891,20 + 46,66
774,13 £ 51,79

= 0,52
43,2161
<0,52

1575,00 + 61,08
3262,25 + 96,05
<241

767,43 £ 46,00
1003,76 + 12,81
1396,05 + 80,08

<0,81
<081
=0,81

67815 + 193,43
3663,46 1 105,71
1272,20 + 107,51

19,05 + 0,66
79,66 £ 1,24
15,05 + 0,85

249709 + 40,22
20,12+ 17,52
178,83 + 5,98

< 0,09
4,55 + 0,04
1,99+0,13

5540,30 + 272,36
988,03 * 73,66
692,90 £ 60,24

< 0,52
=052
<052

336,66 + 10,81
1526,14 + 70,75
1426,82 + 33,00

592,80 %+ 15,18
£49,06 + 29,07
1258,46 * 43,66

=081
=081
= 0,81

#315,56 + 79,08
8168,1 + 1519
2679,26 + 27 6E

37,33 £1,35
78,68 £ 3,01
3533 +1,33

< 0,02
397,35 % 12,71
150,61 + 5,70

5,21 0,63
= 0,09
1,18 # 0,02

5065,02 + 166,48
3GE6,30 + 125,23
224823 + E5,26

= 0,52
= 0,52
<052

508,06 + 20,05
2003,13 + 42,66
232,26 + 1,67

995,06 + 43,5
514,03 £ 6,9
1079.86 + 56,33

20,08 + 0,89
=081
=081

2808,26 + 23,06
220663 + 21,5
IT1,76 £ 27,6

48,00 £ 0,33
96,53 + B.42
10,64 + 0,28

= 0,02
194,78 + B.06
= 0,02

= 0,09
=0.09
2,54 +0,17

G971,06 + 136,08
617,01 + 46,33
497,13 +£ 41,33

< 0,52
150,1 £ 10,2
< 0,52

3257,32 £ 89,00
4296.62 # 73,33
526,66 + 58,66

7520,13 2 29,41
963,23 4419
124833 # 16,00

<0,B1
<0.B1
<0,B1

38014321731
353563 £93.7
227,93 22,71

47,06 11,14
33,33 £2,05
11,28 + 0,40

15302,36 * 34,05
BEB7,28 £+ 36,75
342,82 + 11,67

11,81 + 0,B7
< 0.,09
3,20+ 0,37

T100.10 + 62.41
114,05 * 18,456
266,66 + 24,21

< 0,52
< 0,52
< 0,52

341,48 + 4,10
2123,33 + 16,73
152,05 * 3,66

2446,23 + 26,21
530,71 % 1546
120733 + 20,08

20,05 + 0,67
< 0,81
=081

1024,66 + 36,33
1783,61 + 31,66
<047

B3,36 £ 6,25
125,74 £ 5,33
746 0,21

291,57 * 1,06
129,64 + 18,03
406,08 + 0,01

4,54 £ 0,15
< 0,09
0,54 # 0,04

*LOD = limite de detec¢do
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Cu é um elemento essencial, necessario
para a sintese de hemoglobina. As fontes
mais ricas de Cu sdo os moluscos,
especialmente ostras e crustaceos.”” Neste
estudo, somente os figados das espécies B.
rousseauxii (43,2 pg g") e B. vaillanti (150,1
pg g') apresentaram concentracio de Cu
acima do limite de detecgdo. Estes resultados
estdo acima do limite de toxicidade definido
pela FAO que é 30 ug g*.% Kalay et al. (1999),
em um estudo realizado com peixes do
género Mugilidae observaram que as
concentragdes de Cu eram maiores no figado
do que nos outros tecidos de peixes.”
Segundo os autores, o figado, assim como a
branquia, acumula poluentes de varios tipos

em doses mais elevadas do que as
encontradas no meio ambiente. Este tecido
tém um importante papel no
armazenamento de contaminantes,
desintoxicacao, redistribuicao e
transformacdo  desses elementos no

