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RESUMO - Devido a sua importancia na dieta humana, o consumo de peixes tem aumentado nos
tltimos anos por ser considerado um alimento saudavel, fonte de proteinas, vitaminas,
antioxidantes e acidos graxos poli-insaturados (6mega-3). Entre as espécies de peixes mais
consumidas no Brasil est4d a sardinha que, em geral, € comercializada na forma enlatada. Os
principais contaminantes inorganicos que podem estar presentes nos pescados sdo: cadmio (Cd),
chumbo (Pb), mercdrio total (t-Hg) e orgéanico (o-Hg, metilmercurio). Este projeto teve como
objetivos: o desenvolvimento de um método simples, rapido e de baixo custo para a determinacao
de t-Hg e o-Hg em 50 amostras de sardinha enlatada, em conservas em 6leo e em molho,
utilizando a técnica de espectrometria de absor¢cdo atbmica com decomposicdo térmica e
amalgamacao (TDA AAS) e a determinacdo de Pb e Cd usando a digestdo acida assistida por
micro-ondas com quantificacdo por espectrometria de emissdo 6ptica com fonte de plasma com
acoplamento indutivo (ICP OES). Os resultados obtidos variaram de: 0,0126 a 0,0478 mg kg™ para
t-Hg; 0,0041 a 0,0242 mg kg™ para o-Hg; 0,0160 a 0,1750 mg kg™ para Cd; e de <0,0022 a 0,0520
mg kg™ para Pb. Para Hg e Pb nenhuma das amostras apresentaram teores acima do maximo
estabelecido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e para o Cd duas amostras

ultrapassaram os teores maximos.

Palavras-chaves: Sardinha enlatada, Metilmercurio, Mercurio total, Cadmio, Chumbo, TDA AAS.

1 Autor, Bolsista CNPq (PIBIC): Graduacéo em Engenharia de Alimentos, FAJ, Jaguariina-SP;
leticiacarvalhos@hotmail.com

2 Autor, Bolsista CNPq (PIBIC): Graduagao em Quimica, UNICAMP, Campinas-SP

3 Colaborador: Mestranda em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, ITAL, Campinas-SP

4 Colaborador:Assistente de Pesquisa,I TAL, Campinas-SP

5 Orientador: Pesquisador Cientifico, ITAL, Campinas-SP; morgano@ital.sp.gov.br



11°Congresso Interinstitucional de Iniciacdo Cienti  fica — CIIC 2017
02 a 04 de agosto de 2017 — Campinas, S&o Paulo
ISBN 978-85-7029-141-7

9, \ke
Rl T

ABSTRACT - Due to its importance in the human diet, fish consumption has increased in recent
years because it is considered a healthy food source of proteins, vitamins, antioxidants and
polyunsaturated fatty acids (omega-3). Among the most consumed species of fish in Brazil, the
sardine stands out and it is usually marketed in canned form. The main toxic inorganic contaminants
that may be present in fish are: cadmium (Cd), lead (Pb), total mercury (t-Hg) and organic (o-Hg,
methylmercury). The aims of this study were to develop a simple, fast and low cost method for: the
determination of total and organic mercury in 50 samples of canned sardines, in canned oil and
sauce, using the technique of atomic absorption spectrometry with thermal decomposition and
amalgamation (TDA AAS) and the determination of lead and cadmium using microwave-assisted
acid digestion with quantification by inductive coupling plasma optical emission spectrometry (ICP
OES). The results obtained ranged from: 0.0126 to 0.0478 mg kg™ for t-Hg; 0.0041 to 0.0242 mg kg’
! for 0-Hg; 0.0160 to 0.1175 mg kg™ for Cd; and <0.0022 to 0.0520 mg kg™ for Pb. For Hg and Pb
the levels were below the maximum limits established by the National Agency of Sanitary

Surveillance (ANVISA) however for Cd two samples showed levels above the maximum allowed.

