UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de P0s-Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos
Area de Bromatologia

Remocado de mercurio e arsénio em cacgdo-azul, Prionace glauca

Luciene Fagundes Lauer Macedo

Dissertacdo para obtencéo de grau de
MESTRE

Orientador:
Prof. Dr. Alfredo Tenuta Filho

Sao Paulo
2010



Luciene Fagundes Lauer Macedo

Remocdo de mercurio e arsénio em cacgédo-azul, Prionace glauca

Comissdo Julgadora
da
Dissertacdo para Obtencdo do Grau de Mestre

Prof. Dr. Alfredo Tenuta Filho
orientador/presidente

1°. examinador

2°. examinador

Sao Paulo, de




Dedico este trabalho a Deus, autor da
vida e portador de todo saber, ao meu marido,
Luzenildo, pelo amor, apoio e cuidado, a
minha mae, Maria lzabel, pelo esforco e
dedicacdo, e aos meus filhos, Sofia e
Henrique, pelos lindos sorrisos.



Agradecimentos

A Alfredo Tenuta Filho, professor e
chefe, pela paciente orientagéo.

A Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo,
em especial ao Departamento de Alimentos e
Nutricdo Experimental, pela oportunidade de
realizagdo desse projeto.

As professoras Deborah Ines Teixeira
Favaro e Elizabeth Sonoda Keiko Dantas, do
Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares, pela valiosa colaboracéo.

Aos funcionarios da secretaria, Cleo,
Mbnica e Edilson, e da Sec¢do de Pos-
graduacdo, Jorge e Elaine, pelo atencioso
atendimento e instrugéo.

A minha familia, Luzenildo, Sofia e
Henrique, por me proporcionarem felicidade e
paz para que eu pudesse me dedicar a esta
realizagéo.

A minha mae, por me colocar nesse
caminho.

Aos meus pais no coragdo, Joel e
Sandra, pela amizade inspiradora.

A todos os colegas do laboratorio, pela
ajuda, incentivo e companhia.

Muito obrigada!



SUMARIO
LiSta dE TADEIAS ...t ettt \Y
LISEA 08 FIGUIAS. ...ttt ettt e ettt e bbbttt ne e e e e e s e aneeene e %
RESUIMO ... ettt et e et e s e n s Vi
AADSTFACT ...t b ettt e be et vii
I [0 oo (3o Uo H O TP TP TR URT PP RUPPPRRPRPN 1
2. REVISAO 08 LITEIAIUIE ...ttt et 3
P I O V1= (o o TP U RSP TSRTR 3
2.1.1. Fontes de MercUrio, Naturais @ ANtrOPOGENICAS........covereerereieerieeiee e 3
2.1.2. Transformagdes do Merclrio Na NALUEZA ..........cceereriiiieiieiie e 4
2.1.3. O MercUrio 0 Consumo HUMANO e PEIXE......cc.eieiriiriiiiiiieiie e 4
2.1.4. Efeitos TOXICOS 0O MEICUFIO ....cvveveeieeieeitieee ittt et s ee e 6
2.1.5. Interac8o entre Merclrio € SEIENIO .............ooeiiiiiiiiiiiiiee e 9
2.1.6. Limites de Tolerancia e Contetdo de Mercurio Total e Metilmercdrio em Cagéo ....... 10
2.1.7. Ingestdo Semanal Tolerdvel Provisional para Merclrio ............ccccceeeeiieinnieecienncninnn 16
2.2, O AATSBNIO .. ettt ettt ettt b ettt b e bt n e n e b 17
2.2.1. FONLES € USOS A0 ATSEINIO ...ttt ettt ettt ettt s en e 17
2.2.2. Transformagdes do Arsénio no Ambiente Marinno...........cccooeiiiieiieiie i, 18
2.2.3. Metabolismo e Toxicidade das ESPECies ArSENIiCaIS . .........ccoevriereerenenieeese e 19
2.2.4. Interacao entre Arsenio € SEIENIO ........ceoiiiiiiiiiiiiiee et e 23
2.2.5. Conteido de ArsEnio €M PEIXES .......ccueiiitiriiiii ettt 25
2.2.6. Limites de Tolerancia e INgestao de AISENIO........ccueieiiiiiirere e 29
2.3. Remocdo de Mercurio e Arsénio Total e Inorganico de Cagdo..........cceveivieeiecieenennn 30

R T O 2 O Vo (o PRSPPSO URT PRSPPI 31



2.3.2. REMOGAO COM CISEINA ... eueeieitieee sttt ettt en s 32
2.3.3. Remogao com Borohidreto de SOAI0........cueieririiiieiiie et e 34
2.3.4. Métodos de Cocgo na RedUGAOD de AISENIO .......ceiveeereeiieieeiie e 36
3. ODJELIVOS. ...ttt ettt bt bttt n e er e 39
3.1, ODJELIVO GEIAL. ...ttt ettt et e 39
3.2, ODjetiVOS ESPECITICOS ... cuvieeeiietiiitieie sttt ettt 39
4. MALErial € MELOUOS .....c.eeieiieie ittt ettt et s sbe b e abe e 40
AL IMIAEEITAL ...ttt b e 40
L T T [T (PP PP PR 40
4.1.2. AMOSLIAS A8 CAGAD ... .eeiuee e et sttt ettt ettt ie e s e e e ebe s sre e 40
4.2, IMBLOUOS ...ttt ettt et £ttt ekt bbbt bRt n e eneene e e 41
4.2.1. Remogao de Merclrio COM CISIEING ........covueiuiriirie et 41
4.2.2. Remocdao de Mercurio com Borohidreto de SOI0..........ccevviiriiiiiiiiiie e 44
4.2.3. Remocdo de Arsénio por Procedimentos de COCGAOD .........covvvrruvrriieiiieiieenie e eeiee e 44
4.2.4. QUantificagho dO MEICUFIO ........coveuiiiee ittt et 45
4.2.5. Quantificagdo do Selénio e do Arsénio Total..........cccccueiiiiiiiiiiiie e 46
4.2.6. Quantificagdo do Arsnio INOTGANICO. .........cuiueeiiriitiiiiiai et 46
4.2.7. TeOr de UMIAAR. ......ouiiiii ittt nee e 46
4.2.8. ANAlISES ESLAtISTICAS ..o vereeeieiieei ettt st 47
5. RESUITAN0S € DISCUSSED .....eeeuviiiitiieiiieitie sttt ettt ettt e ettt e ene s nre e e 48
5.1. Remocao do MercUrio de Cacdo cOmM CiStEING. .......covuerverieriiiieie e 48
5.1.1. Eficiéncia do Tratamento sobre Diferentes Concentragdes de Mercurio...................... 48
5.1.2. Efeito da Concentracdo de Cisteina em Diferentes pHS.........cccocvviiiiiiiie i 52

5.1.3. Reutilizag80 da SOIUGED de CIStEING .......ccuveivirie it e 54



5.2. Contetido de Arsénio em Caga0o AZUL ........couiiiiiiiiiiiceee e 56
5.3. Remocéo do Arsénio de Cacdo-Azul com Borohidreto de SOdIo...........ccccoveviieeinnnne 58
5.4. Efeito d0S MEt0J0S 08 COCCAD .. .cvviverueeieetieiieeie ettt seeees 59
B. CONCIUSDES...... ettt ettt b ettt ettt et e bt bt e e e et e eae e ebe s e 62

7. Referéncias BiDHOGrafiCas........coouiiiiii i e 63



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Concentrac¢fes de mercurio total em musculo de
cacOes da costa brasileira e do comeércio em S80 Paulo/SP ...

Tabela 2 — Concentragdes de mercurio total e metilmercurio
em cacles de varios 10cais, eXCet Brasil ..........ccccviiieiiiiiii i

Tabela 3 — Contetido de arsénio em MUSCUI0 de CACOES .......cvervvrrereiiriieiiieie e

Tabela 4 — Remocéo de mercurio com cisteina (0,5%) em
diferentes concentragies do METAl ...........cooiiiiiiiiiii i e

Tabela 5 — Efeito da concentragdo de cisteina na remocéo
de mercUrio de Cagan, eM PHS 2 €5 ..o s

Tabela 6 — Potencial de reutilizacdo da solucéo de cisteina
em relacdo & remOoGAOD A8 MEICUNIO .....ccuuiieeiiei ettt

Tabela 7 — Contetdo de arsénio total em cagao-azul...........ccccoeveieiiiiiiiiiiie e

Tabela 8 — Contetido de arsénio total e inorganico em cagdo-azul...........cccoceeveiiiiiiieiieennnns

Tabela 9 — Conteldo de arsénio, total e inorganico, e selénio em
cacgdo-azul, tratado (NaBH4 3%) ou ndo (“pool”) com borohidreto
de sodio a 3%, e porcentagem de SUA FEMOGAD ........eeverueeruererreerteenieaseeeesieeseesesreeseeeseeneeenes

Tabela 10 — Efeito dos métodos de cocgdo sobre o contetido de
arsénio total em cacéo-azul, usando sal (A), sal e liméo (B) e sal,
[iM&0 € ACIA0 aSCOMDICO (C)...vviiiiieieiiie ettt ettt e ee

Tabela 11 — Efeito dos métodos de cocgao sobre o contetdo de
arsénio inorganico em cagéo-azul, usando sal (A), sal e liméo (B)
e sal, limao € 4CId0 ASCODICO (C)...veiueiuiiieiie ettt



LISTA DE FIGURAS
Figura 1 — Reducéo e metilagido do arsénio iNOrganiCo ..........cceeeveerieriiniieiiie e 20
Figura 2 — Remocao de mercurio do Cagao COM CISTEINA.........ccuererieriereeie e 42
Figura 3 — Remocé&o modificada do mercurio de cagdo com Cisteina..........cccevveeericiiinienene 43
Figura 4 — Remoc&o aparente de mercurio x mercurio total inicial no cagao............cccccuve..e. 49

Figura 5 — Conteudo de arsénio total em cagao-azul, “BoX-Plot”.........cccccoveviveiieiieiiiiesien, 57



Vi

RESUMO

Remoc&o de mercurio e arsénio em cagéo-azul, Prionace glauca

Os cagOes sdo importantes recursos pesqueiros que podem apresentar concentractes de
mercurio (Hg) e arsénio (As) muitas vezes acima do limite de tolerancia, o que os tornam
improprios como alimento. No meio aquético estes contaminantes sdo convertidos em
espécies organicas, em especial metilmercdrio (MeHg) e arsenobetaina (AB),
respectivamente. O MeHg é neurotdxico, sendo o sistema nervoso em desenvolvimento o
mais susceptivel. A AB é pouco tdxica, no entanto, 0 As inorganico esta envolvido em
processos de estresse oxidativo, mutagénese e principalmente carcinogénese. Neste trabalho,
foi avaliada a eficiéncia da cisteina na remocédo de Hg, a ocoréncia de As total e inorganico, e
a reducdo de sua concentracdo com o emprego de borohidreto de sédio e de preparos para o
consumo. A reducdo maxima de Hg, de 59,4%, com cisteina a 0,5% em pH 5,0, ndo foi
reproduzida quando pretendida a reutilizacdo da solugdo do aminoécido, importante do ponto
de vista préatico. O cacdo-azul continha elevados niveis de As total, 1,98 a 22,56 ng/g (base
umida), que foram removidos com borohidreto de s6dio em 99%, demonstrando a alta
potencialidade do método usado. O As inorgénico, presente na quantidade média de 0,0086
ug/g (base timida), foi reduzido em 27,7%. O preparo para o consumo, POr cozimento em
4gua, do cacéo-azul em cubos (1-2 cm?), resultou em maior remogéo de As total, de 65,9 a
71,2%; no cagéo grelhado a reducéo foi de 55,4 a 60,2%. As amostras, grelhadas ou cozidas,
adicionadas de sal e lim&o enriquecido com &cido ascorbico, e as grelhadas contendo sal e sal

com limdo, apresentaram reducdo na concentragéo de As inorganico de 30,1 a 42,8%.

Palavras-chaves: Mercurio. Arsénio total e inorganico. Cacgéo-azul. Prionace glauca. Cisteina.

Borohidreto de sodio. Métodos de Cocgéo. Acido ascorbico.
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ABSTRACT

Mercury and arsenic removal in blue-shark, Prionace glauca

The shark are important fishery resources that may have concentrations of mercury (Hg) and
arsenic (As) often above the limit of tolerance, which makes them unsuitable as food. In the
aquatic environment these contaminants are converted to organic species, particularly
methylmercury (MeHg) and arsenobetaina (AB), respectively. The MeHg is neurotoxic, and
the developing nervous system more susceptible. AB is slightly toxic, however, the inorganic
As is involved in processes of oxidative stress, mutagenesis and carcinogenesis mainly. In this
study, we evaluated the efficiency of cysteine to remove mercury, the occurrence of the total
and inorganic As, and the reduction of their concentration with the use of sodium borohydride
and preparations for consumption. The maximum reduction of Hg, 59.4%, with 0.5% cysteine
at pH 5.0, was not reproduced when you want to reuse the solution of the amino acid,
important practical point of view. The blue-shark contained high levels of the total As, 1.98 to
22.56 nug/g (wet weight), which were removed with sodium borohydride in 99%,
demonstrating the high potential of the method used. The inorganic As, present in the average
amount of 0.0086 ng/g (wet weight) was reduced in 27.7%. Preparation for consumption by
baking in water, the blue-shark into cubes (1-2 cm?) resulted in greater removal of the total
As, 65.9 to 71.2%; in the grilled shark the reduction was 55,4 to 60.2%. The samples, grilled
or baked, added salt and lemon enriched with ascorbic acid, and the grilled containing salt and
salt with lemon, presented reduction in the concentrations of inorganic As from 30.1 to
42.8%.

Keywords: Mercury. Total and inorganic arsenic. Blue-shark. Prionace glauca. Cysteine.

Sodium borohydride. Cooking methods. Ascorbic Acid.



1. INTRODUCAO

O pescado é economicamente relevante por ter largo consumo em todo o mundo.
Segundo a FAO, em 2006, sua producdo mundial foi de aproximadamente 144 milhdes de
toneladas, sendo 110 milhdes de toneladas para consumo humano, provendo emprego direto e
renda para 43,5 milhdes de pessoas e trabalho em atividades secundérias na industria
pesqueira para cerca de 170 milhGes. Calculando-se o sustento de trés dependentes por cada
uma dessas pessoas, estima-se que a atividade pesqueira mantenha 520 milhGes de pessoas,
7,9% da populagdo mundial em 2006.

O pescado é nutricionalmente muito importante. Os beneficios de seu consumo
devem-se ao seu conteldo de proteina de alto valor nutricional e a sua expressiva
concentragdo de &cidos graxos polinsanturados ®mega 3, principalmente os acidos
eicosapentaendico (EPA) e docosahexaendico (DHA), essenciais e reconhecidamente
cardioprotetores. Os &cidos graxos dmega 3 previnem de doengas coronérias reduzindo

arritmias e tromboses e diminuindo o nivel plasmético de triglicérides.

No entanto, o consumo humano do pescado pode ser um perigo a salde publica, pois
sdo encontrados niveis de metais toxicos, como mercurio (Hg) e arsénio (As), acima dos

limites de toleréncia estabelecidos de 1 pg/g, comprometendo a sua ingestdo segura.

O Hg acumula-se no pescado majoritariamente sob sua forma orgénica mais
neurotoxica, o metilmercirio (MeHg), que é biomagnificado ao longo da cadeia trofica,
levando assim a elevadas concentragGes principalmente em peixes predadores, que se
encontram no topo da cadeia alimentar, como o cagdo. Niveis de MeHg séo suficientemente
altos na maioria desses peixes, podendo causar efeitos adversos em pessoas que 0S consomem

em quantidades significativas.

Em adultos, a neurotoxicidade aguda do MeHg apresenta-se por dano cerebral
localizado, atraveés de sintomas que iniciam-se com parestesia progredindo a ataxia cerebelar,
disartria, neurestenia, constricdo no campo de visdo, perda de audi¢do, disturbios olfatdrios e
gustativos, podendo chegar a paralisia e morte no caso de exposi¢do grave. Pela exposicdo
materna através da dieta, ha indicios da ocorréncia de dano difuso em sistema nervoso em
desenvolvimento, pois 0 Hg é capaz de transpor a placenta e acumular-se no feto. Podem

ocorrer, entdo, atrasos no desenvolvimento neurocognitivo e psicomotor. A Organizacgao



Mundial da Saude esta atenta ao problema, no sentido de que a ingestio do MeHg

(principalmente), ndo ultrapasse limites de seguranga.

No caso do arsénio, as formas predominantes no pescado sdo também as orgénicas,
que, ao contrario do metilmercurio, apresentam baixa toxicidade. Em organismos aquaticos, o
arsénio inorganico sofre metilacdes, gerando espécies arsenicais mono, di e trimetiladas, que
podem ser transformadas a compostos organicos mais complexos como arsenoagucares,
arsenocolina ou arsenobetaina. As espécies arsenicais inorganicas, As(l11) (arsenito) e As(V)
(arsenato) encontram-se em pequenas quantidades em pescado, porém, tém altissima

toxicidade e podem gerar uma ampla gama de efeitos indesejados.

O mecanismo da toxicidade do As(V) esta baseado na sua capacidade de substituir o
fosfato em muitas reagbes bioquimicas, resultando na inibi¢do de enzimas, diminui¢do na
producéo de ATP, etc. Mas a maior parte dos efeitos toxicos deve-se ao As(ll1), que tem alta
afinidade por moléculas contendo tidis, como glutationa e cisteina, ou grupos funcionais
especificos de enzimas ou receptores de coenzimas, podendo assim inibir importantes
processos bioquimicos, levando a toxicidade. Ao causar estresse oxidativo por meio da
inibicdo da respiragdo mitocondrial e deplecdo de ATP, as formas trivalente mono e
dimetiladas, produtos do metabolismo do arsénio inorganico em humanos, geram espécies de
oxigénio reativo altamente toxicas, que exercem importante papel na morte celular via

apoptose ou necrose e na carcinogenicidade e mutagenicidade via dano ao DNA celular.

O selénio (Se) é um micronutriente essencial que, em niveis seguros de consumo,

pode antagonizar-se ao mercUrio e ao arsénio, protegendo o organismo de suas agdes toxicas.

Desse modo, uma alternativa de aproveitamento do pescado contaminado em excesso
pelo Hg e As, é a descontaminacdo prévia ao consumo. O ideal seria a remogdo concomitante
do Hg e As contaminantes, por um mesmo procedimento, preservando 0s niveis de selénio.

Nisso foi baseado esse estudo.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. 0 MERCURIO

2.1.1. Fontes de Mercurio, Naturais e Antropogénicas

EmissBes naturais de Hg ocorrem em &reas com progressiva atividade vulcanica e
geotérmica, e de solos com elevada concentracdo (>100 ppb) devido a mineralizacdo
resultante de processo geoldgico passado. A maioria desses solos mercuriferos esta
concentrada em amplas zonas que coincidem com os limites da maior placa tectonica. Uma
parte da composicao das emissdes dessas areas é oriunda de re-emissdo de Hg depositado da
atmosfera. Outra fonte natural de Hg atmosférico sdo solos e superficies foliares com baixo
contetdo (<100 ppb), sendo predominantemente re-emissdes do Hg depositado, e proveniente
de fontes naturais e antropogénicas, e de queima de biomassa, chamadas emissdes de fundo.
O Hg tem um elevado tempo de residéncia na atmosfera (cerca de um ano) e, portanto, um
alto potencial de transporte. Sua circulagdo global promove a distribuicdo do Hg atmosférico
as mais remotas regides do planeta, sendo considerado um poluente global (CLARKSON,
2002; WILSON et al., 2006; GUSTIN, LINDBERG & WEISBERG, 2008; BJERREGAARD
& ANDERSEN, 2007; LOHMAN et al., 2008).