organismo.30

A deficiéncia de Fe estd frequentemente
associada a anemia, que pode reduzir a
capacidade de trabalho e prejudicar o
desenvolvimento intelectual.”® Neste estudo,
as concentragdes de Fe nos musculos das
espécies estudadas variaram de 20,1 pg g*
no musculo de C. leiarchus a 1430,2 pg g™ no
musculo de B. filamentosum. Entretanto, a
maior concentracdo (4300,1 pg g"') foi
encontrada no figado da espécie B. vaillanti.
Estes valores sao maiores do que os teores
reportados na literatura.>**> Dural et al.
(2007), encontraram niveis de Fe em peixes
da lagoa Tuzla variando de 7,00 a 383,7 pg g’
13 Rashed (2001), determinou Fe em
diferentes tecidos de peixes do lago Nasser
onde os valores encontrados variaram de
2,18-12,7 ug g*.>* Tariq et al. (1996), estudou
as concentragdOes de ferro em 19 espécies de
peixes capturados no Rio Indus no Paquistdo
qgue variaram de 0,18-6,31 ug g'l. > Esta
discrepéancia pode ser explicada devido o teor
de Fe variar dependendo da espécie, dos
individuos e do periodo de amostragem.”

Mn é um elemento traco essencial que
pode ser encontrado em todos os tecidos e
estd envolvido na funcdo de numerosos

Vo

sistemas organicos. Atua como antioxidante
celular e também pode ajudar a regular o
teor de acticar no sangue.*® Neste estudo,
somente as branquias das espécies C.
leiarchus (20,01 pg g') e C. macropomum
(20,05 pg g"') apresentaram valores acima do
limite de detecgdo. Estes valores encontrados
de Mn foram maiores do que os teores
encontrados por outros autores.’”*® Os
teores de Mn encontrados por Ashraf et al.
em varias espécies de peixes do Rio Indus
variaram no intervalo de 0,021-0,821 pg g*.*
Em peixes dos Grandes Lagos da Masuria na
Polbnia,

tuczynska et al. (2009) obteve teores de

Mn que variaram de 0,5 a 1,2 pg g .* lkem e

Egiebor  (2005), relataram que as

concentragdes de Mn encontradas em peixes
-1 41

variaramde 0,01 a 2,55 ugg .

Zn é um elemento essencial para animais
e seres humanos, atuando no centro ativo de
mais de 300 enzimas.*” Neste estudo, as
menores e maiores concentragdes de Zn
encontradas foram 19,4 ug g' em B.
rousseauxii € 90,1 ug g'1 em C. macropomum
para as branquias, 50,7 pug g em B. vaillanti e
220,3 pg g' em B. filamentosum para os
figados e 5,1 ug g* em B. rousseauxii e 50,3
ug g' em B. filamentosum para os musculos.
Kebede e Wondimu (2004), encontraram
concentragdes de Zn variando de 34,9 a
116,0 pg g em tecidos de tilapia dos Lagos
Awassa e Ziway na Etiépia.”” Miniadis-
Meimaroglou et al. (2007), obtiveram um
teor de Zn de 6,1 pg g em musculo P.
Pagrus.**  Fernandes et al. (2007),
encontraram concentragées de Zn variando
de 10,7 e 36,4 ug g em musculos e figados
de peixes da lagoa costeira de Esmoriz-
Paramos em Portugal.® Os valores
encontrados na literatura sdao geralmente
mais baixos do que os valores deste estudo.
Esta diferenca pode estar relacionada com a
espécie de peixe estudada, com a qualidade
da agua (pH, temperatura), o periodo da
coleta e entre outros fatores. Cronin et al.
(1998) sugeriram que as concentracdes deste
elemento em peixes podem variar conforme
a profundidade do habitat.*®
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Os valores obtidos mostraram que Ca, Mg
e Na foram os elementos essenciais mais
abundantes nas espécies de peixes
estudadas. O maior teor de Ca (7100,1 pg g™)
foi encontrado nas branquias de C
macroporum, enquanto que o menor valor
(114,05 pg g*) foi encontrado nos figados da
mesma espécie. Mg apresentou o maior valor
(7520,12 ug g') nas branquias de B. vaillanti
e 0 menor valor (514,03 ug g') nos figados de
C. leiarchus. Em relacdo ao Na, a maior
concentracdo (8168,1 pg g") foi encontrada
nos musculos de B. filamentosum e a menor
concentracdo (227,93 pg g"') nos musculos de
B. vaillanti.

