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RESUMO – Sabendo que os peixes são bioacumuladores de contaminantes do ambiente aquático e com isso representam riscos para seus consumidores, podendo ampliar tal poluentes para a cadeia trófica, este estudo tem por objetivo determinar os níveis de cádmio e chumbo presentes na espécie de peixe Acará (Geophagus brasiliensis), tradicional do consumo da população ribeirinha, devido a grande quantidade de indivíduos na região industrial do Sul Fluminense, no rio Paraíba do Sul, do estado do Rio Janeiro, além de comparar as faixas de concentração destes elementos-traço com dados estabelecidos pela ANVISA, utilizando estes peixes como bioindicadores das regiões estudadas. Os peixes foram capturados ao longo do rio Paraíba do Sul, nos municípios de Pinheiral, Barra Mansa e Volta Redonda. A identificação e quantificação dos metais foram realizados, por um sistema de pré-concentração, baseado na adsorção de metais por uma resina quelante (chelex100) acoplada em linha com um espectrômetro de absorção atômica com chama (“FAAS”). O método de pré-concentração permitiu a detecção de cádmio em níveis maiores que ao limite de detecção do “FAAS” e quando comparados com os valores estabelecidos pela ANVISA, indicou que o peixe estaria impróprio para o consumo humano. Nas análises de pré-concentração para chumbo, não houve sinal expressivo a ser comparado, apresentando somente sinais de ruído do equipamento. O cádmio e o chumbo foram escolhidos para análise uma vez que são regulamentados como contaminantes inorgânicos pela ANVISA e não foi encontrado na literatura nenhum dado sobre esses metais em Geophagus brasiliensis. 
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Introdução
Na busca por uma vida mais saudável e de uma nutrição capaz de satisfazer as necessidades diárias por meio de alimentos mais leves, o consumo de peixes vem se destacando, nos inúmeros benefícios apresentados por estudos baseados no bem-estar e na saúde cardiovascular, além de apresentar importâncias relevantes em outras áreas médicas (MOZAFFARIAN, D.; WU, et al., 2011). Considerando que os peixes são apontados com uma poderosa fonte de proteínas e ácidos graxos poliinsaturados, que trazem propriedades importantes quando se trata de assuntos relacionados a fatores cardiovasculares e para uma dieta considerada balanceada, encontramos profissionais da área médica recomendando o consumo destes animais afim de prevenir, e em alguns casos tratar de fatores ligados a obesidade e as gorduras totais apresentadas no organismo (Sartori et al., 2012). É importante lembrar que os peixes apresentam benefícios consideráveis aos consumidores de uma maneira geral, principalmente na área da saúde e bem-estar.

Segundo dados do Instituto Estadual do ambiente (INEA http://www.inea.rj.gov.br/fma/bacia-rio-paraiba-sul.asp) o Estado do Rio de Janeiro se vê sob o impacto dos usos conflitantes do rio Paraíba do Sul: de um lado, a água destinada ao abastecimento público, e o alto crescimento da demanda de energia elétrica, do outro o destino final de esgotos, efluentes industriais, resíduos da agricultura, erosão, assoreamento, desmatamento das margens, entre outros. A considerável expansão demográfica e o intenso e diversificado desenvolvimento industrial ocorridos nas últimas décadas na Região Sudeste, refletem-se na qualidade das águas do rio Paraíba, sendo a principal fonte poluidora as de origem industrial. O trecho fluminense do rio Paraíba do Sul é predominantemente industrial, sendo a mais crítica a região localizada entre os municípios de Pinheiral, Barra Mansa  e Volta Redonda, onde se encontram as indústrias siderúrgicas, químicas e alimentícias, entre as quais se destaca a Companhia Siderúrgica Nacional (CSN), da qual origina-se a maior parte da carga poluente lançada nesse trecho. Ao mesmo tempo, a bacia do rio Paraíba do Sul é especialmente sujeita a acidentes, não só pela expressiva concentração de indústrias de grande potencial poluidor, como pela densa malha rodo-ferroviária, com intenso movimento de cargas perigosas que trafegam por importantes rodovias do país como, por exemplo, a Presidente Dutra e rodovia Lúcio Meira entre outras quinze rodovias no mínimo além dos acidentes ocorridos em outros estados que chegam até o rio Paraíba através de seus rios afluentes por lançamentos industriais. A poluição aquática por elementos traço tem sido considerada uma das formas mais nocivas da poluição ambiental, uma vez que muitos dos elementos entre esses, metais não essenciais não são degradáveis e tendem a acumular-se em organismos vivos cujas conseqüências poderão ir, desde a dizimação da biota, até a intoxicação e envenenamento permanente de seres vivos.