As maiores fontes antropogénicas de Hg sdo: combustdo estacionaria de combustivel
fossil (petroleo, 6leo ou carvdo), incluindo plantas de geracdo de energia e aguecimento
residencial (cerca de 25 %); fundicdo de metais ndo-ferrosos (purificagdo de Cu, Ni, Pb e Zn)
e fabricacdo de cimento, de ferro-gusa e ago, incluindo coque (cerca de 30%); produgéo de
soda caustica (industria de cloro-alcali); incineracdo de residuos; extracdo de ouro e do
préprio mercurio; e outras fontes, como manufatura de bateria primaria, de instrumentos de
medicdo e controle, de l1dmpadas elétricas, de dispositivos de rede elétrica e interruptores
elétricos (PACYNA A et al., 2006; WILSON et al., 2006).



2.1.2. Transformagdes do Mercurio na Natureza

O destino e comportamento do Hg dependem de sua forma quimica. O Hg é langado
no ambiente aquatico proveniente de fontes naturais e antropogénicas, principalmente por
deposicao atmosférica, mas também por arraste do solo e por langcamento de rejeitos liquidos.
Na &gua doce ou salgada e nos sedimentos, por processos aerébios e anaerdbios, e
predominantemente onde o gradiente de oxigénio é maior, inicia-se 0 processo de metilacéo,
efetuado principalmente por bactérias sulfato-redutoras e metanogénicas. A taxa de metilacéo
depende de fatores como temperatura, material organico dissolvido, pH, biodisponibilidade de
Hg(ll) e presenca de complexantes. Nesse processo sdo formados tanto metilmercario
(MeHg), como dimetilmercurio. O primeiro, geralmente sob a forma de cloreto (MeHg*CI’), é
mais estavel em pH neutro e &cido. Em pH de aproximadamente 8,2, como é o caso de &guas
doces e de oceanos, forma-se também dimetilmercurio, que é completamente volatil e,
portanto, encontrado em maiores concentrages em aguas mais profundas. No ar, onde cerca
de 95% do Hg esta na forma de vapor de Hg (Hg®), o dimetilmerciirio degrada-se a MeHg e a
formas inorgénicas, sendo a provavel fonte da pequena concentracdo de formas metiladas de
Hg na atmosfera. A concentracdo total de Hg em &gua do mar varia tipicamente de 1 a 5ng/L,
sendo que aproximadamente 1% esta na forma de MeHg (CLARKSON, 1997; CLARKSON,
2002; AMLUND, LUNDEBYE & BERNTSSEN, 2007; BJERREGAARD & ANDERSEN,
2007).

Em ambiente aquatico, o Hg(l1) pode ser reduzido a Hg elementar (Hg®), por atividade
enzimética na parede celular de algas unicelulares e volatilizar-se, onde permanece na
atmosfera juntamente com o Hg® proveniente re-emisses ou emissées de fundo, até que seja
oxidado a Hg(ll) por reacdo com ozonio, radicais OH e acdo de luz solar, para retornar ao
solo, oceanos, rios ou lagos, ligado & material particulado ou dissolvido em &gua de chuva
(CLARKSON, 1997; CLARKSON, 2002; BJERREGAARD & ANDERSEN, 2007,
LOHMAN et al., 2008).

2.1.3. O Mercurio o Consumo Humano de Peixe

Sob a forma de MeHg, o Hg bioacumula-se e biomagnifica-se em organismos ao

longo da cadeia trofica, levando assim a elevadas concentracGes de Hg em peixes predadores



(RENZONI, ZINO & FRANCHI, 1998; AMLUND, LUNDEBYE & BERNTSSEN, 2007),
como o cacdo. O nivel de mercurio em peixes consumidos por humanos depende de fatores
como a espécie, idade, local de origem e posi¢do na cadeia alimentar, sendo que a maior
fracdo de seu contetdo (mais de 70%) encontra-se na forma de MeHg, forma mais tdxica que
0 Hg(ll) (CLARKSON, 1997; AMLUND, LUNDEBYE & BERNTSSEN, 2007). A
biomagnificacdo do Hg é demonstrada pelo fato de o nivel de MeHg no topo da cadeia trofica

ser da ordem de 1 milh&o de vezes maior que na agua.

O consumo de peixe é a maior rota de exposi¢cdo ao MeHg para o homem (BURGER
& GOCHFELD, 2007; CLIFTON, 2007). Niveis de MeHg sdo suficientemente altos em
muitos peixes para causar efeitos adversos em pessoas que consomem grandes quantidades
(BURGER & GOCHFELD, 2007).

Por volta de 95% do MeHg consumido é rapidamente absorvido pelo trato
gastrointestinal, transportando-se através das células vermelhas do sangue, e uma parte pode
ainda ser lentamente metabolizado a Hg inorgéanico pela microflora do intestino. Tem alta
afinidade por sulfidrilas (-SH) e as reagdes de associacéo e dissociacdo a eles séo répidas,
bem como sua transferéncia de um grupo tiol a outro. Em tecidos, encontra-se ligado a
moléculas contendo grupamentos tidis, tanto proteinas como outras de menor peso molecular,
como L-cisteina e glutationa, facilitando seu transporte extracelular e tornando-o habil para
ligar-se a proteinas intracelulares, atingindo enzimas sulfidrilicas. Estd presente em
complexos hidrossoluveis, dai sua grande mobilidade, e ndo se distribui para regides lipidicas
no corpo. Seus alvos preferenciais sdo o Sistema Nervoso Central e a placenta, locais onde se
concentra. TranspGe membranas de células endoteliais do sangue para a barreira cerebral
como um complexo com L-cisteina, mimetizando a L-metionina, através de canais especificos
para este aminoacido. No cérebro, o MeHg ¢ transformado em Hg inorganico, Hg(ll), e
questiona-se se é essa forma ou a organica (MeHg), o agente toxico principal para o dano
cerebral. Deixa as células como um complexo com a glutationa reduzida, que tem papel
fundamental na sua excrecdo (CLARKSON, 2002; WHO, 2003; BURGER & GOCHFELD,
2007; CLIFTON, 2007).



2.1.4. Efeitos Toxicos do Mercurio

Sistema Nervoso Central Adulto

O maior efeito toxico do MeHg da-se sobre o sistema nervoso central. Em adultos,
ocorre um periodo latente tanto para o MeHg como para o Hg metélico, cujo mecanismo ndo
é conhecido, entre a exposicdo e o aparecimento dos primeiros sintomas, que dura de algumas
semanas a varios meses, dependendo da dose e do periodo de exposi¢do. O selénio é um
componente da dieta que afeta a disponibilidade e toxicidade do MeHg, retardando o
principio de seus efeitos toxicos pela formagdo de complexos insoluveis entre Hg(l1) e selénio
e prolongando seu tempo de residéncia no cérebro. Ligado a proteinas retorna lentamente a
corrente sanguinea, o que explica o longo periodo de seus efeitos (STIER & GORDON, 1998;
CLARKSON, 2002; WHO, 2003; CLIFTON, 2007).

O envenenamento agudo por MeHg de pescado contaminado chama-se também
doenca de Minamata, devido ao despejo de cloreto de MeHg, subproduto da fabricacdo de
acetaldeido, inicialmente na baia de Minamata e depois na foz do rio Minamata, Japéo,
espalhando-se pela regido, desde o inicio da década de 50 até 1968 (EKINO et al., 2007). Os
sintomas desse envenenamento iniciam-se com parestesia (insensibilidade na pele),
dorméncia ou sensacdo de formigamento, e podem progredir a ataxia cerebelar (falta de
controle muscular na marcha), disartria (dificuldade na articulagéo das palavras), neurastenia
(distarbio de personalidade), constricdo do campo de visdo, perda de audicdo, distarbio
olfatérios e gustativos e desordens somatosensoriais e psiquidtricas, causados pela perda de
células neuronais em regides anatomicamente especificas do cérebro. Nos casos de exposicéo
grave, ocorre paralisia e morte (STIER & GORDON, 1998; WHO, 2003; CLARKSON, 2002;
BISINOTI & JARDIM, 2004; EKINO et al., 2007).

Casos de exposi¢do cronica ao MeHg, com sintomas referentes ao sistema nervoso
central, foram estudados na costa do mar Shiranui, na baia onde desagua o rio Minamata,
local que ndo teve a pesca restringida. Dez anos depois de cessado o despejo de MeHg no
local e com os indicadores de niveis corporeos de Hg ja normalizados, verificava-se a
ocorréncia de hipoestesia (sensibilidade reduzida a dor), ataxia, disartria, danos a audicéo e

alteracbes na visdo (ZAHIR et al., 2005). Apds 30 anos, 0s pacientes queixavam-se de



parestesia nas extremidades e ao redor dos labios, induzida por dano difuso no cortex
somatosensorial (EKINO et al., 2007).

Exposicdo a baixas concentracfes de Hg estd relacionada, ndo isoladamente, a
ocorréncia de doengas como mal de Parkinson, Alzheimer, Esclerose Lateral Amiotréfica,
Lapus e Artrite Reumatéide. Populagdo adulta do ecossistema amazénico demonstrou
sensibilidade no contraste da visdo proxima, destreza manual diminuida, tendéncia ao
aumento de fadiga muscular e forca muscular diminuida em mulheres (dose dependente).
Déficits na atencdo, funcdo motora fina e memoria verbal, foram encontrados em populagdes
consumidoras de pescado (ZAHIR et al., 2005).

Sistema Nervoso Central em Desenvolvimento

O MeHg cruza a placenta e concentra-se tanto nela como no feto. No envenenamento
fetal agudo por MeHg foram observados sérios distdrbios no desenvolvimento psicomotor,
com prejuizos significantes a mastigacdo e degluticdo, fala, caminhada, coordenagdo e
movimento involuntario. Também foram relatados sintomas como incapacidade intelectual,
distirbios de personalidade, convulsdes epiléticas e sintomas neuroldgicos (CLARKSON,
2002; WHO, 2003; CLIFTON, 2007; EKINO et al., 2007).

Todos estes sintomas estdo relacionados com dano difuso a todas as areas do cérebro,
ao contrario das lesdes ao cérebro adulto. Microcefalia também foi observada. Ha indicacdes
de que todos 0s processos mais basicos no desenvolvimento cerebral, como diviséo celular e
migracdo neuronal, podem ser afetados. H4 uma relagdo dose-resposta a exposi¢ao do cérebro
em desenvolvimento ao MeHg (CLARKSON, 2002).

Atualmente, alguns estudos sugerem que exposicdo persistente a baixas doses de
varios contaminantes toxicos ambientais, incluindo Hg, através da dieta materna durante a
gestacdo, durante um periodo critico do desenvolvimento neural, entre criangas geneticamente
susceptiveis, pode aumentar o risco de desordens do desenvolvimento, como o0 autismo
(PALMER, BLANCHARD & WOOD, 2008; DETH et al., 2008), mas ndo ha unanimidade
sobre isso (MUTTER et al., 2005; ZAHIR et al., 2005; LEWANDOWSKI, 2006; PALMER,
2006). O cloreto de Hg(ll) é um forte inibidor da tirdide peroxidase e a hipotiroxinemia
maternal e inibicdo das deiodinases fetais, causadas pelo efeito desse poluente, juntamente

com outros fatores de predisposicdo, podem levar ao autismo (ROMAN, 2007). Por esse



mecanismo, o MeHg ndo é um risco para a ocorréncia do autismo, uma vez que ndo é um
agente anti-tireoidiano. Alguns estudos ndo encontraram relagéo significativa entre exposicao
a baixas doses de MeHg proveniente do consumo de peixe e atrasos na marcha e fala em
criancas (AXTELL et al., 1998; WILLIAMS et al., 2008).

Neonatais podem ser contaminados através do leite materno, causando prejuizos na
linguagem (fala tardia) e memoria, déficit de atencdo, autismo e marcha tardia (ZAHIR et al.,
2005). Consumo de peixe durante a gravidez e concentracdo de Hg no corddo umbilical,
mostram correlagdo significativa com atrasos no desenvolvimento neurocognitivo e
psicomotor em criancas com até 1 ano (JEDRYCHOWSKI et al., 2007; PERERA, et al.,
2006).

Outros Efeitos

O sintoma mais comum da inalagdo de Hg metalico é um tipo de febre de vapor de
metal (gosto metalico na boca, febre, calafrios e dispnéia), ndusea, vomito, diarréia e tosse
junto com tenséo no peito. Exposi¢do a altas concentragbes ao vapor de Hg pode causar
toxicidade ao sistema renal (necrose tubular e faléncia renal agudas) e pulmonar (bronquite
aguda necrotizante com subsequente progressdo a comprometimento respiratorio completo e
morte). Baixas concentragdes de Hg também podem induzir aumento no estresse oxidativo,
gengivite, estomatite, diminuicdo na fertilidade feminina e masculina e intensificagcdo da
resposta auto-imune (ZAHIR et al., 2005; CLIFTON, 2007).

Sugere-se que a contaminagdo por Hg pode diminuir o efeito cardioprotetivo do
consumo de peixe devido a um aparente efeito antagbnico entre acidos graxos n-3 e o
desenvolvimento da homeostase cardiovascular em criangas nascidas abaixo do peso, que
apresentam pressdo sanguinea sistdlica e diastolica aumentada com o aumento da
concentracdo de Hg no corddo umbilical (ZAHIR et al., 2005). Ainda foram encontradas
correlagOes significativas entre doenga cardiovascular e progresso acelerado de aterosclerose
da cardtida, e o consumo de peixe e niveis de Hg em urina e cabelo em populacbes
finlandesas (CLARKSON, 2002; STERN, 2005; VIRTANEN, et al., 2007).



2.1.5. Interacdo entre Mercurio e Selénio

A interacdo Hg-Se ndo é ainda inteiramente entendida, a ponto de oferecer
fundamentos concretos para uma efetiva protecdo anti-toxica do Se em relacdo ao Hg
(CUVIN-ARALAR & FURNESS, 1991; GOYER, 1997). O Se é integrante da glutationa
peroxidase, enzima que junto com a catalase, superéxido dismutase e vitamina E, dao
protecéo celular contra danos oxidativos, inclusive os provocados pelo Hg (GOYER, 1997).
Possiveis mecanismos explicariam em parte a acdo protetora do Se: (a) formagdo de
complexos de Hg-Se inativos; (b) redistribuicdo do Hg no organismo (de 6rgdos mais
sensiveis para outros de menor sensibilidade); (c) competicdo entre Hg e Se por sitios de
ligacdo (alguns receptores localizados em tecidos); (d) conversdo de compostos toxicos de Hg
em outros de menor toxidez (demetilagdo do metilmercurio); (e) diminuicdo do efeito
inibitorio do metilmercurio sobre a atividade da glutationa peroxidase; e, (f) por prevengéo de
danos causados por radicais livres gerados pelo Hg na membrana celular (CUVIN-ARALAR
& FURNESS, 1991; GOYER, 1997).

A complexacdo Hg-Se e a redistribuicdo do Hg sdo considerados os mais importantes
entre 0s mecanismos apontados anteriormente. A formagdo de um complexo de Hg-Se-
proteina poderia explicar a relagdo 1:1 encontrada entre o Hg e Se, em figado de mamiferos
marinhos, com decréscimo correspondente na toxicidade relativa ao Hg. Isto seria decorrente
do fato de o complexo Hg-Se ligado a proteina ser muito menos toéxico que o metilmercdrio.
A absorcéo do Hg ndo é diminuida pela presenca de Se, tampouco este Ultimo aumenta a
eliminacdo do primeiro. O que ha é uma redistribuicdo do Hg para tecidos menos sensiveis
(ex.: musculo), conferindo um certo grau de protecdo (PEAKALL & BURGER, 2003).

Nenhuma correlagdo que fosse significativa entre o Hg e o Se muscular de peixes,
crustaceos e moluscos foi encontrada (PLESI, BERTELLI & MONZANI, 2001;
BARGHIGIANI et al.,1991), que pudesse ajudar no entendimento da interagdo entre estes
elementos. Uma maior concentragio de Hg (P<0,05) foi encontrada em peixes
comparativamente a crusticeos e moluscos; por outro lado, ndo houve diferenca (P>0,05) em
relagdo ao Se para os trés tipos de pescado (PLESI, BERTELLI & MONZANI, 2001).

Como na maioria do pescado marinho 0 Se muscular est4 estequiometricamente em
excesso em relagdo ao Hg, tem sido cogitado que o consumo de peixes, crustaceos e moluscos

ndo expde o consumidor aos efeitos toxicos do Hg. A elucidacdo da interacéo entre Hg e Se é



10

necessaria para melhor entendimento da agdo protetora do Se na exposi¢do do consumidor ao
Hg (RUITER, 1995).

2.1.6. Limites de Tolerancia e Contetdo de Mercurio Total e Metilmercurio em Cagao

No Brasil e também em varios paises, o limite mdximo de Hg em pescado predador €
de 1,0 ng/g, e 0,5 ng/g para peixes ndo-predadores (KNOWLES, FARRINGTON & KESTIN,
2003; BRASIL, 1998). Outros paises, como o Canadd, estabelecem o limite de 0,5 ng/g para
qualquer pescado, incluindo os predadores (FORSYTH et al., 2004). Foi constatado que 46,4
% dos cacdes tinham concentrages de Hg superiores a 1 ug/g, e 73,9 % acima de 0,5 pg/g
(TENUTA-FILHO & NASCIMENTO, 2007). Apesar de a legislacdo brasileira impedir, o
cacdo e comercializado sem fiscalizacdo quanto ao conteddo de Hg, ndo cumprindo sua

finalidade de protecéo a saude do consumidor.

As Tabelas 1 e 2 apresentam as concentra¢es de Hg e MeHg relatadas na literatura
consultada, em musculo de cagdes capturados na costa brasileira ou adquiridos no comércio

de Séo Paulo/SP, Brasil (Tabela 1), e provenientes de outras localidades do mundo (Tabela 2).

Vérias espécies de cagdo da costa brasileira ou comercializados em S&o Paulo/SP (P.
glauca, C. signatus, S. magalops, S. mitisukuri, Sphyrna sp., Odontapsis sp. e machote)
apresentaram concentragdes de Hg acima dos limites estabelecidos na legislagdo (1 pg/g).

Dentre os estudos consultados, nenhum apresentou concentracdes de MeHg (Tabela 1).

Entre outras localidades, exceto o Brasil, observou-se que todas as concentracoes
medias de Hg total relatadas para os cagfes Carcharhinus obscurus (“Dusky shark™),
Halaeulurus bivius (“Narrowmouth catshark”), Scyliorhinus canicula (“Small-spotted
catshark™) e Sphyrna zyaena (“Smooth hammerhead”) encontraram-se acima de 1 ng/g.
Dentre os resultados apresentados, 30 das 62 concentracdes médias de Hg total apresentaram-

se acima desse limite (Tabela 2).