Keywords: Canned sardine, Methylmercury, Total mercury, Cadmium, Lead, TDA AAS.

1 INTRODUCAO

Os peixes sdo alimentos importantes para a dieta humana por serem considerados fontes
de proteinas de alto valor biolégico, compostos antioxidantes e acidos graxos poli-insaturados,
como o dmega-3. Para conservacdo, os peixes podem ser submetidos ao congelamento, a salga, a
decapagem, a secagem ou através de conservas, sendo a maneira mais comumente utilizada.
Algumas espécies de peixes, como as sardinhas, tém sido amplamente comercializadas para o

consumo na forma enlatada, utilizando conservas em 6leo ou em molho.

Estudos tém reportado que os pescados sdo 0s principais alimentos que podem levar a
exposicdo humana a componentes inorganicos téxicos, visto que podem conter em sua
composicao elementos traco, como o Cd, o Pb e 0 Hg (DEMIRAYAK et al., 2011). As principais vias
de absorcdo para os contaminantes inorganicos sdo a oral e a respiratéria. Uma das formas de
exposicao € a ingestdo de agua contaminada ou alimentos, tais como, hortalicas cultivadas em

solos contaminados.

Dentre as formas quimicas existentes do Hg, a mais toxica € a organica, representada

principalmente pelo metilmercario, o qual é facilmente bioacumulado. Micro-organismos (bactérias,
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fitoplancton no oceano, e fungos) convertem mercurio inorganico em metilmercurio, sendo esta a

forma que se acumula na cadeia alimentar (EFSA, 2012).

Quando o Cd é ingerido através da dieta ele pode ser absorvido pelo corpo humano e é
acumulado no rim e no figado, podendo permanecer nestes 6rgdos por muitos anos (CAC, 2016).
A exposicao a baixos niveis de Cd por muito tempo pode também fazer com que 0sS 0Sso0s se

tornem frageis podendo sofrer quebras com facilidade (ATSDR, 2012).

O Pb é um elemento téxico que se acumula no organismo e na sua interacdo com a matéria
viva, apresenta tanto caracteristicas comuns a outros metais pesados quanto algumas
peculiaridades (Niekraszewicz, 2010). Este elemento, quando absorvido atinge o sistema nervoso
central e periférico. Os principais sintomas caudados pela intoxicagdo por chumbo em humanos

sdo: anemia, déficit de aprendizado e de desenvolvimento neurolégico.

Diante do exposto, este projeto teve como objetivos o desenvolvimento de um método
simples, rapido e de baixo custo para a determinacéo de t-Hg, o-Hg, Cd e Pb em sardinha enlatada
utiizando as técnicas de espectrometria de absor¢do atdbmica com decomposicdo térmica e
amalgamacao (t-Hg e o-Hg) e a espectrometria de emissdo Optica com fonte de plasma com

acoplamento indutivo (Cd e Pb).

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras e reagentes

Foram estudadas 50 amostras de sardinha enlatada provenientes de mercados da regido
de Campinas (SP) das marcas mais consumidas e disponiveis. Foram avaliadas amostras de 5
marcas distintas (A, B, C, D e E), de 5 diferentes lotes e de dois tipos de conserva, em 6leo e em

molho de tomate.

Todos os reagentes utilizados neste estudo foram de grau analitico ou superior. A agua
(18,2 MQ cm) foi purificada utilizando um sistema de osmose reversa (Gehaka, Sdo Paulo, Brasil).
Para a extracdo do metilmercurio (0-Hg) foi usado tolueno p.a. (Synth, Diadema, Brasil); solucédo de
HCI 30% (v/v) (Merck, Darmstadt, Alemanha) e solucdo de L-cisteina 2,5% (Sigma, Steinheim,

Alemanha).