Os peixes são bioacumuladores de contaminantes de ambiente aquático e com isso representam riscos para a saúde humana (souza, et al., 2013). Quando consumidos periodicamente, os poluentes acumulados pelos peixes podem resultar em um risco significativo ao homem, uma vez que o processo metabólico do peixe pode ser prejudicado por contaminantes, como por exemplo, os metais pesados não essenciais e tóxicos ao organismo vivo, que comprometem a integridade das propriedades consideradas medicinais e benéficas ao ser humano. Além disso, diversos estudos se destacam por utilizar peixes como bioindicadores de contaminações ambientais, uma vez que, a emissão de elementos traço e, conseqüentemente seus efeitos, tem sido identificada como uma preocupação ambiental (Azevedo et al., 2009; Alhas et al., 2009; Kazi et al., 2009), principalmente em países com significante desenvolvimento (souza, et al., 2013). Os estudos mais recentes sobre elementos traço em organismos aquáticos tem como foco principal: o mecanismo de sua acumulação, fatores geoquímicos e biológicos que afetam o metabolismo, a acumulação de elementos traço no organismo animal e a sua transferência ao longo de diferentes cadeias alimentares (TUZEN, 2009).

Arsênio, cádmio, mercúrio e chumbo são elementos que possuem distribuição ampla no meio ambiente. Vários fatores como a localização geográfica, espécie, tamanho do pescado, padrões alimentares, solubilidade dos produtos químicos, etc, podem influenciar na presença destes elementos no meio (Morgano et al., 2011). Espécies de peixes procedentes de diferentes níveis tróficos coletados no Rio Paraíba do Sul, no estado do Rio de Janeiro foram estudadas por Terra et al. (2007). Os autores encontraram níveis elevados de Cr e Pb excedendo o valor máximo permitindo pela legislação brasileira nas espécies carnívoras de O. heptesus.

Segundo Araújo (2001, p. 486), o peixe acará, da espécie Geophagus brasiliensis, está entre os mais numerosos das espécies de consumo encontrada no rio Paraíba do Sul, no trecho fluminense. Outros estudos também demonstram as análise de metais, tomando o acará como objeto de estudo (Silva, et al. 2005). Devido ao número de indivíduos de Geophagus brasiliensis encontrados na região estudada, conforme os trabalhos citados nesse parágrafo, e seu consumo pela população local, a espécie em questão foi selecionada para a análise do presente trabalho. 

O objetivo deste estudo é analisar e avaliar os níveis de elementos traços, como Cádmio e Chumbo, tóxicos em peixe da espécie Geophagus brasiliensis de regiões industrializadas do Sul Fluminense, do Estado do Rio de Janeiro e, a partir dos resultados correlacionar os dados com a qualidade do pescado local, utilizando os peixes como bioindicadores para possíveis consumidores.
Material e Métodos
As amostras de peixe da espécie Geophagus brasiliensis, foram capturas por pescadores que compõem a população ribeirinha, ao longo do rio Paraíba do Sul nos municípios de Pinheiral, Barra Mansa e Volta Redonda, nos meses de janeiro, julho e novembro de 2014. Foram coletados cinco peixes em cada um dos municípios citados acima, totalizando 15 exemplares para cada época de coleta. Como ponto de partida foram coletadas amostras da mesma espécie em tanques-redes, afim de comparação e aplicação de metodologia. 

Os peixes coletados foram selecionados por tamanho e peso, incluindo apenas os animais adultos, com tamanho mínimo de 18cm, afim de obter um resultado relevante pela distribuição de contaminantes. Critérios estes que garantem a uniformidade de distribuição de contaminantes pelo corpo do animal. 

Após a captura, os peixes foram mantidos em recipientes arrefecidos por gelo e conduzidos ao laboratório para o preparo das amostras. No laboratório cada exemplar foi medido com a ajuda de um paquímetro e pesado em uma balança de precisão para confirmar as medidas realizadas em campo. A massa total considerada foi caracterizada pela massa do peixe com as vísceras. 
A vidraria utilizada no processo de análise foi deixada de molho em HNO3 5% por 24 horas e posteriormente lavada, em abundância, com água destilada, água deionizada e água ultra pura, nesta ordem.