Em alguns desses estudos, o0 MeHg foi quantificado, sendo cerca de 86 + 8 % da
quantidade de Hg total, podendo, em muitos casos, chegar a 100 % (BRANCO et al., 2007,
STORELLI, BUSCO & MARCOTRIGIANO, 2005; FORSYTH et al., 2004; STORELLI et
al., 2003; STORELLI, STUFFLER & MARCOTRIGIANO, 2002; STORELLI, STUFFLER
& MARCOTRIGIANO, 2001; VLIEG, MURRAY & BODY, 1993).
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A maioria dos autores encontraram correlacdo positiva significativa entre a

concentracdo de Hg total e/ou MeHg com o comprimento ou peso dos peixes (BRANCO et
al., 2007; MARSICO et al., 2007; STORELLI, BUSCO & MARCOTRIGIANO, 2005;
PINHO et al., 2002; STORELLI, STUFFLER & MARCOTRIGIANO, 2002; LACERDA et.
al., 2000; TUROCZY et al., 2000; NOGEIRA, ORDONEZ & MARTINEZ, 1998; VLIEG,
MURRAY & BODY, 1993; CASADEI e RODRIGUES, 1986; WATLING et al., 1982;
HALL, TEENY & GAUGLITZ, 1977; MENASVETA & SIRIYONG, 1977). Essa correlagdo

pode ter uso prético.

Tabela 1 — Concentrages de mercurio total em musculo de cagbes da costa brasileira e do

comércio de Sdo Paulo/SP

Espécie n Hg total (ug/g) Local Referéncia
Prionace glauca 30 0,40%0,29(0,01a1,15) ;

Isurus oxyrhinchus 4 0,38+£0,25(0,122a0,69) Costa do sul do Brasil MQR(%%% et
Sphyrna zugaena 5 0,44+0,30(0,02a0,70)

. . Sudoeste do Oceano FERREIRA
Carcharhinus signatus 38 1,74 (0,33 a2 3,48) Atlantico Equatorial et al. (2004)
Mustelus norrisi 13 0,36 £0,28
Mustelus canis 79 0,41+0,35
Carcharhinus signatus 6 1,77 + 0,56 Costa do Brasil (alto-mar) P”\g()%ze)t al,
Squalus megalops 21 1,90 £ 0,58
Squalus mitsukurii 33 2,22+0,72
Rhizoprionodon lalandii 45 0,075 (0,022 a 0,280)*

Rhizoprionodon porosus 23 0,042 (0,008 a 0,091)* Sudeste do Brasil L';CI(EZRO%S et
Mustelus higmani 12 0,055 (0,013 a0,163)*

Squantia argentina (Anjo**) 6 0,33 0,39 (0,04 a 0,95)

Prionace glauca (Azul **) 5 0,73+0,41(0,28a1,17)

Sphyrna sp (Cambeva **) 6 245+136(1,04a4,71)  Comércio do sudeste de XEECIFEE?&
Odontaspis sp (Cagoa **) 5 1,89%092(0,9923,12) Séo Paulo/SP et al. (1999)
Machote ** 3 1,35+0,89(0,50a2,27)

Anequim ** 1 0,51

Prionace glauca 15 0,79 +0,34 (0,21 a 1,50) Comesrgéop‘i%fo‘jg‘;ste de it';lc?ggg-

* Média + Desvio Padrdo, calculados em matéria imida; * Base seca; ** Denominagdes comuns.
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Tabela 2 — Concentragbes de mercdrio total e metilmercirio em cagdes de varios locais,

exceto Brasil.

Espécie n Hg total MeHg MeHg/ Local Referéncia
(ug’®) (ng/g) Hg (%)
Prionace glauca 37 022al1l30 018a120 84+17 Oceano BRANCO et al.
“Blue shark” Atléantico (2007)
(Acores)
Prionace glauca 27 068a250 0,65a1,95 96+ 3 Oceano BRANCO et al.
“Blue shark” Atléantico (2007)
(linha do
equador)
Scyliorhinus canicula 12 1,10+0,62 1,01+0,58 78a100 Mar Adriatico STORELLI,
“small spotted shark” (0,26 a2,06) (0,23 a1,99) BUSCO &
MARCOTRI-
GIANO (2005)
Cacdes * 13 1,26 - - Comérciodo DABEKA etal.
(0,09 a2,73) Canada (2004)
Cacoes * 12 136+0,70 0,85+040 65+14 Comérciodo FORSYTH et
(0,39a2,73) (0,28a1,54) Canada al. (2004)
Cacdes * 5 1,40 - - Comérciodo ~ KNOWLES,
(1,01 a2,20) Reino Unido FARRINGTON
& KESTIN
(2003)
Galeorhinus australis 25 2,31 - - Comércioda LOVE RUSH
“School Shark” (0,28 a 4,60) Nova Zelandia & McGRATH
Squalus acanthias 11 0,61 i (2003)
“Spikey dogfish” (0,30a1,12)
Sphyrna zygaena 4 122146 140144 86,8 Mar Jénico ~ STORELLI et

“hammerhead shark”

(8,55 a21,07) (7,45 a 19,57)

al. (2003)
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Espécie n Hg total MeHg MeHg/Hg Local Referéncia
(ug’g) (ug’g) (%)

Galeus melastomus 819 1,66+0,89 1,35+0,61 84+11 Mar STORELLLI,

“Blackmouth dogfish” (0,25a5,47) (0,23a4,32) (57a100) Jénico, STUFFLER &

Scyliorhinus canicula 70 1,49£0,61  123+049 835 A;dgagl‘jo lellzrsg?;o%lz-)

“small spotted shark” (0,79a2,56) (0,68a2,00) (77a90) g

Dalatias licha 3 438+1,07 381+069 88+0,1

“Kitefin shark” (3,5826,00) (3,24a5,00) (78a95)

C. granulosus 25 9,7+0,7 9,09 +0,83 93+3

“Gulper shark” (8,75a10,51) (7,90a10,0) (89a97)

Squalus blainvillei 20 453+119 4,05+1,29 92+8

“Longnose spurdog” 2  (3,90a744) (3,22a7,24) (81a98)

Etmopterus spinax 120 0,63+0,29 0,58+0,26 91+5

“Velvet belly” (0,17a21,07) (0,17a0,97) (86 a 100)

Heptranchias perlo 8 1,27+£1,70 1,20+ 0,17 91+5

“Sharpnose sevengill” ..2 (1,13a1,41) (1,00a1,41) (86a100)

Mustelus mustelus 15 031+0,06 023+005 75%0,1

“Smoothhound” ..2 (0,23a0,37) (0,18a0,28) (69 a80)

Sphyrna zygaena 1 18,29 16,06 88

“hammerhead shark”

Squalus acanthias 15 6,5%2,.2 6,1+23 92+8 Mar STORELLI,

“Piked dogfish” (3,90a10,44) (3,22a10,24) (81a98) Adridtico STUFFLER &

Prionace glauca 17 0380190 035+013 92+7 e“fﬁ\\ﬁg(go%'i)

“Blue shark” (0,20a20,89). (0,20a0,79). (89 a 100)

D. dalcea 18 1,44 £ 0,46 - - Sudeste  TUROCZY et al.

“Dog shark” da (2000)

C. crepidator 10 0,86+0,48 . . Austrdlia

“Dog shark”

C. owstonii 11 2,38%0,22 - -

“Dog shark”

Rhizoprionodon 21 0,74 - - Veracruz, NOGEIRA,

terraenovae (0,27 a 1,6) Meéxico ORDONEZ &
MARTINEZ

(1998)

Galeus melastomus - 0,14 a 3,39 - - Mar STORELLI,

“Blackmouth dogfish” Adridtico STUFFLER &
MARCOTRI-

GIANO (1998)
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Espécie n Hgtotal MeHg MeHg/ Local Referéncia
(ng’g)  (ug/g) Hg (%)
P. squalo 0 6 23%+29 - - Al_riae HAQUET, GALARINI &
0 0 (0,49a8,00) Marche, ROSCINI (1996)
Lamna nasus 2 1402 - - Italia
“Smeriglio” 0 (1,23a1,54)
Alopias vulpinus 3 044+045 - -
“Volpe” 0 (0,15a0,97)
Squalus acanthias 49 0,34+0,24 - -
“Spinarolo” 0 (0,09a1,25)
Polombo 0 0 290 0,29+0,28 - -
0 0 (0,05a4,02)
Gattucio 0 0 2 0,22+0,07 - -
0 0 (0,17a0,27)
Notidano 0 1 0,18 - -
Mustelus schimitii - 0,45+0,30 - - Buenos  SCARPINI, ANDRADE &
. L i i i Aires, MARCOVECCHIO (1993)
Galeorhinus viaminicus 0,34+0,17 Argentina apud LACERDA et AL.
(2000)
Isurus oxyrinchus - 1,58 1,18 74,7 Nova  VLIEG, MURRAY & BODY
“Shortfin Mako shark” 0 Zeléandia (1993)
Lamna nasus — - 0,68 0,55 80,9
“Porbeagle shark”
Mustelus schmitii 0 0 570 0,77 +0,36 - - Baia MARCOVECCHIO,
0 . (0,03 a3,26) Branca, MORENO & PEREZ (1991)
Halaeulurus bivius 0 73 2,20+0,58 - - Argentina
0 0 (0,89 a 3,04)
Notorhynchus sp 14 2,99 +0,48 - -
(0,95 a 3,43)
Squantia argentina - 0,48+0,23 - - Baia MARCOVECCHIO,
Mustelus schmitii - 0,89+0,29 - - Branc_a, MORENO & PEREZ (1988)
Argentina
Halaeulurus bivius - 251+0,30 - -
Mustelus schmitii - 085+042 - - Baia MARCOVECCHIO AL AL.
Branca, (1986)

Argentina
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Espécie n Hg total MeHg | MeHg/H Local Referéncia
(ng/2) (ng’®) | 9(%)

Galeocerdo cuvieri 3 141+055 - - Canal de CASADEI &

0 (0,78a1,76) Mogambique RODRIGUES (1986)
Carcharhinus 2 119+0,23 - -
maculipennis 00 (1,02a1,35)
Cacharhinus 5 0 1,43+0,74 - -
brevipennis 0 (0,73a2,59)
Sphyrna lewini 0 4 0841064 - -
. 00 (0,37a1,78)
Mustelus punctatus 1 0,51 - -
Rhizoprionodon acutus 1 1,48 - -
Carcharhinus milberti 1 0,69 - -
Carcharhinus limbatus 6 0,75+0,40 - -

0 (0,37a1,29)
Carcharhinus obscurus 3 1,08 + 0,46 - -

(0,69 a1,58)
Sphyrna makorran 1 0,60 - -
Rhynchobatus 2 045+0,14 - -
dseddewsis 0 0 (0,35a0,55)
Isurus oxyrhinchus 26 2,6 - - Costa de WATLING etal.
“Mako shark” ~ Natal, (1982)
Carcharhinus obscurus 32 2,74 +1,38 - - Africa do Sul
“Dusty shark”
Carcharodon carcharias 14 2,3 - -
“Great white shark”
Squalus acanthias 127 0,92 - - Washington, = HALL, TEENY &
“Spiny dogfish” (0,43 a2,58) EUA GAUGLITZ
(1977)

Isurus guntheii 4 0,21+£0,19 - - Mar de MENASVETA &
“Great blue shark” . 0 (0,06a0,45) Andaman, SIRIYONG, 1977
Bulamia ftallamzami 4 0,31+0,22 - - India
“Black tip shark” (0,24 a0,41)
Sphyrna tades 3 023+021 - -

“Hammerhead shark”

Alopius sp.
“Longtail shark”

. 0 (0,07a0,48)

1 0,22

* Espécies sem identificacdo zooldgica
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2.1.7. Ingestdo Semanal Toleravel Provisional para Mercurio

Em 2000, foi estabelecida a Ingestdo Semanal Toleravel Provisional (ISTP) para
MeHg, de 3,3 pg/Kg de peso corpéreo, ndo devendo ultrapassar 200 pg por pessoa
(FAO/WHO, 2000). Incluia o consumo de Hg por mulheres gravidas e que amamentavam.
Em 2003, esse limite foi revisado visando a protecdo desse grupo mais susceptivel e a ISTP
entdo reduzida para 1,6 pg/Kg (FAO/WHO, 2003). Em 2006, foi confirmada a essa reducéo,
mas apontou-se que outras faixas etarias, que ndo embrionéria ou fetal, podem ser menos
sensiveis aos efeitos adversos do MeHg, considerando que a ingestdo de até dobro da ISTP de
1,6 ug/Kg ndo expde a riscos de neurotoxicidade. No entanto, recomendou-se que mulheres
em idade de concepcdo ndo excedam o limite recomendado. Também se relatou que para
criangas e adolescentes (até 17 anos) que, apesar de certamente ndo serem mais susceptiveis
que embrides ou fetos, podem ser mais sensiveis que adultos, pois o desenvolvimento cerebral
continua significativamente ainda nessa faixa etéria, portanto, a esse grupo recomenda-se ndo
ultrapassar essa ISTP (FAO/WHO, 2006).

A ISTP recomendada para Hg total € de 300 pg por pessoa, ndo mais que 200 ug
como MeHg, ou 5 pg/Kg de peso corpdreo (FAO/WHO, 2000). O limite estabelecido para
MeHg € igual a 32 % desse valor. Sugere-se entdo que para o consumo de peixes predadores,
j& que podem conter concentracOes relativas de MeHg de até 100 % do Hg total, o ISTP de
Hg total possa ser considerado igual ao do MeHg, ou seja, 1,6 ng/Kg de peso corpéreo de Hg
total ingeridos semanalmente. A Organizacdo Mundial da Saude ja relatou o reconhecimento
da necessidade de a ISTP para o Hg total ser reavaliada (FAO,WHO, 2003), como aconteceu
para 0 MeHg. Contudo, a mudanca nos niveis estabelecidos para MeHg néo reduz a exposi¢éo
da populacdo e deve-se prover métodos efetivos para reduzir o numero de individuos o
consomem acima da ISTP, especialmente em populagdes as quais esse risco se apresenta com

maior intensidade.

A Com base na IPTS para MeHg, e considerando o pescado predador cuja proporcéo
de MeHg pode chegar a 100% do Hg total, para uma pessoa com 70 Kg, seria toleravel a
ingestdo semanal de 112 pg de MeHg (ou Hg total no caso de peixes predadores), ou seja,
aproximadamente 224 g de um peixe com 0,5 pgHg/g, 112 g de um peixe contendo 1 ugHg/g,
56 g de um peixe com 2 ugHg/g, ou 37,3 g de um peixe contendo 3 ngHg/g.
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2.2. 0 ARSENIO

2.2.1. Fontes e Usos do Arsénio

O arsénio (As), distribuido na crosta terrestre, ocupa o 20° lugar em abundéncia
natural, 14° em dgua marinha e 12° no corpo humano. Esta contido em mais de 245 minerais,
sendo a forma mais comum a arsenopirita. Apesar de sua maior incidéncia ser de fonte
geoldgica, muitas vezes vulcanica, a atividade humana também é causa de poluicdo por
arsénio (SHARMA & SOHN, 2009; PESHUT, MORRISON & BROOKS, 2008; FOWLER et
al., 2007; STORELLI & MARCOTRIGIANO, 2004). Concentracdes elevadas desse mineral
no solo ocorrem somente em areas localizadas, mas regifes industriais causam preocupacéo
ambiental (BHATTACHARYA et al., 2007).

O As € mais largamente utilizado em pesticidas, herbicidas, dessecantes de algoddo e
conservantes de madeira. Mas o uso de compostos arsenicais em agricultura vem
gradualmente diminuindo desde a década de 60, devido ao maior entendimento de sua
toxicidade e a consciéncia concernente a seguranga dos alimentos e contaminacdo ambiental
(BHATTACHARYA et al., 2007). E usado também na manufatura de vidro, na fabricagio na
semicondutores, fotocélulas e em pesquisa espacial. O As elementar é usado como aditivo na
producdo de ligas metélicas, para aumentar a dureza e resisténcia ao calor. Suas formas
inorganicas séo principalmente geradas na mineragéo, como subproduto da fundi¢éo de minas
de cobre, zinco, chumbo ou ouro e na queima de combustivel fossil (DENOBILE, 2007;
FOWLER et al., 2007; SLOTH, JULSHAMN & LUNDEBYE, 2005; PESHUT, MORRISON
& BROOKS, 2008).

Os compostos arsenicais sdo conhecidos como agentes terapéuticos desde 400 a.c. A
partir do século XIX, uma solucdo de arsenito de potassio, conhecida como solucdo de
Fowler, foi usada no tratamento de leucemia, psoriase e asma bronquial crénica. Com base em
estudos epidemioldgicos, essa solugdo, ja banida em muitos paises, estd associada ao
desenvolvimento de cancer (HUGHES, 2002; FOWLER et al., 2007). Compostos de arsénio
organico tém sido extensivamente usados no tratamento de doengas causadas por protozoarios
e espiroquetas. O trioxido de arsénio foi reportado para o tratamento de leucemia
promielocitica aguda (NICOLIS et al., 2009; FOWLER et al., 2007).
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2.2.2. Transformacgdes do Arsénio no Ambiente Marinho

A mobilizacdo do As no solo e subsequente lixiviagdo em &guas profundas ou de
superficie ou sua entrada na cadeia alimentar humana, devem ser consideradas um sério risco.
Essa mobilizacdo em ecossistemas naturais € predominantemente dirigida por interagdes
biogeoquimicas mediadas microbiologicamente (BHATTACHARYA et al., 2007).

O arsénio estd presente em todos os oceanos em concentracdes de 1-2 pg/L
(SHARMA & SOHN, 2009; BORAK & HOSGOOD, 2007; SLOTH, JULSHAMN &
LUNDEBYE, 2005). Essas concentracBes sdo mais constantes em &guas mais profundas,
onde predomina o arsenato (As"), enquanto em aguas superficiais essas concentragdes sofrem
variagOes sazonais (FOWLER et al., 2007; BORAK & HOSGOOD, 2007; STYBLO, et al.,
2000). Reducdo e metilacdo ocorrem em zonas foticas superficiais e os niveis de metilacdo
estdo correlacionados com a atividade fotossintética. Aguas superficiais contém, além de As,
pequenas concentracdes de arsenito (As''), resultante de processos microbiolégicos de
detoxificagdo ou respiragdo, monometilarsonato (MMA) e dimetilarsinato (DMA) (BORAK
& HOSGOOD, 2007; BHATTACHARYA et al., 2007).

Os animais marinhos ingerem uma pequena quantidade de arsénio inorganico através
de sua alimentagdo e o bioacumulam. Através da cadeia trofica, uma sequéncia de
transformagBes metabdlicas leva & bioacumulacdo de compostos arsenicais metilados
complexos em espécies de animais maiores, como a arsenobetaina, considerada o produto
metabdlico final no ecossistema marinho. (BORAK & HOSGOOD, 2007; HANAOKA et al.,
1987a; HANAOKA et al, 1987b; DE-GIETER et al, 2002; STORELLI &
MARCOTRIGIANO, 2004).

Essa cadeia de transformagdes tem a participacdo fitoplancton, que capta o As’, via
sistema de transporte trans-membrana para captacdo de fosforo, seguido de répida
detoxificagdo por reducdo e metilacdo, resultando na formacédo de arsenoagucares, bem como
menores quantidades de DMA, MMA e outra formas metiladas (BORAK & HOSGOOD,
2007; DE-GIETER et al., 2002). Os niveis de As em algas é geralmente cerca de 1000 a
10000 vezes maior que a encontrada na 4gua marinha (BORAK & HOSGOOD, 2007).