Para a determinacdo do cadmio (Cd) e chumbo (Pb) foi utilizado para digestdo das

amostras, uma solugdo contendo &cido nitrico concentrado (Synth, Diadema, Brasil) e destilado em
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sistema subboiling (Distillacid, Berghof, Alemanha), peroxido de hidrogénio 30% (Merck, Darmstadt,

Alemanha) e agua purificada.

2.2 Instrumentacao

Para a determinacdo das espécies organicas de Hg as amostras de sardinhas foram
submetidas a um procedimento de extracdo em sistema fechado assistido por micro-ondas (Start E,
Milestone, Sorisole, Italia) e para a determinacdo do o-Hg e t-Hg foi usado um espectrémetro de
absorcdo atbmica com decomposicao térmica e amalgamacao (TDA AAS) (DMA-80, Milestone srl,
Sorisole, Italia). Para a determinacdo dos niveis de Cd e Pb foi utilizado um espectrometro de
emissdo atdbmica com plasma de argdnio com acoplamento indutivo (ICP OES, 5100 VDV, Agilent

Technologies, Téquio, Japéo).

2.3 Curvas analiticas

As curvas analiticas para a determinagdo do Hg foram preparadas a partir de solucéo
padr&o certificada de mercario contendo 1000 mg L™ (Fluka, Sigma—Aldrich, Steinheim, Alemanha)
em solucéo 0,5% (v/v) de HNO; purificado. As curvas analiticas foram construidas em duas células
de detecc¢éo do analisador de Hg, nas seguintes faixas de concentracdo (conforme a sensibilidade
das células): faixa baixa de 0,5 a 50 pg L™ e faixa alta de 100 a 1000 pg L. Para Cd e Pb as
curvas analiticas foram preparadas a partir de uma solucdo padrdo multielementar de 1000 mg L™
(Merck, Darmstadt, Alemanha) contendo os analitos, na faixa de concentracédo de 0,0025 a 1,0 mg
L™

2.4 Validagdo dos métodos analiticos

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

recuperacao) e limites de deteccao e quantificacao.

2.5 Determinacdo de mercurio total

As amostras de sardinha foram drenadas e homogeneizadas em processador doméstico até
obtencdo de uma massa uniforme. Na sequéncia, foram pesados 100 mg das amostras em
barquinhas de niquel e transferidas para o analisador de Hg. As condi¢des analiticas otimizadas do
analisador de Hg foram: temperatura de secagem a 200°C por 60s; temperatura de decomposicao

a 600°C por 180s, temperatura de dessorcao a 850°C e deteccao a 253,7 nm.



11°Congresso Interinstitucional de Iniciacdo Cienti  fica — CIIC 2017
02 a 04 de agosto de 2017 — Campinas, S&o Paulo
ISBN 978-85-7029-141-7

Dy \te
Vosew ™

2.6 Determinacao de mercurio organico (0-Hg)

Para a determinacdo do o-Hg as amostras de sardinha foram submetidas a um
procedimento de extracdo em sistema fechado assistido por micro-ondas, usando como solvente, o
tolueno em meio acido. Nos vasos de extracdo de teflon PFA foi pesado, em balanca analitica, 1 g
da amostra homogeneizada, sendo em seguida adicionados: 8 mL de tolueno, 1 mL de agua
desmineralizada e 0,75 mL de solu¢do de HCI 30% (v/v). Os vasos foram fechados e transferidos
para o extrator de micro-ondas usando o seguinte programa, com aplicacdo de poténcia de 1 kW:
(a) temperatura ambiente a 110°C por 10 min; (b) mantido a temperatura constante de 110°C por 5
min. Apds resfriamento, os vasos foram abertos, sendo retirada uma aliquota de 4 mL da fase
organica e transferido este volume para um tubo falcon contendo 2 mL de uma solucao 2,5% de L-
cisteina. Apds agitacdo manual, a solu¢do foi centrifugada durante 6 min a 3500 rpm. Para a
determinacgéo da fracdo do o-Hg no analisador Hg, pesou-se em balanc¢a analitica 100 pug da fase
aquosa contendo L-cisteina-oHg em uma barquinha de quartzo. As condi¢des otimizadas de leitura
no analisador de Hg foram: temperatura de secagem da amostra 120°C por 60s; temperatura de
decomposicéo 300°C por 180s; temperatura de dessorgéo 850°C por 12s; medida da absorbancia
em 253,7 nm.