Após a pesagem os peixes foram cortados manualmente em pedaços pequenos, tendo como instrumento uma faca de plástico de uso exclusivo, afim que os resultados não sofram qualquer influência por parte de contaminações, sendo descartada toda a parte visceral, com aproveitamento somente da parte muscular que compõem o corpo do animal. Foram utilizadas 1,000g de músculo de peixe úmido, em triplicata, para as análises em laboratório.

Com a faca plástica foi retirado o músculo dorsolateral, e cada pedaço foi pesado individualmente e homogeneizados formando uma amostra uniforme. Em seguida, a amostra homogênea foi separada em alíquotas; pesada em balança analítica para obtenção do peso úmido, correspondente a 1,000g; acondicionada em placas de petri; e congeladas em nitrogênio líquido à aproximadamente -210ºC, em preparação para o processo de liofilização.  A secagem ou remoção de umidade (água) foi realizada através do processo de liofilização, utilizando o liofilizador Liotop modelo L101, disponível no Laboratório de Tecnologia Ambiental (LABTAM) – IQ/UERJ (lab. 304), pelo período de 24 horas, conforme descrito no manual, que garante a remoção eficiente para amostras orgânicas. Os tecidos liofilizados foram pesados em balança analítica para obtenção do peso seco, e posteriormente macerados com pistilo. As amostras liofilizadas obtiveram uma redução úmida de 60% em massa, passando que 1,000g para 0,4g, essas amostras foram transferidas para frascos com tampa que foram devidamente vedados e guardados.

A fim de indicar e/ou quantificar os integrantes químicos presentes na amostra previamente liofilizada, foi utilizado um microondas doméstico (Eletrolux modelo MTD30 1130 W /1150 W) para a dissolução das amostras. Foram utilizados os seguintes reagentes para a dissolução das amostras: ácido nítrico (HNO3) 65%, peróxido de hidrogênio (H2O2) e ácido clorídrico P.A. concentrado. O procedimento de dissolução das amostras, realizado em microondas doméstico, seguiu orientações descritas em publicações anteriores para microondas utilizados para esse fim, com algumas alterações realizadas durante o desenvolvimento da metodologia. Antes da dissolução das amostras os tubos de teflon utilizados, assim como suas partes, foram descontaminados com lavagem adequada com água corrente e sabão neutro e em seguida, enxaguado com água ultra pura e seco em estufa à 400C. Para avaliar a eficiência da descontaminação os recipientes foram submetidos a radiações do próprio microondas com a abertura para baixo, conforme a especificação do manual da Millestone mostra para descontaminações dos recipientes. O rotor utilizado e os tubos que foram levados ao microondas são partes do microondas da Millestone. Foram utilizadas 0,4 g das amostras, liofilizadas e pesadas ​​com precisão nos tubos de teflon usados para a dissolução, onde foram adicionados 5mL de HNO3 65% 14M, 1mL de H2O2 e 1mL de ácido clorídrico.  As amostras foram levadas ao sistema de dissolução por microondas sob o tempo de 35 minutos com potências variadas.
Com o processo de digestão totalmente otimizado, apresentando cor translúcida, com desprendimentos de NOx, as amostras foram submetidas a evaporação. A evaporação foi realizada no bloco digestor (BioVera modelo NT 351), sob a temperatura de 100°C, afim que o ácido concentrado (14M) utilizado para a dissolução das amostras, fosse evaporado e não interferisse no pH da resina e consequentemente na adsorção dos elementos catiônicos, uma fez que a Chelex100 atua na adsorção desses elementos em pH maior igual a 4 e menor que 7,41. As amostras foram evaporadas, próximo a secura, contendo aproximadamente 100µL residuais ao final do processo, que durou em torno de 8 horas. Após a evaporação as amostras foram filtradas em papel de filtro por meio de funis de vidro e assim retomadas quantitativamente em balões volumétricos de 25mL com ácido nítrico 1%. Ao final as amostras foram transferidas para tubos tipo falcon de 50mL, e armazenados sob refrigeração aguardando as análises.