19

A arsenobetaina, forma trimetilada do As”, é o composto arsenical predominante em
animais marinhos, principalmente em peixes do topo da cadeia tréfica, como o cagdo, comuns
na alimentacdo humana (SHARMA & SOHN, 2009; BORAK & HOSGOOD, 2007; CAVA-
MONTESINOS et al., 2005; SLOTH, JULSHAMN & LUNDEBYE, 2005; FOWLER et al.,
2007; DE-GIETER et al., 2002; HANAOKA et al., 1987a; HANAOKA et al., 1987b). A
arsenobetaina ndo é sintetizada diretamente do As”, mas provavelmente os arsenoaglicares
liberados na &gua e sedimentos, pela morte e decomposi¢do de algas, sdo transformados por
microorganismos ou por alguns animais marinhos em arsenobetaina ou seus precursores, 0s
quais séo entdo ingeridos por outros animais marinhos (BORAK & HOSGOOQOD, 2007).

Outras formas organicas e inorganicas do arsénio, além da arsenobetaina, sdo
encontradas em peixes e animais marinhos comuns na dieta humana. A proporgdo do arsénio
inorganico nesses alimentos € geralmente muito baixa, menor que 1-4% do As total. Os
compostos metilados (MMA e DMA) e o 6xido de trimetilarsina (TMAQO), bem como
compostos organicos mais complexos, como arsenocolina e arsenoaglcares, também estéo
presentes em alimentos marinhos, em menores quantidades (BORAK & HOSGOOD, 2007).
O TMAO ¢ formado por metilagdo por bactérias da flora intestinal dos peixes e também como
produto secundario da degradagdo microbioldgica post-mortem da arsenobetaina contida em
animais marinhos, com subseqliente decomposicdo a DMA, MMA e finalmente as formas
inorgénicas (BORAK & HOSGOOD, 2007; DEVESA et al., 2005; HANAOKA et al., 1993;
HANAOKA et al., 1992; KAISE et al., 1987).

2.2.3. Metabolismo e Toxicidade das Espécies Arsenicais

O metabolismo do arsénio é de grande importancia para o desencadeamento de seus
efeitos toxicos. Muitas espécies mamiferas metilam o arsénio inorganico. Esse processo da-se
por ciclos de reducéo e metilacdo (Figura 1), iniciando-se pela redugdo do As” a As", na
presenca de um tiol como a glutationa, seguida de metilacdo enzimatica oxidativa a formas
organicas pentavalentes (MMAY, DMAY e TMAO). O metabdlito predominante do arsénio
inorganico, o DMA, é rapidamente excretado pela maioria dos mamiferos. O TMAO ¢ o
produto final desse processo, mas € encontrado em concentragdes muito pequenas na urina
(HUGHES, 2002; FOWLER et al., 2007; STYBLO, et al., 2000). 0 MMA" e 0 DMA",

antes considerados produtos intermediarios do metabolismo do arsénio, ja foram identificados
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na urina de humanos expostos cronicamente ao arsénio através da ingestdo de agua
(APOSHIAN et al., 2000; DEL-RAZO et al., 2001).

Figura 1 — Reducéo e metilagdo do arsénio inorgéanico
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Dimethylarsinic acid Methylarsonous acid Fonte: PETRICK et al., 2000.

Geralmente as espécies inorganicas do arsénio sdo mais toxicas que as formas
orgénicas presentes em organismos Vvivos, inclusive humanos, e por isso, a metilagdo foi
considerada a principal via de detoxificacdo do arsénio inorgénico. Entretanto, estudos
recentes demonstraram que o DMA" e principalmente 0 MMA", sdo mais citotoxicos e
genotdxicos que seus analogos pentavalentes e que o As”, por apresentarem maior reatividade
e afinidade por tidis, sugerindo que a metilacio ndo €é somente um mecanismo de
detoxificagdo, mas que o0s arsénicos metilados trivalentes sdo tdo biologicamente ativos
quanto o As" (SHARMA & SOHN, 2009; HUGHES, 2002; STYBLO, et al., 2000,
PETRICK et al., 2000). Outro estudo apresentou que o dimetilmonotioarsénio (DMMTA) é
muito mais toxico que outros compostos arsenicais pentavalentes ndo-tiolados
(NARANMANDURA, IBATA & SUZUKI, 2007; RAAB et al., 2007; RAML et al., 2007).

Propde-se a seguinte ordem de toxicidade em vaérios tipos de células humanas: MMA"' > As'"
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= DMA" > As¥ > MMA" =/> DMAY (SHARMA & SOHN, 2009; STYBLO, et al., 2000,
PETRICK et al., 2000).

O mecanismo da toxicidade do arsenato, As”, estd baseado na sua capacidade de
substituir o fosfato em muitas reagBes bioquimicas, devido & estrutura e propriedades
similares, resultando na inibicdo de enzimas, diminuicdo na producdo de ATP, etc. Mas a

maior parte de seus efeitos toxicos deve-se a sua reducdo a arsenito, As!

, que tem alta
afinidade por moléculas contendo tidis, como glutationa e cisteina. Essas ligacbes a grupos
tidis ou sulfidrilas vicinais criticos, como grupos funcionais especificos de enzimas ou
receptores de coenzimas, podem inibir importantes processos bioquimicos, levando a
toxicidade. Por outro lado, a ligagdo do As"
um mecanismo de detoxificacdo (HUGHES, 2002; STYBLO, et al., 2000). Ao causar estresse

oxidativo por meio da inibicéo da respiragio mitocondrial e deplecéo de ATP, 0o MMA" e o

a locais ndo-essenciais em proteinas, pode ser

DMA"" geram espécies de oxigénio reativo altamente toxicas, que exercem importante papel
na morte celular via apoptose ou necrose, e na carcinogenicidade via dano ao DNA celular
(FOWLER et al., 2007).

E dificil propor um mecanismo de agfo do arsénio no desenvolvimento do cancer por
muitas razdes. Algumas delas incluem varios resultados negativos em bioensaios de
carcinogenicidade em animais padréo; a falta de evidéncia de que o arsénio é um mutagénico
pontual; os efeitos carcinogénicos e promotores do DMAY; os efeitos toxicos das formas
trivalentes metiladas; e os inimeros efeitos do arsénio na sinalizacdo celular. Entretanto,
alguns mecanismos sdo propostos. Sugere-se que 0 arsénio ndo interage diretamente com o
DNA, mas ocorre através da alteracdo indireta da expressdo génica, bem como através da
perturbacdo do mecanismo de metilagdo do DNA e interferéncia nas vias de transdugdo de
sinal. A inibicdo do processo de reparo do DNA pode contribuir como um papel co-
carcinogénico do arsénio. Devido a sua interagdo com genes-alvo ser indireta e influenciada
pelo ambiente celular, o efeito carcinogénico do arsénio deve ser expresso quando esgotarem-
se 0S mecanismos protetores e adaptativos (SCHOEN et al., 2004; HUGHES, 2002; BASU et
al., 2001).

A toxicidade aguda do arsénio esta relacionada a forma quimica e ao estado de

"¢ quase trés vezes maior que a do As’, em animais e em

oxidagdo. A toxicidade do As
células humanas, sendo sua dose letal de 1-3 mg/Kg de peso corpéreo, para exposicao

humana via oral (SHARMA & SOHN, 2009; FOWLER et al., 2007; HUGHES, 2002;
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STYBLUO, et al., 2000). A intoxicacdo aguda ou sub-aguda envolve muitos 6rgaos e sistemas,
incluindo dano gastrointestinal, dérmico, nervoso, renal, hepatico, hematoldgico,
cardiovascular, respiratério e oftalmico, podendo chegar a choque, convulsdes, coma e morte
(FOWLER et al., 2007; HUGHES, 2002).

Os efeitos cronicos do arsénio inorganico também afetam sistemas multi-6rgdos. Uma
caracteristica distinta dessa exposicdo sdo as lesbes cutaneas, caracterizadas por
hiperpigmentacdo, hiperqueratose palmoplantar e hipopigmentagcdo, edema facial e
descamacdo (FOWLER et al., 2007; HUGHES, 2002). Em Taiwan, a doenca do pé-preto, um
distdrbio vaso-oclusivo que leva & gangrena das extremidades, foi observada em individuos
cronicamente expostos ao arsénio através da ingestdo de dgua (TSENG, 2002). Outros efeitos
cardiovasculares incluem anormalidades eletromiogréficas, doencas arteriais periféricas,
coronarianas e cerebrais, aterosclerose da cardtida, hipertensdo e microcirculacdo anormal.
Efeitos ndo cardiovasculares observados foram neuropatia periférica, encefalopatia,
hematomegalia, anemias, cirrose, heme-metabolismo alterado, depressdo da medula éssea,
diabetes mellitus e distdrbios renais, como degeneracdo do ttbulo proximal e necrose papilar
e cortical (TSENG, 2004; FOWLER et al., 2007; HUGHES, 2002; MUNOZ et al., 2000).

Baseadas em estudos epidemioldgicos, a Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC, 1987 apud HUGHES, 2002; IARC, 1980 apud HUGHES, 2002) e a Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA, 1988 apud HUGHES, 2002), reconhecem o
arsénio inorganico como carcinogénico humano do grupo 1. Tumores desenvolvidos apos
inalagdo de arsénio sdo primeiramente observados no pulmé&o, enquanto apds exposicédo oral
sdo constatados inicialmente na pele. Contudo, cancer em 6rgdos internos, como bexiga,
figado e rins, ocorrem em individuos cronicamente expostos & agua contaminada (TSENG,
2004; HUGHES, 2002).

Adicionalmente, porque a toxicidade pelo arsénio pode ser modificada pelo estado
nutricional, as respostas toxicas podem variar significativamente entre populagdes com dietas
diferentes, particularmente com respeito a ingestdo de nutrientes ricos em compostos

doadores de metila (como colina e metionina), selénio e antioxidantes.
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2.2.4. Interagdo entre Arsénio e Selénio

O selénio (Se) ocupa 0 147° lugar em toxicidade e sua forma inorganica, Se', reage
com a glutationa inserindo-se no ciclo redox, causando estresse oxidativo e apoptose (ROSEN
& LIU, 2009; ROSSMAN & UDDIN, 2004). Mas, em contraste ao arsénio, € um
micronutriente essencial, anticancerigeno, que oferece protecéo contra a toxicidade de metais
como mercudrio e arsénio. Em humanos, ha mais de 25 selenoproteinas, responsaveis por
regulacdo redox, antioxidagéo e detoxificacdo (HUANG et al., 2009). Estudos envolvendo a
exposicao simultanea ao arsénio e selénio, em VArios animais, apresentaram uma interacdo
antagonista entre eles, e muitas pesquisas sugerem que 0 mesmo acontega em humanos. Essa
interacdo pode ocorrer direta ou indiretamente, dependendo as forma quimica e dose de cada
um (ZENG, UTHUS & COMBS, 2005; ROSSMAN & UDDIN, 2004).

Foi verificado que o selénio aumenta a excrecdo biliar de arsénio e vice-versa
(GAILER, 2007). Embora esse aumento na secrecéo biliar de selénio provavelmente seja o
principal mecanismo pelo qual o arsénio interage com o selénio, 0s seus sais inorganicos
podem antagonizar-se pela formacdo de precipitados e pela inibicdo mutua da formagéo de
metabolitos metilados (ZENG, UTHUS & COMBS, 2005). Em ratos, essa interagdo causou
aumento da excrecdo fecal destes dois metaldides e a formagdo de um precipitado de
arsenoselenito nos lisossomos renais (GAILER, 2007). Altos niveis de selénio na urina de
habitantes da Bacia de Lanyang, Taiwan, expostos a altas concentracdes de arsénio atraves da
agua (HSUEH et al., 2003), e de mulheres grévidas (CHRISTIAN et al., 2006) estéo
relacionados com maior excre¢do urinaria de arsénio, com um aumento na % DMA e
diminuicdo na % de As inorganico, indicando alteragdo no metabolismo do arsénio.
HOLMBERG & FERM (1969) observaram que o selenito diminui a teratogenicidade do
As(V) quando os dois compostos sdo administrados simultaneamente por via intravenosa a

“hamsters” prenhas.

A modulagdo da expressdo de selenoproteinas pela exposi¢do ao arsénio inorgénico
pode destacar o mecanismo molecular para sua toxicidade. HUANG et al. (2009) constataram
que a exposicdo a essas espécies arsenicais ndo somente modulam positivamente a expressao

de algumas selenoproteinas antioxidantes (em ratos), como também suprimem a expresséo de
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selenoproteinas do reticulo endoplasmatico e aumentam o estresse oxidativo. Essa situagao

reverte-se pela suplementacéo de selénio.

Uma primeira indicagéo de que o antagonismo entre Se e As, e a ocorréncia de cancer,
foi fornecida através de um estudo de intervengdo alimentar em ratos, que demonstraram que
0 As(Ill) abole a anticarcinogenicidade do Se(lV) (GAILER, 2007). GAILER (2009)
estudaram a formacéo e a secrecdo biliar do ion seleno-bis-(S-glutationil)-arsinio “in vivo” e
constataram seu envolvimento na toxicidade cronica e carcinogenicidade do As(l11). MENO
et al. (2009) relataram que a exposicdo ao As(lll) leva a reducdo das concentracdes
musculares de selénio e que o MMA" altera a expressdo de selenoproteinas em um modelo
primério de células humanas de figado, com base na inducgdo seletiva da tioredoxina redutase
1, numa série de eventos moleculares cumulativos que levam a reducéo significativa na
habilidade celular de defesa contra estresse oxidativo, que consequientemente pode gerar
espécies reativas de oxigénio e mutagénese (ROSSMAN & UDDIN, 2004). Os autores
indicaram a necessidade de estudos posteriores para examinar se essa série de eventos é

também a base para a carcinogenicidade potencial do arsénio em animais modelo.

Estudos epidemioldgicos indicam que baixa concentracdo de selénio em plasma e
sangue estd significativamente relacionada & ocorréncia de lesdes na pele de populagdo
cronicamente exposta ao arsénio através da 4gua (HUANG et al., 2008; CHEN et al., 2009).
A acumulagdo do arsénio inorgéanico, e a inibi¢do da sua metilagéo, ocorreram em humanos,
devido a exposicdo crbnica a baixos niveis de selénio (HUANG et al.,2008; GAILER, 2007).
Foi sugerido que a suplementagédo com selénio pode reverter algumas mudangas na expressao
génica em individuos com lesdes pré-malignas na pele, presumidamente induzidas por
exposicéo cronica ao arsénio (KIBRIYA et al., 2007; CHEN et al., 2009). CHEN et al. (2009)
tém um estudo de cinco anos em andamento, que avalia se a suplementagdo com selénio ou
vitamina E pode prevenir a ocorréncia de cancer em pacientes com lesdes na pele.
Opostamente, STEPNIK et al. (2009) observaram que o efeito carcinogénico do arsénio ndo
foi significativamente modulado pelo estado de suplementagdo com selénio, indicando a
necessidade de estudos que esclarecam a interacdo entre os dois metaldides. ROSSMAN &
UDDIN (2004) também observaram que o selénio inorganico ndo foi fortemente protetor
contra a toxicidade do arsénio, mas suas formas organicas protegeram contra a mutagénese

induzida por baixas doses de arsénio.
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2.2.5. Contelido de Arsénio em Peixes

A Tabela 3 apresenta concentragbes musculares de arsénio total e inorganico em Vvérias

espécies de cacoes.

STORELLI, BUSCO & MARCOTRIGIANO (2005) relataram que 92,3 a 99,1% das
concentragdes de As total (Tabela 3) em small “spotted shark” (Scyliorhinus canicula),
encontravam-se em formas organicas. Também observaram correlacdo positiva significativa
entre essas concentragdes de arsénio total e o peso do peixe, indicando bioacumulagdo no
musculo similar a que ocorre no caso do Hg. O mesmo foi relatado para a correlacdo entre a
fracdo orgénica e o peso do espécime, confirmando que as formas arsenicais organicas mais
complexas, como a arsenobetaina, acumulam-se eficientemente no tecido de animais
marinhos e ndo é facilmente excretado como acontece para humanos e outros mamiferos. Essa

correlagdo positiva ndo foi verificada para as formas inorganicas.

STORELLI & MARCOTRIGIANO (2004) analisaram concentragfes de As total em
musculo de 10 espécies de eslamobranquios (Tabela 3) e relataram que o cacdo azul, “blue-
shark”, uma espécie essencialmente teutivora, ou seja, que mais de 40% de sua dieta é
composta por lula (ESSINGTON, BEAUDREAU & WIEDENMANN, 2006), apresentou
menores concentragdes de arsénio, em comparagdo com os demais, mas ainda muito acima do
limite legal (1 pg/g). Nenhuma relacdo entre contetdo de arsénio no muasculo e comprimento
do peixe foi observada para os cacgdes analisados, com exce¢do do “blackmouth dogfish”.
Esse estudo indica que essa relacdo pode ser espécie-dependente, ou que o teor de arsénio no
tecido de elasmobranquios é regulado, e uma excre¢do ativa ocorre. O metabolismo do
arsénio no figado de peixes ocorre via metilagdo do arsénio inorganico, um processo que
resulta em formas orgénicas mono e dimetiladas, de excre¢cdo mais rapida. Assim, pode-se
supor que os elasmobranquios, particularmente aqueles de maior tamanho, sdo muitos
eficientes na metilacdo do arsénio inorganico e tém maior capacidade de detoxificacdo
(STORELLI & MARCOTRIGIANO, 2004). DE-GIETER et al. (2002) também ndo
encontraram correlagdo significativa entre bioacumulacdo e tamanho do peixe, o que foi
atribuido a faixa limitada de comprimentos dos peixes estudados, devido a pesca de um
tamanho especifico para fins de consumo alimentar. Discutiram que a bioacumulagdo ndo é

funcdo somente da exposi¢do ao longo do tempo, mas também do nivel de contaminagéo de
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sua fonte alimenticia e que mudancas na dieta levam a variages na exposicdo e taxa de

crescimento, o que poderia causar diluicdo pelo crescimento.

Tabela 3 — Contetido de arsénio em musculo de cagdes.