Cruz, A. S. et al.

Altas concentragdes de elementos
metadlicos nos musculos de peixes podem ser
detectadas quando possuem uma elevada
contaminacdo nos 6rgdos acumuladores no
ambiente aquatico. Por isso, foi calculado o
fator de bioconcentracio do figado em
relacdo ao musculo para as espécies de
peixes estudadas (Tabela 3). Os fatores de
bioconcentracdo (FBC) dos elementos
estudados nas amostras foram calculados
segundo a equacgio abaixo:*"*

FBC = Cﬁgado / Cnisculo

Tabela 3. Fatores de bioconcentracdo (figado/musculo) e valores de indice de poluicdo
metadlica (IPM) para Al e Pb em tecidos de peixes

Espécies de IPM IPM IPM
Al Ca Fe Mg Na Pb Zn
Peixes Mdusculo®  Figado® Branquias®

B. rousseauxii 05 1,15 NC 0,71 2,87 2,28 5,29 18,86 20,24 NC
B. filamentosum 2,63 1,42 1,06 0,67 3,05 NC 2,22 13,33 NC NC
C. leiarchus NC* 1,63 89,9 0,47 5,93 NC 9,07 NC NC NC

B. vaillanti 2,53 1,24 8,15 0,77 17,26 NC 3,48 33,12 NC 149,88

C. macropomum 0,32 0,42 11,5 0,44 NC NC 17,39 14,80 NC 36,38

*NC = N3o calculado (apresentaram valores abaixo do limite de detec¢do); ® Acimulo dos
elementos metdlicos nos tecidos de peixe foi calculado usando os valores das médias das

amostras.

O fator de bioconcentragdo do figado em
relagdo ao musculo variou de 0,5-2,63 para
Al, 0,42-1,63 para Ca, 1,06-89,9 para Fe, 0,44-
0,77 para Mg, 2,87-17,26 para Na e 2,22-
17,39 para Zn. Para o Pb, somente a espécie
B. rousseauxii apresentou um FBC do figado
em relacdo ao musculo que foi de 2,28.
Segundo Fernandes et al. (1994), um fator de
bioconcentracao elevado pode causar riscos
de contaminagdao quando associado a um
maior consumo de peixes.48

Para avaliar o nivel de acumulagdo total
dos elementos metalicos nos tecidos dos
peixes foi calculado o indice de poluicdo
metalica (IPM) para os elementos Al e Pb. Os

valores de IPM foram calculados pela
equacdo descrita abaixo:*
IPM = (C1X CoX ....x Cy)*"

onde C, é a concentragdo do metal n na
amostra.

Os valores do indice de poluicdo metalica
no musculo variaram de 13,33 a 33,12
(Tabela 3). Somente a espécie B. rousseauxii
apresentou valor de IPM para o figado que
foi de 20,24. O maior valor de IPM foi
encontrado nas branquias da espécie B.
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vaillanti, confirmando que diferentes tecidos
de peixes podem apresentar diferencas para
acumular elementos metalicos.

Para analisar o risco que a acumulac¢do de
elementos metdlicos podem causar a saude
humana, foram avaliados os valores de
ingestdo semanal toleravel provisional (PTWI)
estabelecida pelo comité de aditivos em
alimentos JECFA (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives).® Este
parametro representa o teor do elemento

Vo

consumido por dia sem prejuizo a saude
humana.>® Para calcular a estimativa de
ingestdo, foi considerado o consumo médio
de peixe de 50 g dia™, o peso corpéreo de 60
kg para individuos adultos e os valores da
média de cada elemento nas amostras de
musculo de uma mesma espécie. A
estimativa da ingestdo semanal toleravel
provisional (ug kg' peso corpdreo por
semana?) e porcentagem do PTWI estdo
apresentados na Tabela 4.