As amostras foram levadas a um mecanismo de pré-concentração, com o objetivo de aumentar o sinal e torná-lo mais expressivo, saindo do limite de detecção do aparelho. Essa técnica é importante para o cádmio e chumbo que possuem baixo sinal em absorção atômica e, portanto não são detectáveis quando em concentrações que exigem mais sensibilidade. O método consiste em pré-concentrar a amostra por troca-iônica, por meio de uma resina, polimérica de estireno/ divinilbenzeno contendo grupos ácido iminodiacético. Utilizamos a Chelex 100 para esse fim, uma vez que publicações já comprovaram sua eficiência na retenção de metais. 

Foram preparadas colunas contendo Chelex100, afim pré-concentrar as amostras. A resina na coluna foi condicionada por acetato de amônio, que tamponou o meio, deixando a resina com pH ideal para adsorção dos metais, uma vez que a resina sofre deformações e alterações em suas propriedades de permutação iônica pelo pH do meio (Maithreepala, et al., 2013). A coluna foi colocada em linha com o equipamento de absorção atômica afim de serem eluidas por ácido nítrico 2M. Tendo a coluna em linha com o absorção atômica foi necessário eluir os componentes adsorvidos pela resina, para isso foi utilizado uma bomba peristáltica que impulsionou o ácido nítrico 2M pela coluna, com o objetivo de baixar o pH do meio e com isso carrear os metais em direção ao nebulizador do absorção. Após cada injeção no absorção atômica foi bombeado água ultra pura pelo sistema com a finalidade de limpar qualquer resíduo iônico capaz de gerar possíveis interferências. 

A análise foi realizada por Espectroscopia de absorção atômica na chama (““FAAS””), modelo (Varian, modelo ASS-240), localizado na sala 107 anexa à  central analítica Fernanda Coutinho – IQ/UERJ. Sendo que o processo de evaporação das amostras descrito anteriormente só foi realizada quando verificou-se que sem pré- concentração os valores para cádmio e chumbo estavam abaixo ou próximos o limite de detecção do absorção atômica na chama.
Todas as amostras foram analisadas em lotes, com o método de espaços em branco e padrões conhecidos. O branco utilizado foi submetido ao mesmo procedimento de abertura das amostras de peixe, contudo somente os reagentes estiveram presentes na constituição do branco. A precisão do procedimento analítico foi verificada através da análise de material de referência certificado (DORM-4), um material composto por proteína de peixe, impregnada de traços de metais, adquirido através do Conselho Nacional de Pesquisa do Canadá. O procedimento de dissolução do material certificado seguiu rigorosamente o método utilizado para dissolução das amostras coletadas. Todos os resultados foram apresentados a partir do cálculo de concentração dos metais analisados para cada amostra. A Tabela 5 mostra os elementos para os quais foram estabelecidos valores certificados para este material de referência. 
Resultados e Discussão
O material de referência DORM-4, importado do conselho nacional de pesquisa do Canadá, foi utilizado para validação do estudo. Após a dissolução em microondas do material de referência, foi observado um precipitado branco disperso na amostra. A amostra então foi levada a centrífuga, sob a rotação de 4000 rpm durante 15 minutos, afim que houvesse sedimentação do precipitado e o sobrenadante fosse retirado. O precipitado branco encontrado no fundo do tubo falcon após a centrifugação, é solúvel em ácido fluorídrico (HF), e como consta em estudo anterior (Ashoka, et al., 2009), que utilizou o DORM-3 (antecessor comercial do DORM-4) como material de referência, o precipitado branco é silicato , que provavelmente foi ingerido pelo peixe ao longo do seu ciclo de vida.

O método de pré-concentração também foi realizado com o material certificado DORM-4, passando por todas as etapas de dissolução até a etapa de detecção pela espectrometria de absorção atômica. Considerando os níveis de metais pesados, em peixes, estabelecidos pela ANVISA para o consumo, os valores aqui discutidos estão baseados na concentração de Pb e Cd. Sendo estes somente detectáveis em “FAAS” por meio de pré-concentração, devido ao limite de detecção (LD) do aparelho. Na Tabela 1 são apresentados os valores de concentração dos metais-alvo a serem analisados, presente no material certificado.