Espécie n Astotal  AslInorgénico B/A Local Referéncia
(ng/e) (ng/g) ° (%)
Sem identificacdo 51 8,3 0,026 0,02a1,9 Comérciode DENOBILE (2007)
(2,1a335) (0,001a0,19) Sédo Paulo

Somniosus 24 9,82+0,70 - - “Cumberland ~ McMEANS _L _L.

microcephalus . . Sound” (Artico) (2007)

Somniosus 14 5,36 +0,15 - - “Prince Willian

pacificus . Sound” (Artico)

Sem identificacdo 9  0,62a9,54 - - Comérciode ALMEIDA (2005)

Sé&o Paulo

Scyliorhinus 12 788+292 0,26+0,13 09a7,7 Mar STORELLI, BUSCO

canicula (4,46 a14,27) (0,08 a 0,49) Mediterraneo & MARCO-
TRIGIANO (2005)

“Blackmouth 164 7,81+1,83 - - Mar STORELLI &

dogfish* . (5,05 a10,59) Mediterraneo  MARCO-TRIGIANO

“Blackmouth 164 7,11+275 - - (2004)

dogfish* . (2,38a11,54)

“Blackmouth 273 5,57 +2,50 - -

dogfish* . (2,53 211,76)

“Blackmouth 218 13,07+4,93 - -

dogfish* . (6,80 a 28,18)

“Small spotted
shark”

“Kitefin shark”
“Gulper shark”
“Longnose
spurdog”
“Velvet belly”
“Smooth hound”
“Blue-shark”
“Sharpnose

sovengill”
“Ghost shark”

218 13,60 + 3,57
(9,17 a 20,64)

4 16,58 +4,81
(10,49 a 22,19)

25 18,92+ 6,43
(12,21 a 25,02)
137 12,68 +4,79
(4,92 a 20,05)

120 19,19 +1,30
(17,66 a 20,80)
120 15,40 + 13,89
(6,46 a 31,39)

7,20 +3,05
(3,27 a 11,25)
8 10,88+252
.. (7,23a13,25)
160 52,41 + 23,83
(20,71 a 79,27)

23
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Tabela 3 — Continuagédo

As total As Inorgénico B/A

Espécie Local Referéncia
P (ng/e) " (ngie)® (%)
Sphyrna zygaena 4 18,0+8,6 - - Mar Jénico STORELLI et al.
(15,7 a 20,2) (2003)
Scyliorhinus canicula 20 21,3a64,0 0,046a0,60* <2 MardoNorte DE-GIETER etal.
e Canal Inglés (2002)
Centroscymnus crepidater 4 ~3,9 >1,0 - Victoria, ALLINSON,
Deania calcea 2 ~56 >1.0 _ Austrélia NISHIKAWA &
’ ’ LAURENSON
(2002)
Carcharhinus limbatus 1286 0,08 a 16,6 - - Costa da
Ilha de POWELL &

Rhizoprionodon acutus 270 0,1a79 - | de
P Bougainville POWELL (2001)

Sphyrna lewini 82 0,3a29,3 - -
Centroscymnus crepidater 10 17+3 - - Victoria,
Centroscymnus owstonii 11 29+5 - - Australia TUR%%%S() etal.
Deania calcea 18 15+8 - -
Isurus oxyrinchus 10 0,44 - - Nova VLIEG,
Lamna nasus 12 0,23 - - Zelandia MURRAY &
BODY (1993)

Galeorhinus australis 12 14+5(5a23) - - Victoria,

) Australia  GLOVER (1979)
Mustelus antarcticus 12 17+6(7a30) - -
Hexanchus griseus 15 4,1(0,4a5,9) - - Costa Pacifica | EBLANK &
Squalus acanthias 17 29(1,5a5,6) - . doCanada JACKSON (1973)

* Base Umida; * Arsénio toxico = arsénio inorganico + MMA + DMA

STORELLI et al. (2003) e TUROCSY et al. (2000) encontraram altas concentragoes
de As total em “hammerhead shark” e “dog shark” (Tabela 3) e as explicam parcialmente pelo
habito alimentar misto dessas espécies, cuja dieta é mais rica em cefalépodes e crustaceos,
que tém maior capacidade de reter arsénio que peixes (STORELLI et al., 2003; DE-GIETER
et al., 2002). Por outro lado, MCMEANS et al. (2007) e DE-GIETER et al (2002) também
encontraram alto conteido de arsénio em cagdes (“Greenland shark”/”pacific sleeper shark” e
“dogfish” (Tabela 3), provavelmente proveniente da dieta, mas como ndo ha evidéncias da
ocorréncia de biomagnificacdo, essas concentracdes se justificam por variagdes regionais na

biodisponibilidade, causadas por diferencas geograficas, sazonais ou ambientais.
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POWELL & POWELL (2001) ao avaliarem a variacdo temporal do arsénio em uma
area contaminada com residuos de mineracdo na costa de Papua Nova Guiné, nédo
encontraram evidéncia de biomagnificagdo ao longo de um periodo de 10 anos em

“hammerhead shark™.

DE-GIETER et al. (2002) apresentaram relacdo linear significativa entre o arsénio
total e toxico (inorganico + MMA + DMA) quando somadas as concentra¢fes no figado e no
musculo de “dogfish”. Apontaram também que a fragdo toxica do arsénio é constante para
uma mesma espécie, sugerindo que, para cada espécie, a partir de certa concentracdo, proxima

de 1% do arsénio total no caso do “dogfish”, um sistema de detoxificacdo é iniciado.

TUZEN (2009) relatou concentracdo de arsénio em Vérias espécies de peixes do Mar
Negro, Turquia, variando de 0,11 mg/Kg em salmonete (Mullus barbatus) a 0,32 mg/Kg em
“mackerel” (Scomber scombrus). TOPPE et al. (2007) analisando vérias espécies de peixes da
Noruega, apresentaram concentrag0es de arsénio em peixes “gordos” (“blue fish”), com
media de 2,0 + 1,1 mg/Kg (base seca desengordurada), com valor maximo de 3,8 mg/Kg em
“big herring” (Clupea harengus), contra o teor médio de 0,3 + 0,3 mg/Kg em peixes
“magros”. JURESA & BLANUSA (2003) encontraram concentragdes de arsénio mais altas
em “hake” (Merluccius merluccius), 23,3 £ 3,6 mg/Kg, semelhantes as apresentadas para
cacOes (Tabela 3). Os mesmos autores relataram concentracbes mais baixas em “mackerel”,
0,56 = 0,11 mg/Kag.

USYDUS et al. (2008) estudaram peixes enlatados disponiveis no mercado polonés e
encontraram arsénio total minimo de 0,47 £ 0,12 mg/Kg em “paprykars” (peixe com arroz) e
maximo de 1,93 = 0,85 mg/Kg em sardinha em Oleo. Valores similares observaram
MANTOVANI & ANGELUCCI (1992) ao analisarem amostras de sardinha e atum, “in
natura” e enlatados, da cidade de Campinas/SP (Brasil). O arsénio (mg/g) variou de 0,85 a
1,58 mg/Kg em amostras “in natura”, 0,78 a 1,78 em sardinha em éleo comestivel, 0,80 a 2,06
em sardinha em molho de tomate e 0,44 a 1,26 em atum em 6leo comestivel. MUNOZ et al.
(2000) relataram concentragdes de 0,60 a 8,12 mg/Kg para arsénio total e de 0,008 a 0,196
mg/Kg para arsénio inorganico, em peixe enlatado. Também apresentaram contetidos de 1,17
a 3,01 mg/Kg para arsénio total e 0,010 a 0,055 mg/Kg para arsénio inorganico, em *“cod”

salgado.
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Para peixes da Samoa americana, PESHUT, MORRISON & BROOKS (2008)
apresentaram resultados de arsénio total entre 0,235 e 98,2 mg/Kg (n=383) em 117
composicoes (“pools™). A fragdo inorganica foi abaixo do limite de deteccdo em 80 dessas
117 composigdes. Nas demais foram observados valores entre 0,0096 e 0,2438 mg/Kg, que
compreendem 0,01 a 37 % do arsénio total, sendo até 6,7 em 31 das 37 composi¢des restantes
e menor que 1% para 22 delas. Os valores altos de até 37% foram relatados para “mullet”

inteiro.

MURNOZ et al. (2000) apresentaram contetdos de arsénio total e inorganico para
Vvérias especies de peixes. As maiores concentracdes, em base seca, relatadas para peixes
"magros” (“white fish”, que tém menos de 1% de lipides) foram para “meagrim”: arsénio total
de 3,08 a 53,57 mg/Kg (mediana = 21,25 mg/Kg, n=12) e arsénio inorganico de 0,010 a 0,116
mg/Kg (mediana = 0,034 mg/Kg). Para peixes “gordos” (“blue fish”, com mais de 1% de
lipides), os maiores contetidos foram encontrados na anchova e sardinha, 2,73 a 36,87 mg/Kg
(mediana = 12,79 mg/Kg, n=12) e 3,39 a 27,62 mg/Kg (mediana = 12,79 mg/Kg, n=11),
respectivamente, para arsénio total. Para arsénio inorganico foram relatadas as quantidades de
0,042 a 0,408 mg/Kg (mediana = 0,113 mg/Kg) e 0,172 a 0,366 mg/Kg (mediana = 0,218

mg/Kg), para anchova e sardinha, respectivamente.

STORELLI & MARCOTRIGIANO (2000) publicaram contetdos de arsénio total em
espécies de raias que variaram de 14,4 a 61,5 mg/Kg. O maior valor médio foi observado em
amostras de “long nose skates”, 48,8 mg/Kg. Para arsénio inorganico, as maiores
concentracdes foram relatadas para “blue whiting”, com teores na faixa de 0,17 a 1,19 mg/Kg
(média de 0,50 mg/Kg).

2.2.6. Limites de Toleréncia e Ingestdo de Arsénio

O arsénio é um sério contaminante em pescado e apresenta-se em niveis muito acima
dos limites estabelecidos (Tabela 3). Devido a falta de normas formais consensuais para
concentragdo de arsénio em pescado, € muito dificil julgar o risco humano potencial em
relagdo ao consumo. Limites legais variam entre 0,1 mg/Kg (Venezuela) e 10 mg/Kg (Hong

Kong). Em muitos paises esses limites sdo adotados em relagdo a concentracdo total de
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arsénio, enquanto em outros paises se expressam como a fragéo inorgénica do arsénio (DE-
GIETER et al.,, 2002). Por ser este a espécie mais toxica, seu nivel maximo deve ser
regulamentado na legislacdo para arsénio. A introducdo na legislacdo de niveis para arsénio

total ndo garante a seguranca do produto (MUNOZ et al., 2000).

O limite estabelecido na legislacdo brasileira para As total é de 1 mg/Kg (BRASIL,
1998). No entanto, o governo ndo fiscaliza a comercializacdo do cagdo quanto & sua
concentragdo de arsénio, ndo cumprindo sua finalidade de protecéo a satde do consumidor, tal

como ocorre no caso do Hg.

A Ingestdo Semanal Tolerdvel Provisional (ISTP) indicado pela FAO/WHO ¢é de 25
ng/Kg de peso corpéreo para arsénio total (WHO, 1996 apud JURESA & BLANUSA, 2003),
e para o ars€nio inorganico, ¢ de 15 pg/Kg de peso corpéreo (WHO, 1989). Anteriormente, a
ingestdo maxima toleravel diaria para arsénio inorganico era de 2 ug/Kg de peso corporeo. O
NOAEL (maior nivel no qual ndo se observa nenhum efeito) calculado para o arsénio € de 0,8
ug/Kg/dia e o LOAEL (menor nivel no qual se observa um efeito adverso) ¢ de 14 ng/Kg/dia.
Usando-se um fator de incerteza de 3, a partir do NOAEL estima-se o nivel de 0,3 pg/Kg/dia
para a exposicdo didria sem risco apreciavel de efeitos deletérios (DENOBILE, 2007).

A &gua é uma importante via de exposicdo oral ao arsénio, que, em muitos locais,
ocorre naturalmente em altas concentracdes. A partir de 2001 foi estabelecido pela Agéncia
de Protegdo Ambiental dos Estados Unidos, o limite de 10 pg/L. em agua potavel (WHO,
2001). Mas em pescado (peixes, moluscos, crustaceos e algas comestiveis) encontram-se 0s
maiores niveis de arsénio, sendo estimado que cerca de 90% da exposi¢cdo humana a esse
mineral, por ingestdo de alimentos, seja através do consumo de produtos de pesca (FDA,
1993). No entanto, geralmente mais de 80% do arsénio encontrado em peixes € arsenobetaina,

uma forma com toxicidade muito baixa.

2.3. REMOCAO DE MERCURIO E ARSENIO TOTAL E INORGANICO DE CACAO

Na pesca do cacdo, a técnica usada ndo permite a selecdo de tamanho ou peso

compativel. Entdo, o pescado capturado de grande porte e alto teor de As e Hg muscular, ndo
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sobrevivendo até & despesca, poderia servir de matéria-prima para 0s processos de

descontaminacdo que a literatura sugere.

2.3.1. O Cacéo

Dentre os peixes predadores, 0 cacdo é um valioso recurso marinho, que sustenta a
pesca em VArios paises, com altos nimeros de produgdo (exploragdo). A captura total de
cacdes, incluindo raias (“rays” e “skates™), quimeras e esqualos, variou aproximadamente de
839,1 a 869,5 mil toneladas ao ano, entre 2000 e 2003. No Brasil, no mesmo periodo,
produziu-se cerca de 12,8 a 21,7 mil toneladas ao ano (LACK & SANT, 2006). O cagdo €
uma importante fonte de proteinas para populagdes costeiras dependentes da pesca de
subsisténcia e tem bom aproveitamento industrial, pois, além das vérias formas de
processamento de sua carne (congelada, salgada seca, salmourada e defumada), também as
barbatanas, para a fabricacéo de sopa, tem alto valor agregado. Também sdo usados a pele
para a fabricacdo de couro e lixa, os dentes em bijuteria e o dleo de figado com fins
farmacéuticos. Além da utilizagdo da cartilagem em indUstria de cosméticos, ha relatos do uso
de sulfato de condroitina dela extraido, para tratamento de osteoartrite, osteoporose e cancer
(TENUTA-FILHO, 2006; NOMURA, 2004; SATO et al., 2004; VANNUCCINI, 1999).

O cagdo pertence a classe Chondrichthyes, cuja caracteristica é de peixes com
esqueleto cartilaginoso e ndo 6sseo, e & sub-classe Elasmobranchii, onde s&o divididos em 35
familias e aproximadamente 465 espécies com caracteristicas muito variadas. Os cagdes sao
0s principais predadores de sua comunidade. H& diferengas enormes entre os cagdes e outros
peixes, como seu esqueleto cartilaginoso e a manutengdo de seu equilibrio osmético com
auxilio da presenca de uréia e 6xido de trimetilamina em seu sangue e tecidos. N&o tém o
trato urinario usual, entdo a uréia presente no sangue, subproduto ndo téxico do metabolismo,
é excretada através da pele, e apos a captura pode ser eliminada atraves da sangria. Apés a
pesca, a uréia € transformada por bactérias em amonia, toxica, e por isso a validade do
produto fresco é bem pequena. Manuseio improprio pode levar a odor e gosto forte de amonia
(VANNUCCINI, 1999). A trimetilamina formada por deterioragdo bacteriana ou enzimética
do Oxido de trimetilamina também é um bom indicador da qualidade do cagdo e um

importante fator de comprometimento sensorial (TENUTA-FILHO, 2006).
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Estudos demonstraram que os Elasmobranchii podem acumular altas concentragdes de
compostos potencialmente toxicos. O cagdo, por exemplo, o cacgdo-azul (Prionace glauca),
devido ao grande tamanho e eficiéncia predatoria e por sua alta posicdo na cadeia trofica,
pode conter concentragBes de arsénio muscular imprdprias para a alimentagdo humana
(STORELLI et al., 2003; TENUTA-FILHO & NASCIMENTO, 2007).

Os cagdes podem ser classificados em duas categorias, de acordo com seu habitat:
demersais e pelagicos. Os demersais, em contraste com os peldgicos, alimentam-se nédo
somente de animais de niveis altos da cadeia tr6fica, mas também de animais dos niveis mais
baixos, 0s quais provavelmente contém alguns compostos arsenicais diferentes da
arsenobetaina, Por isso, cacBes demersais poderiam conter alguns precursores da
arsenobetaina no tecido e/ou 6rgdos. No entanto, constata-se que o musculo e figado de
cacbes, como por exemplo, o cacéo-azul, contém majoritariamente a arsenobetaina,
independente de seus habitos alimentares, indicando a ocorréncia de bioconversao
(HANAOKA et al., 1987).

2.3.2. Remogao com Cisteina

Vérias metodologias de espectrofotometria de absorcdo atdmica com geragdo de
hidretos, usadas para quantificagdo de As e Hg, usam com alta eficiéncia a cisteina para
reduzir suas espécies para a subsequente formagéo do hidreto correspondente. Na intoxicacdo
humana aguda ou cronica por Hg, moléculas contendo grupos tidis ou ditidis sdo o tratamento
de escolha e agem como agentes quelantes que competem com ligantes bioldgicos,
removendo-os dos tecidos (GUZZI & LA PORTA, 2008; ROONEY, 2007). KOSTYNIAK et
al. (1983) relataram a remocdo de MeHg de eritrocitos, com tidis em concentracdo
aproximada a da glutationa presente na célula. Sendo assim, a cisteina em concentragdes
adequadas é um agente complexante com grande potencial de uso na remogao do mercdrio de

musculo de pescado. Alem disso, tem baixa toxicidade e facil inclusdo no processo produtivo.

LIPRE (1980) tratando filés de bacalhau com solugdo de cisteina a 0,1 e 1% e
YANNAI & SALTZMAN (1973) em postas de atum (3 cm) pré-cozidas, com solucdo de
cisteina a 0,33%, chegaram a reducdo na concentracdo de Hg de 40 e 44% (1,36 ug/g inicial,

matéria seca), e 54 a 79% (0,37-0,53 pg/g inicial, matéria umida), respectivamente, em
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temperatura de refrigeracdo, por 24h. Resultados similares, de remocgéo de 51 a 57% do Hg
contaminante (0,67-0,99 pg/g, matéria umida), foram obtidos em larga escala por SCHAB,
SACHS & YANNAI (1978) ao tratarem postas pré-cozidas (de 2 a 3cm) de atum
(“yellowtuna) em solucéo de cisteina a 0,5%, com agitacdes periddicas durante 3 horas, a 20-
25°C e pH 0,5, com posterior neutralizagdo com NaHCO; (bicarbonato de sodio) e

enlatamento do produto.

TEENY, HALL & GAUGLITZ (1974) removeram 50% do Hg inicial (1pg/g, matéria
Umida) de postas de Anoplopoma fimbria, “sablefish”, tratadas por 4 horas e pedacos, tratados
por 72 horas com solucdo de cisteina a 1%, em pH 7, posteriormente lavadas com &gua
corrente por 1 hora e imersos em NaCl (cloreto de sédio) 0,1M também por 1 hora. No
mesmo estudo, o musculo do peixe triturado foi agitado com a mesma solucéo de cisteina por
15 minutos, centrifugado e re-suspendido em agua ou NaCl 0,1M e re-centrifugado, levando a
60 a 80% de remocdao do Hg. Em “swordfish” (1,27 pg/g de Hg total, matéria seca) e
“yellowfin tuna” (6,37 pg/g de Hg total, matéria seca), também triturados, tratados com
cisteina durante 15 minutos, em pH 2, e lavados 3 vezes com &gua, SUZUKI (1974) alcangou
eficiéncia de 90% com solucéo de cisteina, a 0,5 ou 1%, em “yellowfin tuna”, e de 56 e 70%
em “swordfish” com solucdo de cisteina, a 0,5 e 1%, respectivamente. Ainda em musculo
triturado, SPINELLI et al. (1973) conseguiram 45% de eficiéncia na remogdo do Hg de
“Pacific halibut” (Hippoglossus stenolepis) inicialmente com 6 pgHg/g (matéria seca), ao
utilizarem solugdo de cisteina a 0,5% em NaCl 0,1M com leve agitacdo por 15 minutos e

posterior lavagem com a solucdo salina.

OHTA et al. (1982) extrairam Hg de musculo triturado de “conger eel” (Conger
myriaster), “grouper” (Malakichthys griseus) e “skipjack” (Katsuwonus pelamis), contendo
originalmente 0,53 a 8,75 pg/g de Hg total (matéria seca), através de agitacdo por 15 minutos
com solucdo de cisteina a 0,5%. Obtiveram cerca de 50% de remo¢do do Hg quando
aplicaram esse tratamento em pH 5 a amostras cruas, e 70% quando em pH 1,4 & amostras

pré-cozidas, com a desvantagem, nesse Ultimo caso, da perda de proteina por solubilizacéo.