presente no

alimento

que

pode

ser

Tabela 4. Estimativa da ingest3o semanal toleravel provisional (ug kg™ peso corpéreo por
semana ?) e porcentagem do PTWI (considerando o consumo de 50 g de peixe dia™). Valores
de PTWI para Al = 1000 pg kg™, Fe = 800 ug kg™, Pb = 25 ug kg™ e Zn = 300 - 1000 pg kg™ *°

Espécies de AP N I . % PTWI | % PTWI | % PTWI | % PTWI
peixes Al Fe Pb Zn
B. rousseauxii 1043,1 NC* 11,6 | 87,8 > 100 > 100 46,4 8,78
B. filamentosum | 878,5 | 8323,1 | 6,9 | 206,1 87,8 > 100 27,6 20,61
C. leiarchus NC 129,8 | 14,8 | 62,1 NC 16,2 59,2 6,21
B. vaillanti 1999,7 | 3072,2 | 18,6 | 65,8 > 100 > 100 74,4 6,58
C. macropomum | 2368,8 | 1122,9 | 3,15 | 43,5 > 100 > 100 12,6 4,35

*NC = Ndo calculado (apresentaram valores abaixo do limite de detecgdo)

Pode ser observado na Tabela 4 que o Al e
o Fe foram os elementos que excederam os
valores de referéncia de PTWI para maioria
das espécies estudadas, com exceg¢do das
espécies B. filamentosum para Al e C
leiarchus para Fe atingindo 87,2 e 16,2% do
PTWI, respectivamente. Ndo ha valores de
referéncia de PTWI para os elementos Ca, Mg
e Na.*°

3.2. Figuras de mérito

Os valores do limite de deteccdo (LOD)
(3xSD/a) e quantificacdo (LOQ) (10xSD/a)
foram calculados (Tabela 5), onde SD é o
desvio-padrdo do branco analitico e a é o
coeficiente angular da curva analitica de
calibracdo.>

A exatiddo das medidas por FAAS e GF
AAS foi avaliada pelo método de adigdo e
recuperacdo do analito.”*  Aliquotas
conhecidas de cada analito foram
adicionadas aos digeridos e, em seguida,
realizado a determinagdo de Ca, Cu, Fe, Mg,
Mn e Zn por FAAS e Al e Pb por GF AAS. De
acordo com os resultados, os teores
recuperados sdo aceitdveis e possibilitam
concluir que nio houve interferéncias e/ou
erros sistematicos que afetassem a exatidao
das medidas por FAAS e GF AAS. A Tabela 5
mostra os limites de detecgdo (LOD) e
quantificagdo (LOQ) (ug g”) na determinagio
de Al, Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, Pb e Zn nos
tecidos de peixes e as recuperagcdes obtidas
no método de adi¢do e recuperacao.
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Tabela 5. Limites de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) (ug g*) na determinagdo de Al,
Ca, Cu, Fe, Mg, Mn, Na, Pb e Zn nos tecidos de peixes e as recuperacdes obtidas no método de

adicdo e recuperacgdo

Elemento LOD/LOQ Recuperacgao (%)
Ca 1,59/5,30 87,9-119,0
Cu 0,52/1,74 100,7-104,1
Fe 2,41/8,03 105,4 -120,0
Mg 0,11/0,36 104,1-105,3
Mn 0,81/2,69 83,2-115,8
Na 0,47/1,58 93,4-110,0
Zn 0,16/0,55 94,7-117,8
Al 0,02/0,07 86,4-102,8
Pb 0,09/0,30 92,6-102,1

3.3. Andlise multivariada

Para melhor extracdo de informacdes das
amostras e varidveis e uma avaliagdo mais
minuciosa dos dados, aplicou-se analise de
componentes principais (PCA) e andlise
hierarquica de agrupamentos (HCA) aos
dados experimentais autoescalonados, com o
objetivo de verificar possiveis semelhancas
e/ou diferengas entre as amostras de peixes
de acordo com as correlagGes existentes
entre as variaveis estudadas (massa,
comprimento e teores de Al, Ca, Fe, Mg, Na,
Pb e Zn nas branquias, figado e musculo).