Tabela 1. Valores de metais de estudo no material de referência.
	Elementos
	Massa (mg.kg-1)

	Cádmio (Cd)
	0.306 ± 0.015

	Chumbo (Pb)
	0.416 ± 0.053


Fonte: National research Council Canada/ CRM’s.
Os valores de concentração final de Cd em triplicata de 0,4000 mg do material certificado DORM-4 encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de Cádmio para o DORM-4.
	Amostra
	CCd (µg.g-1)

	DORM-4 A
	0,312

	DORM-4 B
	0,230

	DORM-4 C
	0,285


A média calculada é igual a 0,276µg.g-1com um desvio padrão de 0,0414. O valor certificado é 0,306 ± 0,015 (µg.g-1). Utilizou-se o teste t de Student bicaudal, para verificar se as médias são diferentes ou não, para um nível de 95% de probabilidade. Para um grau de liberdade igual a 2 o t crítico é igual a 4,30.O t calculado foi igual a 1,24.
 
Assim, como tcalc<tcrítico, conclui-se que não há diferenças entre o valor experimental e o valor certificado. Deve-se observar, contudo, que o menor sinal observado foi aquele do material DORM-4 B, para o qual a dissolução não foi completa, já que a solução ficou amarelada.Determinado o fator de pré-concentração, as amostras passaram pelo sistema de pré-concentração em linha, com corretor de fundo ligado, como descrito na metodologia, com a presença da resina chelex afim de ampliar o sinal. A tabela 3 mostra as concentrações encontradas para Cádmio após a pré-concentração.

Tabela 3. Concentração de cádmio após a pré-concentração.
	Concentração (µg/g) 

	Metais
	Pinheiral
	Volta Redonda
	Barra Mansa
	Mês

	 
	0,205
	0,228
	0,26
	JAN

	Cd
	0,2
	0,155
	0,191
	JUL

	 
	<LD
	0,225
	<LD
	NOV


Quando comparo os valores de pré-concentração de cádmio ao seu limite de detecção, é possível perceber um nível mais alto. E ainda quando comparo com os limites da ANVISA para cada um grama de peixe nota-se um valor expressivo de cádmio no peixe superior ao limite determinado. Os valores encontrados na pré-concentração para o chumbo foram considerados igual a zero, uma vez que o sistema só detectou ruído, ou seja valores muito próximos ao valor do branco. 

Conclusões
O Espectrômetro de absorção atômica em chama se mostrou eficiente para a detecção dos metais propostos no trabalho, levando em conta seu baixo custo quando comparado a técnicas mais sensíveis como o ICP-MS, por exemplo. A resina chelex usada no sistema de pré-concentração foi parcialmente eficiente na concentração dos metais, apresentando deficiência na atividade devido as deformações sofridas pela mudança de pH do meio, causado pelo ácido nítrico 2M, pela água e pelo acetato de amônio, que passavam constantemente pela coluna. O tempo para o desenvolvimento do sistema de pré-concentração e da metodologia para operação do sistema, foi um agravante para a pesquisa em relação ao número de resultados, não comprometendo portando a confiabilidade dos mesmos diante da análise do material certificado.
Diversos métodos para dissolução das amostras foram testados, devido à dificuldade na digestão da matriz, contudo mostrou-se mais eficaz o método de abertura por microondas doméstico, concluindo portanto que quanto menor a cavidade do aparelho em relação a potência aplicada maior a força de dissolução para as amostras.

A espécie Geophagus brasiliensis, capturados na região sul fluminense apresentaram níveis superiores, aos determinados pela ANVISA, para Cádmio sendo portanto impróprios para o consumo. Porém é importante ressaltar que os metais são bioacumulados, e nesse nível de contaminação somente a ingestão continuada podem trazer prejuízos significativos a saúde humana.O presente estudo traz informações importantes, ainda não descritas, da importância de controlar os rejeitos indústrias nesta importante região socio- econômicas do Estado do Rio de Janeiro e uma atenção para o consumo de peixes por populações ribeirinhas, que podem apresentar risco à sua saúde. 

O estudo ressalta ainda a necessidade de um maior controle por parte da legislação ambiental e de controle alimentar em relação a contaminação da região estudada, uma vez que metais como o cádmio foram encontrados em concentrações maiores que a prevista pela lei. Além disso é necessário pontuar que parte da população consome esses peixes ao longo da vida, podendo assim sofrer contaminação por bioacumulação, e com isso, estudos mais detalhados sobre o assunto, do ponto de vista ambiental e de saúde pública tornam- se necessários.
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