O musculo de cagéo-azul (“blue shark”) triturado, aquecido (a 100°C por 15 minutos)
ou ndo, foi submetido por OKAZAKI et al. (1984) por duas vezes a agdo da cisteina a 0,5%,
por 15 minutos sob agitacdo, em pH 3 a 7, seguida de lavagem com &gua, levando a remocéo

de cerca de 65% do Hg inicialmente contido na amostra (5,79 pg/g, matéria seca).

FERNANDEZ-SOLIS et al. (1976) submeteram musculo pré-cozido de bonito listrado

(Katsumonus pelanis), contendo 0,70 pgHg/g (matéria timida), ao tratamento com cisteina
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(0,1 e 0,5%), em NaCl 0,1 M ou em &gua, durante 30 minutos, a 17 e 37°C, antes do
enlatamento (ao natural e em 6leo). A remocao do metal foi baixa, de 5,7 a 14,3%, verificada
nos produtos processados. Também MORALES-AIZPURUA et al. (1997), ao estudarem a
remogdo do Hg em postas de cacdo-azul contendo (Prionace glauca) pela adicdo de cisteina
(0,5%), sob agitacdo, em pH 2,0 a 2,5, a 5°C, por 24 horas, seguida de duas lavagens com
NaCl a 5%, por 1 hora, sob agitacdo, a 20-22°C, obtiveram resultados muito baixos. Nesse
mesmo estudo, ao musculo triturado de cacdo-azul (Prionace glauca) contendo 6,39 pg/g
(matéria seca) de Hg, foi aplicado tratamento com cisteina a 0,5% em pH 7, de acordo com 0s
procedimentos apontados por SUZUKI (1974) e OKAZAKI et al. (1984), com remocgéo de
cerca de 40% do Hg, e por SPINELLI et al. (1973), com remocao insatisfatdria (3,8%).

Para uma alta remo¢do do Hg do musculo do pescado, a concentragdo de cisteina
adicionada deve ser maior que a que compde a proteina, para que tenha condi¢des de competir
pela interacdo com o Hg, mas diferentes fatores envolvidos no processo podem afetar a
eficiéncia dessa remocdo (TENUTA-FILHO, 2006; SCHAB, SACHS & YANNAI, 1978;
YANNAI & SALTZMAN, 1973).

2.3.3. Remogao com Borohidreto de Sédio

COHEN & SCHRIER (1975) propuseram uma metodologia para remocéo de Hg de
um concentrado protéico de peixe (CPP) usando o borohidreto de sédio (NaBH,), por
reducdo, que pode ser até total se em excesso do reagente, das formas quimicas presentes de
Hg a Hg?" e em seqiiéncia a Hg® (elementar) volétil. Essa redugdo potencialmente se

estenderia também a outros minerais toxicos, como o chumbo.

O CPP preparado pelos autores anteriormente citados, foi preparado com C. carpio
(carpa) e A. probatophefalus (“sheepshead”), peixes teledsteos, segundo SPINELLI et al.
(1971), pelo método “aqueous phosphate”, que compreende separacdo mecénica do musculo,
adicdo de 4gua (1:1) e &cido sulfurico até pH 5,7 e aquecimento a 70-80°C, para inativacéo de
proteases, seguido de adicdo de hexametafosfato de sddio e acido sulfurico até pH 3,8-4,0.
Depois disso, através de centrifugacoes, lavagem com agua, extracdo com alcool isopropilico
e secagem a vacuo, é obtido o CPP desengordurado e seco. Antes da secagem, porém,
COHEN & SCHRIER (1975) introduziram o tratamento com adi¢do de solu¢es de NaBH,

de 1 a 5%, por 20-30 minutos, em temperatura ambiente (21 a 25°C).
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Ocorre, com a adigdo do NaBH4, uma reagdo de oxi-reducdo, na qual as formas
quimicas de Hg sdo reduzidas a Hg® e os hidretos (H") séo oxidados a gés hidrogénio (Hy),
que auxiliam no arraste do Hg volatil formado, processo no qual uma agitagdo efetiva é
fundamental. Simultaneamente, o excedente de fons BH, é hidrolisado a fons BO,
(metaborato), que formam com a &gua um &cido fraco (NaBO,) e pouco ionizado, liberando
ions hidroxido (HO") que elevam o pH do meio de reacéo, inicialmente entre 5,8 € 6,8 para 9 a
10.

Ao final do tempo de reagdo, foi adicionado HCI até pH 4,5, aproximadamente o
ponto isoelétrico da proteina. Além disso, a adicdo do acido remove os ions hidroxido do
meio, levando a um deslocamento do equilibrio da hidrélise dos ions BH, no sentido da
formacéo do acido metabodrico (HBOy), sendo entdo que todo o boro presente no meio fica
nessa forma e a reacdo € cessada pela extincdo do agente redutor, NaBHs. O HBO, foi

removido por lavagem do s6lido obtido com agua.

TENUTA-FILHO (2006) aplicou o procedimento proposto por COHEN & SCHRIER
(1975) em cacdo. Nesse estudo, 0 NaBHa, nas concentragdes de 1, 3 e 5% foi adicionado a
uma suspensdo do muasculo de cagdo triturado sem tecido conjuntivo e agua (1:10,
peso:volume) e o tratamento teve prosseguimento conforme o método exposto. O boro

residual foi eliminado até niveis seguros para o consumo, atraves de lavagens com agua.

Os dois estudos (COHEN & SCHRIER, 1975; TENUTA-FILHO, 2006) apresentaram
reducdo de até cerca de 85% na concentracdo de Hg inicial dos peixes, com 5% de NaBH, por
20 minutos. COHEN & SCHRIER (1975) relataram remocé&o de quase 100% para MeHg e

Hg total, em alguns experimentos.

COHEN & SCHRIER (1975) indicaram também a possibilidade de remocé&o de outros
elementos toxicos, além do Hg, como o selénio (Se), cddmio (Cd), chumbo (Pb) e arsénio
(As), através do mesmo mecanismo de reducéo ao estado elementar. Porém esta hipdtese ndo
foi experimentalmente comprovada. Entretanto, a reducdo quimica destes elementos toxicos
pelo NaBH, somente é quantitativa nos casos do Hg e do Pb (SULLIVAN, 1995).

No caso do Se, que pode ser nutriente ou toxico, dependendo da quantidade presente
no alimento, TENUTA-FILHO (2006) relatou que o produto obtido de cacdo através do
tratamento com NaBH4 conservou aproximadamente 63% do nutriente inicialmente presente
na amostra. Para outros minerais toxicos, ainda ha necessidade de estudos a fim de confirmar

experimentalmente a possibilidade de remoc&o e quantifica-la.
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O NaBH, utilizado para a descontaminagdo do produto proposto por TENUTA-
FILHO (2006) pode alterar a toxicidade do As. A reducgdo incompleta de suas formas
organicas (principalmente arsenobetaina), menos toxicas e predominantes em pescado, pode
levar a0 aumento das espécies mais toxicas, as formas arsenicais inorganicas (As** e As®"), o
que inviabilizaria o tratamento para descontaminacdo de Hg. Por outro lado, as formas
inorganicas poderiam ser reduzidas a As elementar e eliminado do pescado, aumentando o

potencial descontaminante do referido tratamento com NaBH,.

Segundo COHEN & SCHRIER (1975), o tratamento usado ndo alterou o valor
bioldgico da proteina, quando ensaiado em aves em crescimento (a partir de 1 dia de idade),
pelo periodo de 3 semanas. O produto obtido de ca¢éo proposto por TENUTA-FILHO (2006)
demonstrou ter caracteristicas especificas, como insolubilidade e incapacidade de formar
emulsdo, porém bastante hidratavel, com capacidade de reestruturar-se (texturiozagdo) com o
congelamento e estabilidade quimica (MACEDO et al., 2004; KOROSSUE et al., 2002). A
digestibilidade enziméatica também foi alta e igual & da matéria-prima. O comportamento
eletroforético da proteina desse produto apresentou sutis diferengas da proteina do cacéo sem
tratamento, mas o estudo ndo avancou em andlise toxicoldgica, porém ndo se verificou
diferenca entre o perfil de aminoacidos das amostras tratadas com borohidreto de sodio e néo-
tratadas (TENUTA-FILHO, 2006; MACEDO & TENUTA-FILHO, 2003). A lisina disponivel
teve reducéo de 24,4% em relagdo ao cagdo nédo tratado com NaBH4, sugerindo alguma

importante alteracéo na proteina, ndo avaliada no referido estudo.

2.3.4. Métodos de Cocg¢do na Reducgéo de Arsénio

O estabelecimento do risco envolvendo o consumo de pescado tem sido baseado no
contetdo de arsénio em peixes crus, ndo levando em consideracéo as variacdes que o preparo
para 0 consumo, principalmente os que envolvem o aquecimento, pode ocasionar. Ja foi
relatada a formacéo de espécies mais toxicas que as mono ou dimetiladas pentavalentes, como
o fon tetrametilarsonio (TMA”), a partir da descarboxilagio da arsenobetaina. Em menor

escala, também pode ser gerado o arsénio inorganico (HANAOKA et al., 2001).

Dois fatores podem alterar a concentragéo de arsénio presentes em pescado cru, Como
resultado da cocgéo. Um deles é o aumento na concentracdo do metaldide devido a perda de

massa, resultante do decréscimo no teor de agua, volateis e, em menor grau, de outros
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constituintes da amostra bruta (lipides, carboidratos e proteinas); o outro, é que pode haver
perda da espécie arsenical por solubilizacéo ou volatilizacdo. Conseqlientemente, dependendo
do fator que tem um efeito mais forte, aumento ou diminui¢do em sua concentragdo pode ser
observado apds a cocgdo (DEVESA et al., 2001a; DEVESA et al., 2005). E possivel também
a transformacdo quimica de uma espécie em outra, como resultado do aquecimento aplicado
(DEVESA et al., 2001a; DEVESA et al., 2001b).

Muitos trabalhos informam que ocorre aumento na concentragdo do arsénio total (base
umida) ap6s o tratamento térmico. Isso foi confirmado por PERELLO et al. (2008), ao fritar e
grelhar amostras de sardinha, merluza e atum, ou ao assar e cozinhar em agua amostras de
merluza, sendo o ato de grelhar o que causou maior aumento na concentragdo de arsénio em
relacdo as amostras cruas. ERSOY et al. (2006) relataram que as concentracdes de arsénio
total, em robalo (Dicentrarchus labrax Linne, 1785), ndo se alteraram em relacdo as
concentragdes originais, quando foram assadas em formo convencional ou grelhadas. Um
aumento significativo, de 3,8 a 7,1 vezes as concentracdo das amostras cruas, foi observado

para amostras cozidas em microondas ou fritas.

Ao aplicarem os métodos de coccdo domésticos mais comuns no Pais Basco, a varias
espécies de pescado, a fim de estudar seu efeito sobre o contetdo total e inorganico do
arsénio, DEVESA et al. (2001a) concluiram que o efeito da cocgdo sobre a concentracdo do
arsénio, total e inorgénico, depende do tipo de pescado considerado (nesse caso foram
analisados 10 tipos de pescado, sendo eles: bivalves, crustaceos e 8 espécies de peixes). Para a
maioria das amostras ndo houve variagdo significativa nas concentrages do arsénio, total e
inorgénico, apos a cocgdo, com excecdo de “salted cod” e bivalves que apresentaram aumento

no arsénio total, e bivalves e lula, que tiveram seu contetdo de arsénio inorganico aumentado.

Utilizando um planejamento similar para avaliar as espécies organicas do arsénio,
DEVESA et al. (2005) apresentaram que a arsenobetaina era a espécie majoritaria também em
pescado tratado por coc¢do, seguido por DMA e TMA+. Arsenocolina (AC) e MMA também
foram encontrados em concentra¢es menores. Também foi constatado a formagdo de TMA+
em “meagrim”, “atlantic horse mackerel” e sardinha, em niveis de 0,008 a 0,262 pg/g (base
umida). Para amostras de anchova, foram relatadas concentra¢des de 0,010 a 0,039 ug/g no
peixe cru e de 0,020 a 0,571 pg/g apds tratamento térmico de “grilling” e “roasting”.
Relataram ainda o aumento na concentracdo de AB, DMA, TMA+ e MMA na maioria dos

peixes ensaiados, apds a coc¢do. Em outro estudo, concluiu-se que varios fatores afetam a
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quantidade de TMA+ formado durante a cocgdo: o tipo de peixe, 0 tempo empregado, o tipo

de tratamento de cocgéo e a concentragéo original de AB (DEVESA et al., 2001b).

HANAOKA et al. (2001) constataram conversdo da arsenobetaina ao TMA, de 56%
e 41%, quando o cacdo (M. manzano) foi excessivamente grelhado (“roasting”) (com perda de
68 % de massa) ou em panela (com perda de 74% de massa), respectivamente. No mesmo
estudo, foi relatada a formagéo de 0,6% de TMA" em musculo de P. longipes femoristriga

assado normalmente em grelha (15% de perda de massa).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

v" Aproveitamento de pescado excessivamente contaminado pelo mercdrio e arsénio

como alimento.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Reavalia¢do do tratamento com cisteina para remo¢do de mercdrio em cagdo, com

vista ao seu emprego também na descontaminagdo de arsénio;

v"Ocorréncia de arsénio (total e inorganico) em cacéo-azul,

v"Avaliacdo do tratamento com borohidreto de sédio, em cagdo-azul, considerando o

efeito sobre o arsénio (total e inorganico); e,

v" Efeito do preparo para 0 consumo sobre o arsénio (total e inorganico) em cagéo-

azul.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Reagentes

Foi utilizada para a remocéo do Hg e do As, a L-cisteina (Ajinomoto) e o borohidreto
de sodio (Vetec). Para a medida da exatiddo e recuperacdo dos métodos de quantificacdo dos
contaminantes, foi usado o padrdo de referéncia para mercurio, arsénio, selénio e outros
minerais-trago, DORM-2, “Dogfish muscle” (NRCC - National Research Council Canada).
Os demais reagentes usados foram de grau analitico ou conforme o especificado em cada

metodologia.

4.1.2. Amostras de Cacédo

As espécies de cacdo (sem espécie definida) e de pescada branca usadas para o
tratamento com cisteina foram adquiridas comercialmente nos municipios de S&o Paulo ou
Santos, SP. Para os demais experimentos foram usadas amostras de cagéo-azul (Prionace
glauca) adquiridas no mercado municipal de S&o Paulo. Todas as amostras foram inicialmente

trituradas em moedor de carne (crivo de 10 mm) e homogeneizadas, ainda congeladas.
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4.2. METODOS

4.2.1. Remog&o de Mercurio com Cisteina

Amostras com diferentes concentragdes do contaminante

Foi utilizada uma amostra de cagéo, com posta medindo aproximadamente 30 cm de
didmetro, pressupostamente indicando alta concentracdo de mercurio acumulado, misturada
com amostra de um peixe de pequeno porte e ndo-predador (pescada branca), possivelmente
com baixa concentragdo do contaminante nas proporcdes de 1:0, 1:1 e 1:4 (cacéo:pescada). O
ideal seria que fossem usados cacfes da mesma espécie, com tamanhos diferentes, e que
proporcionassem diferentes quantidades de Hg. Mas isso se tornou inviavel, pois as amostras
foram adquiridas no comércio local, sem a possibilidade de identificacdo de espécie e de

quantificacdo individual até que se tivesse um gradiente de concentracfes de Hg.

Foi utilizado o procedimento conforme exposto na Figura 2.
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Figura 2 — Remoc&o de mercurio do cagdo com cisteina

PREPARAGCAO DA AMOSTRA

1. Remocdo do musculo escuro 3. Homogeneizagédo
2. Trituracdo em moedor de 4. Armazenamento a -18°C
carne (amostra congelada)
y

REMOCAO DE MERCURIO

5. 200g de amostra + 400mL de 7. Peneiramento
L-cisteina 0,5% (1:2) (tela de @1mm)
6. Agitacdo em mesa rotatéria 8. Prensagem em tecido
(150 £ 5 rpm, 10 minutos) (manual)

A
REMOCAO DO EXCESSO DE CISTEINA

9. Homogeneizacdo com 11. Peneiramento (tela de
400mL de agua &1mm)
10. Agitagdo em mesa rotatéria 12. Prensagem em tecido
(150 = 5 rpm, 10 minutos) (mecéanica, com macaco hidraulico)

y
PROCESSAMENTO FINAL

13. Trituragdo em processador de 15. Liofilizagdo
alimentos e homogeneizagdo 16. Trituracdo, e armazenamento
14. Congelamento a -18°C sob congelamento (-18°C)

A

PRODUTO FINAL

Efeito da concentracao de cisteina em diferentes pHs

Nessa etapa do trabalho, foram incluidas modificagbes no tratamento indicado na
Figura 2, visando o aumento na eficiéncia da remocdo de Hg, conforme a Figura 3. As

modificagdes que geraram o fluxograma apresentado na Figura 3 foram as seguintes:

v" Diminuig&o na granulagdo da amostra que, segundo a Figura 2, havia sido triturada
com crivo de 10 mm. Foi usado o liquidificador para desintegrar a amostra,
adicionalmente & trituragdo em moedor de carne. Isso permitiria que a cisteina

pudesse ter maior chance de interacdo com o mercurio ligado a proteina;

v" A proporcao entre as massas de peixe e 0s volumes de cisteina, foi aumentada de
1:2 para 1:5 (massa:volume), a fim de melhorar a homogeneidade e possibilidade

de contato maior entre o reagente e a amostra;
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v Filtracdo a vacuo sobre tecido no lugar de prensagem, sem peneiramento prévio, ao
final do tempo de contato entre a solugdo de cisteina e 0 peixe, para que

proporcionasse menor perda de sélidos.

Figura 3 - Remog¢&o modificada do mercurio de cacdo com cisteina

100 g de cacédo moido + 400 mL de agua

<«— Liquidificador (30s,

v velocidade média)

100 mL de solucédo de cisteina
(concentragéo final de 0,1, 0,3 ou 0,5%)

«— Agitacdo
(70 rpm, 30 min)

HCI 6M ou NaOH 6M até pH 2 ou 5

«— Filtragéo a vacuo
sob tecido

Ressuspensao do residuo em 500 mL de agua

Filtracdo a vacuo
sob tecido

Homogeneizagédo, congelamento e liofilizacédo

Em duas diferentes amostras de cagéo, foi utilizado o procedimento indicado na Figura
3. No momento da ressuspensdo com agua (para retirada do excesso de cisteina), nas amostras
tratadas em pH 2, foi adicionado bicarbonato de sédio (300 mg por amostra), conforme
proposto por SCHAB, SACHS & YANNAI (1978). Isto favoreceu muito a filtrag&o posterior,

diminuiu o grau de hidratacdo do produto final, elevou o pH para préximo de 6 e aumentou o

rendimento.
Reutilizacdo da soluc¢éo de cisteina

O ensaio consistiu em utilizar uma mesma solugdo de cisteina, a 0,5%, para tratar
cinco amostras de cagdo, ou seja, a solucéo foi reutilizada por quatro vezes. Um mesmo
espécime de cagdo foi empregado para isso. Entre um tratamento e o seguinte, ajustou-se foi

ajustada a concentracdo da cisteina para que permanecesse em 0,5%. O procedimento foi
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aplicado em quatro replicatas e de acordo com o protocolo descrito na Figura 3. A mistura
entre a cisteina e a amostra proporcionou um pH proximo de 5. Foi usada centrifugacdo no
lugar da filtracdo a vacuo sobre tecido, por apresentar 0s mesmos resultados e ser um

processo mais prético e rapido, com menor perda de sélidos.