Para realizacdo da PCA e HCA,
primeiramente os dados originais foram
dispostos na forma de uma matriz de ordem
15x23, representando as 15 amostras de
peixes (linhas) e as 23 varidveis estudadas
(colunas), baseados nos valores médios. O
tipo de pré-processamento da matriz de
dados foi o autoescalamento, recurso
utilizado em andlise estatistica onde se
centra os dados na média e divide-se cada

um pelo desvio padrdo, de forma que todas
varidveis passam a ter igual importancia na
discriminacdo das amostras, ou seja, o
mesmo peso.”>® Para realizacio da HCA
utilizou-se o método Ward's, como método
hierarquico aglomerativo e as distancias
Euclidianas normalizadas, como medida de

similaridade para as amostras de peixes.

Inicialmente, a PCA projetou os dados em
um espago com 23 dimensdes no plano (23
PCs), mas somente as duas componentes
principais iniciais (PC1: 40,99%, PC2: 27,76%)
foram mais significativas para a variancia
explicada dos dados, que combinadas
explicou 68,75% da variancia total dos dados
originais, sendo consideradas suficientes para
interpretar os dados obtidos, enquanto as
demais componentes principais foram
consideradas residuos de variancia, pois
pouco contribuiu na interpretacao dos dados,
por esta razao foram excluidas da andlise.

A Figura 1 apresenta o grafico de scores
(Figura 1a) e loadings (Figura 1b) das
amostras de peixes estudadas.
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Figura 1. Graficos dos scores (a) e loadings (b) das 15 amostras de peixes estudadas
(Dourada: DRD1, DRD2, DRD3; Filhote: FLT1, FLT2, FLT3; Pescada branca: PCD1, PCD2, PCD3;
Piramutaba: PMB1, PMB2, PMB3; Tambaqui: TBQ1, TBQ2, TBQ3)

O gréfico dos scores obtido através da
projecdo da PC1 x PC2 apresentado na Figura
la demonstra os pesos da 12 (40,99%) e 22
(27,76%) componentes em relagdo as
variaveis, totalizando 100% da amostragem.
Observa-se claramente no grafico dos scores

a formacdo de dois grupos principais
(destacados em circulos), denominados de
grupos A e B, caracterizando diferengas entre
as espécies de peixes estudadas. Os grupos A
e B estdo divididos de acordo com as
semelhancas e diferencas apresentadas pelas
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amostras da seguinte forma: o grupo A foi
formado exclusivamente pelas amostras
FLT1, PMB2 e PMB3, enquanto o grupo B foi
subdividido em dois subgrupos, B1 (TBQ1,
TBQ2 e TBQ3) e B2 (PCD1, PCD2, PCD3,
DRD1, DRD2, DRD3, FLT2, FLT3 e PMB1).

Através da distribuicdo das amostras no
plano bidimensional verificaram-se
semelhancas entre as amostras pertencentes
ao grupo A, posicionado positivamente na
PC1, ocorrendo a mesma situacdo com as
amostras contidas no grupo B, posicionado
positivamente na PC2, com excecdao das
amostras PCD3, TBQ1, TBQ2 e TBQ3, que
estdo situadas negativamente na PC2.
Acredita-se que a formacdo desses grupos de
amostras estd atribuida as diferencas
encontradas de teores de Al, Ca, Fe, Mg, Na,
Pb e Zn nos tecidos (branquias, figado e
musculo) em relagdo a massa e comprimento
dos peixes estudados.