4.2.2. Remog&o de Mercurio com Borohidreto de Sodio

Foi utilizado o método desenvolvido por TENUTA-FILHO (2006) para remocéo de
mercurio de cacdo, utilizando borohidreto de sddio, baseado na proposta de COHEN &
SCHRIER (1975), originalmente aplicada em relacdo a um concentrado protéico de pescado
(CPP). Nele, o cagédo (5009) triturado e peneirado (& 1 mm?), isento de tecido conectivo, foi
processado por 20 minutos efetivos em liquidificador (Walita, modelo 1774, velocidade
media) com 3% de borohidreto de sodio (peso:peso), em agua na proporcdo de 1:10
(peso:volume). Esse processamento foi realizado pela aplicagdo de 20 ciclos de 1 minuto de
agitagdo cada (liquidificador) seguido de 2 minutos de repouso, para evitar 0 aquecimento
excessivo da amostra. Em seguida houve a eliminacdo do NaBHj, residual e a precipitagéo da
proteina, com adicdo de &cido cloridrico 6M até pH de aproximadamente 4,7 sob leve
agitagéo, precedida de adigdo 80 ppm de antiespumante simeticona (30%) (Dow Corning
Medical Antifoam C Emulsion). Ao final, o boro residual foi eliminado com 2 lavagens
consecutivas com agua e uma terceira com solucdo de bicarbonato de sodio (pH 6,8 a 7,0),
intercaladas por centrifugacdes (12000 x g). O produto foi entdo centrifugado, congelado e

analisado apds liofilizacéo.

4.2.3. Remocao de Arsénio por Procedimentos de Cocgéo

Para a reducédo do contetdo de arsénio em cacéo foi utilizado um “pool” de amostras.
Dez amostras com massas iguais, cortadas em cubos de aproximadamente 1 cm?®, foram

misturadas para obter uma composi¢do homogénea.

Foram empregados trés tipos de tratamentos. Cada um deles foi aplicado em 500 g do

“pool” de amostras:
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a) Tratamento controle (A): a amostra (“pool”) foi marinada por 30 minutos em 70
mL de solugdo aquosa contendo 2,5 g de cloreto de sodio, correspondente a 0,5%

de sal de cozinha sugerido em preparagdes culinrias;

b) Tratamento com liméo (B): a amostra (“pool”) foi marinada por 30 minutos em 70
mL de suco de limdo (aproximadamente dois limdes, o que corresponde a
aproximadamente 50 ppm de &cido ascorbico) contendo 2,5 g de cloreto de sédio.
O limdo tem sido normalmente utilizado em preparac¢fes culinarias envolvendo

pescado;

c) Tratamento com lim&o enriquecido (C): a amostra (“pool”) foi marinada por 30
minutos em 70 mL de suco de limdo contendo 250 mg de é&cido ascérbico

(perfazendo o total de 550 ppm de &cido ascdrbico) e 2,5 g de cloreto de sodio.

Cada tratamento foi aplicado em duas amostras, das quais uma foi cozida em 200 mL
de 4gua fervente, por 10 minutos, e outra foi grelhada em frigideira antiaderente, sem adicéo
de 6leo, por 5 minutos. Apds cocgdo, a 4gua de cozimento foi drenada, e as amostras cozidas

e grelhadas foram trituradas em processador de alimentos.

4.2.4. Quantificacido do Mercurio

O Hg total foi determinado usando a técnica de espectrofotometria de absorcéo
atbmica com geragdo de vapor frio no equipamento FIMS100 (sistema para mercdrio por
injecdo de fluxo), Perkin Elmer, em laboratério do Centro Nacional de Energia Nuclear do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CNEN). A matéria organica de 200 a
500mg do musculo de peixe liofilizado foi digerida com uma mistura de 4 mL de HNO; e 2
mL de H,SO,4 concentrados, em frascos de teflon, num bloco de aluminio a 90°C, por 3 horas.
Apos resfriamento em temperatura ambiente, o volume final foi ajustado para 50 mL com
agua Milli-Q. O procedimento analitico usado (digestdo) foi o de HORVAT (1996),
modificado por FARIAS et al. (2005). A vidraria usada foi antes deixada por 24h em contato
com o detergente Extran, lavada, enxaguada com &gua destilada e deionizada, imersa em
solucdo (30 %) de &cido nitrico, por 24 horas, enxaguada em agua destilada e deionizada, e

seca em estufa.
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4.2.5. Quantificacdo do Selénio e do Arsénio Total

A determinacdo de selénio e arsénio totais seguiu a metodologia proposta por
KRYNITSKY (1987). As amostras foram mineralizadas, por via imida, com &cido nitrico
concentrado e peroxido de hidrogénio (5:3), e diluidas em é&cido cloridrico 6M. Uma curva de
calibrago para cada um dos minerais foi construida para a realizagdo dos célculos. O Se total
foi determinado por espectrofotometria de absorcéo atdmica por injegdo de fluxo com geragdo
de hidretos (FI-HG-AAS). O As total foi quantificado por espectrofotometria de absorgédo
atbmica em forno de grafite (GF-AAS), em laboratério do Centro de Quimica e Meio
Ambiente do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CQMA) (assim como o

arsénio inorganico).

4.2.6. Quantificacdo do Arsénio Inorganico

Conforme MUNOZ, VELEZ & MONTORO (1999), foi realizada uma extracio de
arsénio inorganico anterior & mineralizagdo. A extracdo foi iniciada com a hidrolise da
amostra com acido cloridrico 9,8M, por 12 horas. Em seguida foi adicionado sulfato de
hidrazina a 1,5% e &cido bromidrico concentrado, para posteriores extragdes com
cloroférmio. Dessa fase orgénica € extraido o As inorganico, por extracbes com HCI 1M. A
fase aquosa € entdo mineralizada e determinada como descrito no método para determinagéo
de Se e As total (item 4.2.5) e determinada por espectrofotometria de absorgdo atdmica em
forno de grafite (GF-AAS), em laboratorio do Centro de Quimica e Meio Ambiente do
Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CQMA).

4.2.7. Teor de Umidade

O teor de umidade foi determinado gravimetricamente, por secagem em estufa a
105°C, segundo BRASIL (2005).
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4.2.8. Andlises Estatisticas

Os dados experimentais foram analisados estatisticamente utilizando o Programa
Microsoft Office Excel 2003 e o programa Statistica 7.1 (Stat Soft, Inc.), por analise de
variancia (ANOVA) com 95% de confianga (o = 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. REMOCAO DO MERCURIO DE CACAO COM CISTEINA

5.1.1. Eficiéncia do Tratamento sobre Diferentes Concentracgdes de Mercurio

Foram realizados trés tratamentos para cada mistura de cacdo + pescada e as analises
realizadas nas amostras tratadas em relacdo as ndo-tratadas, conforme o procedimento
apresentado na Figura 2. Independente da concentracéo de Hg (0,53 a 2,7 pg/g, base imida), a
eficiéncia obtida na remocdo do metal foi de 25 a 28 %, aproximadamente. O resultado foi

considerado ndo ideal para atender & descontaminacéo desejada (Tabela 4).

Foi verificada a existéncia de correlagdo entre a concentracdo do Hg inicialmente
contido na amostra e a sua remogdo pelo tratamento com a cisteina. Com esse fim, a
eficiéncia da remocéo foi expressa como aparente (em base seca), ou seja, a fragdo do total
removida — (Hg total inicial — Hg total apds o tratamento) / Hg total inicial x 100. Essa
correlacdo foi estudada a partir da construgdo de um grafico com aproximagéo linear (Figura
4) e verificagdo da qualidade estatistica desse modelo matematico. Para viabilizar a realizacéo
desses calculos, as proporcdes entre cacdo e pescada apresentadas, 1:4, 1:1 e 1:0 (4.2.1.3.),

foram transformadas em % de cag&o na amostra, ou seja, 20, 50 e 100%, respectivamente.

Os coeficientes dessa regressdo foram significativos (p<0,05), porém o coeficiente de
determinacéo (') representa que apenas 47,2% dos resultados de remogao de Hg do cagéo se
expliqguem pelas quantidades desse contaminante no pescado. Através da analise de variancia,
ndo foi verificada a existéncia de diferenga estatisticamente significativa (p>0,05) entre os

valores encontrados para a remogdo nas diferentes concentracdes iniciais de Hg (Tabela 4).
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Tabela 4 — Remocéo de mercurio com cisteina (0,5%) em diferentes concentracdes do metal.

Umidade Rendimento Hg total Hg total Remogéo de Hg
Amostra
(9/100g) (9/100g, BS) (u9/9, BU) (199, BS) (%, BS)
vp (9052 0,30° ] 0,53+0,01%  2,51+0,05° ]
(0,38) (1,95) (1,95)
1:4
A 6120£099° 7326£012° 071£000°  1,82%004°  27,66+154°
(1,62) (0,16) (2,13) (2,13) (5,57)
vp (7720217 ] 1,20£0,08®  538+0,35° ]
(0,28) (6,45) (6,45)
11
A 6224+055° 6380£079° 148+0,03 ® 392+0,05°  27,17+0,87°
(0,89) (1,24) (1,19) (1,19) (3,20)
vp 76:82%065° ] 2,47+0,05° 10,64 +0,23° ]
(0,85) (2,13) (2,13)
1.0
A 7032799 ®  60,48+3,05% 243+091°  8,02+0,84° 24,65 +7,89°
(11,37) (5,04) (10,47) (10,47) (32,00)

BS = base seca; BU = base Umida; MP = matéria-prima; A = amostra tratada com cisteina; Média (n=3) +
Desvio-padrdo (Coeficiente de variagdo, %); Letras sobrescritas diferentes nas colunas indicam diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05).

Figura 4 — Remoc&o aparente de mercurio x mercurio total inicial no cagéo.
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O Hg encontra-se predominantemente ligado aos grupos sulfidrila da fragéo
miofibrilar da proteina do pescado, que ndo é soltvel (TEENY, HALL & GAUGLITZ, 1974).
Se a fracdo protéica sarcoplasmaética (sollvel, 15-25% da proteina muscular total), ndo foi
recuperada no processo, podera resultar em reducdo no rendimento e, consequentemente,
aumento na concentragdo de Hg no produto final em relagdo a matéria total, podendo
mascarar ou diminuir o efeito do tratamento utilizado para a descontaminacdo. O mesmo é
vélido para a proteina miofibrilar, caso se solubilize nas condi¢bes usadas na remoc¢éo do Hg.
No entanto, o pH final observado no experimento realizado era cerca de 4,8, ndo favoravel a

solubilizag&o proteéica.

Nesta proposta para o tratamento com cisteina, foi usada solugdo com concentragdo de
0,5%, a mesma empregada por OKAZAKI et al. (1984), OHTA et al. (1982) e SUZUKI
(1974). OHTA et al. (1982) alcangou de 25,0 a 72,0% de remogéo de Hg em diferentes pH’s,
a partir de “conger eel” (Conger myriaster), “skipjack” (Katsuwonus pelamis) e “crouper”
(Malakichthys griseus), SUZUKI (1974), usando também amostras trituradas e previamente
congeladas, até 90% em “yellowfin tuna”, e até 70%, em “swordfish”, enquanto OKAZAKI et

al. (1984), utilizando pasta de cacdo-azul termocoagulada, conseguiu até 70%.

Foi proposto o uso de amostra triturada por considerar-se que nessa forma seria mais
propicia a remoc&o do mercrio ligado & sua proteina. MORALES-AIZPURUA et al. (1997)
conseguiu 40-45% de remocdo em amostras de cagdo azul triturado enquanto, para a amostra
em pedacos de aproximadamente 3 cm?3, ndo verificou reducdo alguma. TEENY, HALL &
GAUGLITZ (1974) trabalharam com amostras de “sablefish” (Anoplopoma fimbria) triturado
(“comminuted”), em pedagos (“slices”) e em postas (“chunks”). Com amostra triturada,
verificaram reducéo de 55% do Hg no periodo de 2 minutos, mas em amostras em pedacos ou
postas, foram necessarias 4 horas ou 3 dias, respectivamente, até remog¢do de 50%. No mesmo
trabalho, os autores mantiveram fixa a massa de cisteina (0,2g para 100g de “sablefish”
triturado) e variaram o volume no qual a cisteina era dissolvida, de 50 a 500mL (1:0,5 a 1:5,
massa de peixe : volume de solugéo de cisteina). Os resultados mostraram que a cisteina era
mais efetiva em solu¢do mais concentrada, ou seja, 0,29 de cisteina em 50mL para 100 g de

peixe.

Visando melhor disperséo do pescado, para se ter uma agitagéo eficiente, foi usada, no
presente trabalho, proporgéo de 1:2, como a maioria dos autores (MORALES-AIZPURUA et
al.,, 1997; LIPRE, 1980; OKAZAKI et al., 1984; SPINELLI et al., 1973; TEENY, HALL &
GAUGLITZ, 1974).
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SPINELLI et al. (1973) ndo verificaram aumento na remogao do mercdrio de “Pacific
halibut” (Hipoglossus stenolepis) triturado, quando o tempo variou de 5 a 120 minutos, tal
como TEENY, HALL & GAUGLITZ (1974), quando submeteu “sablefish” triturado a
extracdo por 2 a 60 minutos. Estes resultados sugerem um rapido deslocamento do mercurio
do musculo para a solu¢do de cisteina. SCHAB, SACHS & YANNAI (1978), ao submeterem
postas de atum (“yellow tuna”) pré-cozidas a extragdo com cisteina, variando o tempo de 30 a
150 minutos, obtiveram remoc&o gradativa de 21 a 56% em até 90 minutos, sendo que apés
este tempo ndo houve maior remocgdo. Alguns autores aplicaram 30 minutos de extragéo,
como o usado no presente trabalho (MORALES-AIZPURUA et al., 1997; FERNANDEZ-
SOLIS et al., 1976), e outros, 15 minutos (OHTA et al., 1982; OKAZAKI et al., 1984;

SUZUKI, 1974), para remocdo de mercurio com cisteina de peixe triturado.

Quando é longo o tempo de extracdo, por exemplo, no caso de remogdo de mercurio
de postas ou filés de pescado, da-se preferéncia ao uso de temperatura de refrigeracéo, ou
seja, entre 2 e 5°C (MORALES-AIZPURUA et al., 1997; LIPRE, 1980). Em poucos casos foi
usada baixa temperatura para extracéo rapida (OHTA et al., 1982). Vérios autores realizaram
0 tratamento em temperatura ambiente, de 20 a 25°C, e em todos esses casos, 0 tempo total de
extragio ndo passou de 1 hora (MORALES-AIZPURUA et al., 1997; FERNANDEZ-SOLIS
et al., 1976; OKAZAKI et al., 1984; SCHAB, SACHS & YANNAI, 1978; SUZUKI, 1974).
TEENY, HALL & GAUGLITZ (1974) ensaiaram a remogdo do mercdrio de “sablefish”
triturado, em varias concentracGes de cisteina, a 2 e a 20°C. O estudo mostrou que a 20°C foi
alcancada maior reducdo dos niveis de Hg e maior perda de massa total devido a alta
diminuicdo no conteudo de lipides (a amostra apresentava 57% de lipides em peso seco).
SPINELLI et al. (1973) ndo verificaram diferenga na extracdo do mercirio quando 0s

tratamentos foram realizados & temperatura ambiente ou a 3°C.

Na literatura consultada, os tratamentos para remogdo de Hg de pescado, foram
aplicados em amostras com concentragdes relativamente baixas (de 0,23 a 1,67 ugHg/g, base
Umida) e ndo existiam estudos explorando a interferéncia dessa variagdo do Hg na amostra em

relacdo a eficiéncia da remocéo.

Os resultados de eficiéncia na remogdo do Hg apresentados na Tabela 4, (24,65 a
27,66%), ndo sdo suficientes com vista a descontaminagdo, conforme apontado, e sugerem
melhoria. A variagdo nas concentracdes de Hg nas amostras (0,53 a 2,47 pgHg/g, base
Umida), ndo interferiram na eficiéncia da cisteina a 0,5% em pH 4,8, para a remocao deste

contaminante.
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Foi avaliado o efeito da concentracdo de cisteina na remogdo do mercurio de cacéo,

em pH 2 (fortemente 4cido) e 5 (menos &cido e proximo ao ponto isoelétrico da proteina). Os

resultados encontram-se na Tabela 5.

A concentracdo do Hg nas amostras tratadas com 0,5 % de cisteina em pH 5 e com 0,3

% de cisteina em pH 2, foram significativamente menores que o controle e as outras amostras.

A remocdo de Hg para essas amostras foi de 59,4 e 42,0%, respectivamente. O teor de Hg na

matéria-prima, de 4,90 pg/g, em base seca, corresponde a 0,92 ng/g, em base Umida, valor

muito préximo ao limite brasileiro de 1 ug/g, para peixes predadores (BRASIL, 1998). Apés

0 tratamento com a cisteina, as quantidades de mercurio residual foram de 2,31 a 4,24 nug/g,

em base seca, correspondendo a 0,19 a 0,40 ug/g, respectivamente, de mercurio total, em base

Umida.

Tabela 5 — Efeito da concentracdo de cisteina na remocéo de mercurio de cacdo, em pH 2 e 5.

Cisteina (%) Umidade Rendimento * Hg total * Remocédo Hg *
e pH (9/1009) (9/1009) (19/g) (%)
H 2 87,50+ 7,88° 51,14 +3,91° 3,03+0,64 2" 37,33+18,98°
N P (9,00) (7,65) (21,30) (50,86)
—
e 05 90,20+ 0,63° 48,12 £ 6,36 * 3,44 + 0,48 2" 29,09 + 16,44 °
P (0,70) (13,21) (14,05) (56,52)
H 2 93,61+2,07° 57,83+9,17° 2,86+0,75° 42,00+9,85°
S P (2,22) (15,86) (26,08) (23,46)
™
e 05 90,67 +3,93° 51,54 +6,45° 3,05+ 0,15 2" 37,38+8,92°
P (4,34) (12,51) (4,99) (23,87)
02 90,51+0,74° 42,74 £ 0,17 % 3,03+ 0,26 2" 37,61+11,05°
S P (0,82) (0,40) (8,49) (29,37)
o
° 05 90,73+0,57° 44,32 +3,37° 2,00+0,33° 59,37 +£2,96 °
P (0,62) (7,60) (16,52) (4,99)
a
MP 80,9(2;113?),77 : 4,90 £ 0,46 ° (9,29) :

Média (n = 2) + Desvio-padrdo (Ccoeficiente de variacdo, %); MP = matéria-prima (cacéo); * Base seca; Letras
sobrescritas iguais, nas colunas, indicam diferencas estatisticamente ndo-significativas (p>0,05).
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Nesse ensaio (Tabela 5), ndo foi observado efeito significante do pH sobre a eficiéncia
da cisteina na remocdo do Hg contaminante. S&o controversos os resultados apresentados na
literatura, mostrando que o efeito do pH sobre a remogdo de Hg com cisteina sofre
interferéncias ainda ndo identificadas. Os planejamentos desses estudos s&o variados,
tornando-se dificil a comparacdo. SPINELLI et al. (1973) relataram remocé&o de mercurio de
15-20% em pHs 4,5 a 5,5, utilizando solugdo de cisteina a 0,2%. Houve aumento, para 50%
de remocdo, quando o pH foi elevado até 7. SUZUKI (1974) realizou o tratamento com
solucdo de cisteina a 0,5%, em pHs 2 a 8, e, ao contrario do observado por TEENY, HALL &
GAUGLITZ (1974) e por SPINELLI et al. (1973), que encontraram maiores remogdes de Hg
em pH 7, relatou resultado por volta de 80% em pHs entre 5 e 6, 60% em pHs 3 e 7, 40% em
pH 8 e 20% em pH 2. OKAZAKI et al. (1984) ndo observaram variagdo na remogdo de
mercurio usando o pH de 3 a 7, sendo maior o resultado em pHs 1 e 2, pelos motivos ja
apresentados. Foi relatado que os tratamentos realizados em meio fortemente acido (pH < 3)
tém maior eficiéncia na remocéo do Hg, devido & hidrdlise (parcial) da proteina (SCHAB,
SACHS & YANNALI, 1978; TEENY, HALL & GAUGLITZ, 1974; SPINELLI et al., 1973;
YANNAI e SALTZMAN, 1973). A recuperacdo dos sdlidos em tratamentos nesses pHs fica
prejudicada, pois ocorre solubilizacdo (por hidrélise) da proteina, tornando impraticaveis os
processos de separagdo, como a filtragdo, o que leva ao baixo rendimento (TEENY, HALL &
GAUGLITZ, 1974). Em consequéncia da perda de massa, pode haver aumento da
concentracdo do mineral contaminante no produto, diminuindo a porcentagem de sua

remocéo.

O tratamento mais eficiente, selecionado a partir dos resultados da Tabela 5, foi 0 que
utiliza solucéo de cisteina a 0,5% em pH 5. Esse resultado concorda com a maioria dos
estudos apresentados na literatura, nos quais foram feitas comparagdes entre a eficiéncia da
cisteina em concentracGes que variavam de 0,1 a 0,5%, sendo que, com as concentracbes mais
altas, havia melhor remocéo de Hg (MORALES—AIZPURUA et al., 1997; OKAZAKI et al.,
1984; LIPRE, 1980; OHTA et al., 1982; SCHAB, SACHS & YANNAI, 1978; SUZUKI,
1974; TEENY, HALL & GAUGLITZ, 1974; SPINELLI et al., 1973).

Apesar de que os resultados encontrados neste trabalho, para as amostras tratadas com
cisteina a 0,3%, em pH 2, também tenham sido positivos em relacdo a descontaminagdo, esse
tratamento foi considerado menos atrativo devido a dificuldade prética encontrada em pH

baixo, qual seja, a necessidade da adi¢do de bicarbonato de sodio para causar agregamento
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das particulas e possibilitando uma centrifugacdo efetiva, 0 que representa uma operagao

adicional que pode ocasionar outras variagdes que ndo foram controladas.

N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os resultados de
umidade para as amostras tratadas e a controle (matéria-prima), indicando pouca interferéncia
do procedimento de descontaminagdo. O rendimento também foi estatisticamente igual,
mostrando que as diferentes concentragBes de cisteina e niveis de acidez do meio, ndo
provocaram grandes alteracbes na solubilidade protéica e perda de sélidos entre os varios
tratamentos aplicados. Contudo, o rendimento médio foi de 49,3%, ou seja, mais de metade
da amostra bruta seca foi perdida no processo, podendo-se considerar entre as perdas,
compostos soluveis, inclusive proteina, matéria particulada leve que ndo sedimentou na

centrifugacéo, lipides e minerais.

5.1.3. Reutilizac@o da Soluc¢édo de Cisteina

Foi avaliada a possibilidade de reutilizagdo da solucdo de cisteina (Tabela 6) para a
remogao do mercurio de cagdo. Sendo a cisteina em solucéo (0,5%) muito mais concentrada
em relacdo aquela presente na proteina muscular e suficiente para teoricamente complexar o

mercurio ligado a esta proteina, existe a possibilidade de reutilizago da referida solucéo.

Segundo os resultados obtidos (Tabela 6), foi possivel a reutilizagdo da mesma
solucdo de cisteina a 0,5%, para a remocdo do Hg de 5 amostras. A eficiéncia na remocéo do
Hg foi similar a obtida na Tabela 4, mas ndo reproduziu o resultado apresentado na Tabela 5,
para as mesmas condigdes. Verificou-se que o rendimento das amostras tratadas com cisteina
reutilizada foi significativamente maior e que ocorreu diminui¢do no teor de umidade do
produto a cada reutilizacdo da solucdo. Isso sugere que a proteina e outros compostos
dissolvidos na solugdo de cisteina ja utilizada interferem na solubilidade e capacidade de

hidratacdo da préxima amostra.
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Tabela 6 — Potencial de reutilizacdo da solucdo de cisteina, em relacdo a remocdo de

mercdrio.
Solugéo de Cisteina a Umidade * Rendimento * Hg total * Remocgdo de Hg *
0,5% (9/1009) (9/1009) (ng/g) (%)
*NEo-reutilizada 96,14 +0,38° 46,40 +1,82° 3,36 +0,71° 24,2 +16,1°
(0,004) (3,93) (21,2) (66,3)
12 reutilizacio 88,87 +1,07° 53,79 +1,84° 3,60+0,57° 18,8 +12,9°
¢ (0,012) (3,42) (15,9) (68,7)
2 reutilizacio 87,43+0,30° 53,30 + 1,60° 3,53+0,67° 20,4 +15,1°
¢ (0,003) (3,00) (18,9) (74,0)
32 reutilizacs 86,50 + 0,32 ¢ 52,88 +1,62° 3,18 +0,64° 28,2 +14,5°
reutifizacao (0,004) (3,07) (20,2) (51,3)
42 reutilizacio 85,57 + 0,35 ¢ 52,96 + 0,89" 3,11+0,56° 299+ 12,5°
¢ (0,004) (1,68) (17,9) (41,9)
Matéri . 84,89 + 0,64 i 4,44 + 0,23 i
atéria-prima (0,75) (5.2)

* Média (n = 4) £ Desvio-padrdo (Coeficiente de variacdo, %), calculados em base seca; Letras sobrescritas
diferentes, nas colunas, indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

SCHAB, SACHS & YANNAI (1978) chegaram a remover Hg com a mesma
eficiéncia de 11 amostras com a mesma solucéo de cisteina a 0,5%. Estes autores propuzeram,
inclusive, uma metodologia para remover o Hg da solugdo de cisteina usada nas extracdes e

conservacdo dela por varios dias, em pH baixo (0,5).

A possivel reutilizacdo da solucdo de cisteina conforme observado na Tabela 6 é
interessante, considerando o aspecto econdmico de um eventual sistema de remocdo de Hg de
pescado em escala industrial, assim como favorece a questdo da disposicdo ambiental desse

efluente, que obviamente devera receber o tratamento adequado.

Os resultados mencionados nas Tabelas 4, 5 e 6, indicam que a remog¢do do Hg com
cisteina foi baixa e inconsistente, podendo inclusive variar na dependéncia das condicdes
experimentais, sendo, portanto, insuficientes para atender a descontaminagdo desejavel
referente ao cagéo. A possibilidade de estudo e aplicagéo na descontaminagéo de As foi entéo
descartada, ja& que o objetivo era a remogdo concomitante de As e Hg. Isso implica na

continuidade e na procura de métodos que satisfacam essa proposta de pesquisa.
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5.2. CONTEUDO DE ARSENIO EM CACAO AZUL

Foi quantificado o As total presente em dez amostras de cagdo-azul e os resultados

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Contetdo de arsénio total em cagéo-azul.

Amostra Base Seca (ug/g) Base Umida (ug/g)
Cagéo 1 92,42 +1,73 (1,88)° 17,35+ 0,33 (1,88)°
Cagéo 2 16,60 + 0,56 (3,39)* 2,97 +0,10 (3,39)
Cagéo 3 17,39 + 1,19 (6,86)* 1,98 + 0,14 (6,86) ®
Cagéo 4 17,64 + 0,59 (3,34)® 3,05+ 0,10 (3,34)*
Cagdo 5 17,30 + 1,15 (6,62)® 2,98 + 0,20 (6,62)°
Cacéo 6 67,09 + 7,35 (10,96) ° 10,65 + 1,17 (10,96)"
Cacédo 7 13,97 +1,57 (11,27)° 2,64 + 0,30 (11,27)°
Cagéo 8 17,66 + 1,63 (9,24)° 3,09+ 0,29 (9,24)°
Cacéo 9 121,89 + 11,49 (9,43)° 22,56 + 2,13 (9,43)°
Cacéo 10 54,41 + 2,19 (4,03)" 10,32 + 0,42 (4,03)"°

* Média (n = 3) + Desvio-padrdo (Coeficiente de variagdo, %), em base Umida.

Os valores em base umida, de 1,98 a 22,56 pg/g de As (Tabela 7, Figura 5),
proporcionaram teor médio de 7,76 ug/g ¢ a mediana de 3,08 pg/g. Estes resultados sdo de 2 a
mais de 20 vezes acima do limite legal brasileiro de 1 pg/g (BRASIL, 1998), a0 mesmo
tempo que concordam com o0 que relata a literatura com referéncia a cagdo (DENOBILE,
2007; McMEANS et al, 2007; ALMEIDA, 2005; STORELLI, BUSCO &
MARCOTRIGIANO, 2005; STORELLI & MARCOTRIGIANO, 2004; STORELLI et al.,
2003; DE-GIETER et al., 2002; ALLINSON, NISHIKAWA & LAURENSON, 2002;
POWELL & POWELL, 2001; TUROCZY et al., 2000; GLOVER, 1979; LEBLANK &
JACKSON, 1973).
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Figura 5 — Contetido de arsénio total em cagdo-azul — “Box-Plot”
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Em duas composicdes (“pool”) contendo quantidades iguais de 10 espécimes de
cacdo-azul cada, foram quantificados o As inorgénico e o total, e calculada a razdo entre

ambos. Os resultados encontram-se na Tabela 8.

Tabela 8 — Contetdo de arsénio total e inorganico em cagéo-azul.

Amostra Arsénio Total* (ug/g) Arsénio Inorgdnico*(ug/g)  As Inorg./As Total* (%)

“Pool” 1 7,99 + 0,70 (8,8) 0,0086 + 0,0002 (2,5) 0,107

“Pool” 2 12,25+ 0,11 (0,9) 0,0153 + 0,0004 (2,8) 0,125

* Média (n = 3) + Desvio-padrdo (Coeficiente de variagdo, %), calculados em base Umida.

As concentracdes de arsénio inorgénico e a razdo entre elas e 0s teores de arsénio total,
encontrados neste trabalho, sdo compativeis com o apresentado na literatura para cagao.
DENOBILE (2007) e STORELLI, BUSCO & MARCOTRIGIANO (2005) relataram teores
de arsénio inorganico de 0,001 a 0,190 ¢ 0,08 a 0,49 ug/g, correspondentes a 0,02 a1,9¢0,9 a
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7,7% do arsénio total, respectivamente. DE-GIETER et al. (2002) apresentaram valores entre
0,046 ¢ 0,60 ug/g de arsénio toxico, que inclui as formas inorganicas, MMA (acido

monometilarsénico) e DMA (acido dimetilarsénico), menos que 2% do arsénio total.

5.3. REMOCAO DO ARSENIO DE CACAO-AZUL COM BOROHIDRETO DE
sSODIO

Foram quantificados o As total e inorganico e o selénio (Se) na composic¢ao de cagdes
(“pool”), tratada ou ndo, com borohidreto de sodio a 3%. Também foi calculada a taxa de

remocdo do arsénio. Os resultados encontram-se na Tabela 9.

A descontaminagdo alcancada pelo procedimento com borohidreto de sédio foi muito
satisfatoria, chegando a 99%, e reduzindo o arsénio ao nivel seguro de 0,48 pg/g,
correspondente a 0,034 pg/g em matéria Umida, quase 30 vezes menor que seu limite de
tolerancia (1 pg/g, BRASIL, 1998).

Tabela 9 — Conteldos de arsénio, total e inorganico, e selénio em cagdo-azul, tratado ou ndo

(“pool”) com borohidreto de sédio (NaBH, 3%), e porcentagem de sua remogao.

Amostra As Total* (ug/g) As Inorganico* (ug/g) Se Total* (ug/g)
“Pool” 43,68 + 3,83 (8,8) 0,0471 +0,0012 (2,5) 0,512 + 0,004 (0,8)
NaBH, 3% 0,48 + 0,05 (10,0) 0,034 + 0,002 (5,4) 0,74 +£0,07 (9,1)
Remocdo (%) 98,92 + 0,23 (0,2) 27,40 £ 0,57 (2,1) -

* Média (n = 3) + Desvio-padrédo (Coeficiente de variagdo, %), calculados em base seca.

Quanto ao arsénio inorganico, o teor quantificado na amostra tratada, de 0,024 ug/g
em base Umida, € bem baixo em relagdo aos relatados na literatura consultada (DENOBILE,
2007; STORELLI, BUSCO & MARCOTRIGIANO, 2005; DE-GIETER et al., 2002). O
tratamento promoveu a remog&o de arsénio inorganico em 27% calculado em matéria seca, ou

72% em termos de base Umida, (produto final com 93% de umidade). Com o uso do cagéo
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descontaminado (hidratado) na formulacdo de um produto alimenticio, a transferéncia de
arsénio inorgénico seria favoravelmente muito baixa. A descontaminagdo completa em
relacdo a essa forma quimica do arsénio é dificil na préatica devido a baixa concentrago

inicial do contaminante no pescado, nesse caso, de 0,0086 ug/g, em base imida.

O tratamento com borohidreto de sodio poderia alterar o teor de selénio presente no
cacdo. Ocorreu um aumento nessa concentracdo de 69 + 6 pg/g. Como explicado
anteriormente, essa elevagéo se explica pela perda de massa durante o tratamento. A retencéo
do Se é de grande interesse, uma vez que esse mineral essencial € um agente protetor contra a

toxicidade do arsénio e do mercurio.

No mesmo laboratério em que o presente estudo foi realizado, 0 mesmo tratamento
com borohidreto de sédio possibilitou resultados expressivos na remocéo de Hg de cacdo
(TENUTA-FILHO, 2006). Portanto, o referido tratamento é uma poderosa alternativa para a
descontaminacdo de arsénio e mercdrio. O produto tem grande potencial de aplicacdo na

indUstria alimenticia, por suas caracteristicas nutricionais, sensoriais e tecolégicas.

5.4. EFEITO DOS METODOS DE COCCAO

Os contetidos de arsénio total e inorganico dos produtos do tratamento por cocgéo de
uma composicdo de 10 cagdes-azul (“pool”) foi analisado. Amostras iguais da composi¢éo
foram cozidas em &gua ou grelhadas com a adi¢do somente de sal (A — tratamento controle),
com sal e liméo, contendo cerca de 50 ppm de &cido ascérbico (RONCADA, WILSON &
SUGUIMOTO, 1977) (B — tratamento com lim&o) ou com sal, limdo e &cido ascorbico,
somando 550 ppm de &cido ascorbico (C - tratamento com liméo enriquecido). Os resultados

encontram-se nas Tabelas 10 e 11.
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Tabela 10 — Efeito dos métodos de cocgéo sobre o contetdo de arsénio total em cagdo-azul,

usando sal (A), sal e limdo (B) e sal, lim&o e &cido ascorbico (C).

Arsénio Total* (ug/g) Arsénio Total* (ug/g) Remocéo Aparente* (%)

Tratamento (base seca) (base Umida) (base seca)
N&o tratado 68,85 + 0,60 (0,9)° 12,25 + 0,11 (0,9) -
Grelhado A 30,69 + 1,40 (4,6)° 9,92 +0,45 (4,6)" 55,42
Grelhado B 29,72 + 0,09 (0,3)° 9,62 +0,03 (0,3)" 56,84
Grelhado C 27,42 + 1,67 (6,1)"° 9,24 +0,56 (6,1)" 60,18
Cozido A 23,47+ 0,85 (3,6)° 5,77 +0,21 (3,6)° 65,92
Cozido B 21,53 + 1,73 (8,0)** 5,90 + 0,47 (8,0)° 68,73
Cozido C 19,81+ 0,17 (0,9)° 5,63 +0,05 (0,9)° 71,22

* Média (n = 2) + Desvio-padrdo (Coeficiente de variagdo, %); Letras sobrescritas diferentes, nas colunas,
indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

O “pool” das 10 amostras de cagdo apresentou quantidade de arsénio total de 12,25
ug/g, em matéria Umida, valor proximo a alguns encontrados entre os cagfes analisados
(Tabela 7), e bastante acima do limite estabelecido de 1 pg/g (BRASIL, 1998). A
descontaminacdo atraves dos métodos de cocgdo foi considerével e significativa, chegando a
mais de 70% (Tabela 10). Como os teores de arsénio em cagdo sdo muito altos, a
descontaminagéo obtida foi insuficiente, em promover resultados menores que 1 pg/g (limite

aceito legamelmente).

Foi observado que as amostras cozidas resultaram em remocéo de As total cerca de
12% maior que a observada para as amostras grelhadas. A adicdo de é&cido ascorbico
provocou uma diminuicdo ligeiramente maior (por volta de 5%) na concentragdo do As total

original, ao contrério do ocorrido no caso do grelhado.

O enriquecimento do limdo com &cido ascorbico (redutor) ndo resultou no efeito

adicional esperado, sugerindo que a suplementac¢éo usada néo tenha se justificado.

O lim&o, como ingrediente culinério, reine potencial envolvendo a remogdo de As em
pescado, eventualmente pela presenca de acido citrico (sequestrante e redutor), além do acido

ascorbico.



61

A remoc&o do As inorganico (Tabela 11), todavia, foi menor que a observada para o

As total (Tabela 10).

Tabela 11 — Efeito dos métodos de cocgdo sobre o conteldo de arsénio inorganico em cagao-

azul, usando sal (A), sal e limdo (B) e sal, limdo e &cido ascorbico (C).

Tratamento

As Inorginico* (ug/g)
(base seca)

As Inorgdnico* (ug/g)
(base Umida)

Remocao Aparente* (%)
(base seca)

Nao-tratado

0,086 + 0,002 (2,8)*

0,0153 + 0,0004 (2,8)

Grelhado A

Grelhado B

Grelhado C

Cozido A

Cozido B

Cozido C

0,056 + 0,007 (13,0)°
0,060 + 0,006 (10,8) **
0,050 + 0,005 (9,1)"
0,080 + 0,000 (0,5) "
0,076 + 0,009 (12,0)°

0,049 + 0,007 (13,6)"

0,0195 + 0,0001 (0,5)°
0,018 + 0,002 (13,0)°
0,019 + 0,002 (10,8)*
0,017 +0,002 (9,1) *
0,022 + 0,003 (12,0)*°

0,013 + 0,002 (13,6) "

7,25
10,97
42,78
34,19
30,10

42,11

* Média (n = 2) + Desvio-padrdo (Coeficiente de variagdo, %); Letras sobrescritas diferentes, nas colunas,
indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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6. CONCLUSOES

v A remocdo do Hg observada em cacdo com o uso da cisteina foi insuficiente para

atender & descontaminagdo de pescado excessivamente contaminado.

v" A ocorréncia de arsénio total em cagdo-azul ultrapassou muitas vezes o limite legal

de tolerancia, o que ndo ocorreu com sua forma inorganica.

v A descontaminagdo do cagdo-azul alcancada pelo uso do borohidreto de sodio foi
quase total, o que ndo ocorreu da mesma proporcdo em relagdo ao arsénio

inorganico.

v O preparo do cagdo-azul para o consumo promoveu eliminagdo consideravel e
significativa nos teores de arsénio total, sem, contudo, reduzi-lo abaixo do limite

legal de toleréncia. Quanto ao arsénio inorgénico, a remocéo foi menor.
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