Na Figura 1b, através da projecdo da PC1 x
PC2, pode ser observado no grafico dos
loadings as varidveis com maior efeito na
discriminagdo das amostras de peixes.
Observa-se na PC1, que explicou 40,99% da
variancia dos dados, que as varidveis
comprimento e massa dos peixes estao
diretamente correlacionadas com os teores
mais elevados para as variaveis Na-bg, Na-
mc, Na-fg, Mg-fg, Ca-bq, Fe-bq, Fe-fg, Al-fg,
Pb-bqg (Tabela 4), que estdo correlacionadas
positivamente com as amostras FLT1, PMB2 e
PMB3 (grupo A), sendo as varidveis mais
significativas para separagao destas
amostras. Na PC2, que explicou 27,76% da
variancia dos dados, as varidveis teores de

Mg-bg, Zn-bgq, Zn-fg, Al-mc estdo
inversamente  correlacionadas com o
comprimento dos peixes e estdo
correlacionadas negativamente com as

Cruz, A. S. et al.

amostras TBQ1, TBQ2 e TBQ3 (subgrupo B1),
enquanto as varidveis teores de Ca-mc, Ca-fg,
Pb-fg e Mg-mc estdo inversamente
correlacionadas com a massa dos peixe e
estdo correlacionadas positivamente com as
amostras PCD1, PCD2, PCD3, DRD1, DRD2,
DRD3, FLT2, FLT3 e PMB1 (subgrupo B2). De
acordo com os estudos de lkem e Egilla
(2008) e Low et al. (2011), as correlagdes de
elementos tracos encontrados em tecidos
com o comprimento e a massa dos peixes,
podem estar relacionadas com sua regulacao
elementar, no qual é afetada pela atividade
metabdlica, as condicdes ambientais e as
necessidades fisiolégicas de cada espécie de
peixe.””*®

Na Figura 2, pode ser observado a
formacdo de dois agrupamentos separados
pela mdaxima dissimilaridade, identificados
como agrupamentos A e B com distancia
Euclidiana normalizada de 9,7. Analisando o
dendrograma no sentido da esquerda para
direita, o agrupamento A apresentou
distancia Euclidiana normalizada de 9,0,
sendo formado pelas amostras de peixes
PMB3, PMB2 e FLT1, as quais demonstraram
menor similaridade quando comparadas com
as demais amostras do conjunto de dados. O
agrupamento B  apresentou  distancia
Euclidiana normalizada de 8,6, o qual foi
formado pelas amostras TBQ1, TBQ2 e TBQ3
(subagrupamento B1) e PCD1, PCD2, PCD3,
DRD1, DRD2, DRD3, FLT2, FLT3 e PMB1
(subagrupamento B2) apresentando maior
similaridade.

Desta forma, as interpretacdes realizadas
através da PCA (PC1 x PC2) para as amostras
de peixes foram confirmadas pelos
agrupamentos formados no dendrograma
(Figura 2) obtido na HCA.
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Figura 2. Dendrograma obtido para as amostras de peixes estudadas a partir das distancias
Euclidianas normalizadas

4. Conclusao

Os resultados deste estudo fornecem
informagdes valiosas sobre a concentracdo
de elementos metdlicos em espécies de
peixes mais consumidos pela populacdo
amazonica. Além disso, estes resultados
também podem ser usados para entender a
qualidade dos peixes e avaliar os possiveis
riscos associados ao seu consumo. Como
esperado, foram encontradas diferencgas
significativas entre os tecidos. Como
esperado, os niveis mais elevados dos
elementos estudados foram encontrados nos
figados e os menores nos musculos das
espécies estudadas.

Os resultados obtidos pela PCA e HCA

mostraram-se eficientes na interpretagao dos
dados originais, possibilitando extrair
informagdes relevantes das amostras de
peixes, considerando os dados analisados.
Desta forma, comparando-se os graficos dos
scores e loadings (PC1 x PC2), combinado
com o dendrograma da HCA, verificou-se a
separa¢do das 15 amostras em dois grupos,
sendo que as varidveis mais significativas
para esta separagdao foram comprimento,
massa, Na-bg, Na-mc, Na-fg, Mg-fg, Ca-bq,
Fe-bq, Fe-fg, Al-fg, Pb-bqg (grupo A) e Mg-bq,
Zn-bq, Zn-fg, Al-mc, Ca-mc, Ca-fg, Pb-fg e Mg-
mc (grupo B). Assim, através da analse da
PCA e HCA foi possivel evidenciar
semelhancas e diferencas entre as cinco
espécies de peixes estudadas.
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