2.7 Determinacao de chumbo e cadmio

Para a determinacdo do Cd e do Pb as amostras de sardinha foram submetidas a um
procedimento de extracdo em sistema fechado assistido por micro-ondas, em meio &cido. Nos
vasos de extracao de teflon PFA foi pesado, em balanca analitica, 1 g do pescado homogeneizado,
adicionados 4 mL de acido nitrico concentrado e os vasos foram fechados e deixados em repouso
overnight. Apdés isto foram adicionados 4 mL de agua purificada, 2 mL de peréxido de hidrogénio
30% e transferidos para o extrator de micro-ondas usando a seguinte programacdo, com aplicacao
de 1kW: (a) temperatura ambiente a 70°C por 5 min; (b) temperatura de 70°C a 120°C por 5 min; (c)
temperatura de 120°C a 170°C por 5 mim; (d) mantido a temperatura constante de 170'C por 25
min. Apos resfriamento, os vasos foram abertos, e transferido todo volume para um tubo falcon,
completando o mesmo para 25 mL com agua purificada. Apds isso, as amostras digeridas foram
lidas no ICP OES, utilizando as seguintes condi¢cdes otimizadas de leitura: poténcia da
radiofrequéncia (RF = 1,2 kW); tempo de estabilizacdo e de leitura (17 s); vazao de argbnio e gas
auxiliar (12,0 e 1,0 L min, respectivamente); nebulizador tipo concéntrico (seaspray) com vazao de
0,6 L min™; nimero de leituras (3); vista axial do plasma e comprimentos de onda (Cd = 214,439nm
e Pb =220,353 nm).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O método analitico usado para a extracdo do mercurio organico nas amostras de pescado
utilizando o sistema assistido por micro-ondas e quantificacdo por espectrometria de absor¢ao
atbmica com decomposicdo térmica e amalgamacao permitiu 0 uso de reduzido volume de
reagentes quimicos (8 mL de tolueno, 1 mL de agua e 0,75 mL de solu¢cdo de HCI 30%) e
apresentou alta eficiéncia de extracdo do o-Hg, com recuperacdes acima de 96% e tempo de

extracdo de 15 min.

Os resultados obtidos na validacdo do método para o-Hg, t-Hg, Cd e Pb foram: LOD (3s) =
0,002 mg kg*; 0,001 mg kg™; 0,003 mg kg™ e 0,010 mg kg™ e LOQ (5s) = 0,004 mg kg*; 0,002 mg
kg™; 0,005 mg kg™; 0,020 mg kg™, respectivamente; sendo “s” o valor de desvio-padréo obtido para
10 repeticdes analiticas de uma amostra de sardinha, sendo os resultados multiplicados pelo fator
de diluicAo das amostras. As curvas analiticas obtidas para todos os elementos apresentaram
linearidade (r2 > 0,999) nas faixas de concentracdo utilizadas. A exatiddo do método foi avaliada
usando materiais de referéncia certificado (MRC): o hepactopancreas de lagosta (NRC TORT-2 -
Lobster Hepatopancreas) para o-Hg e t-Hg e o tecido de ostra (NIST SRM 1566b - Oyster tissue)
para Cd e Pb. Os valores obtidos foram 0,031 + 0,064 mg kg' , que corresponde a uma
recuperacédo de 99 + 3 %, para o metilmercdrio; 0,270 + 0,060 mg kg™ (recuperacéo de 99 + 1 %)
para mercurio total; 2,48 + 0,08 mg kg™ (recuperacéo de 100 + 1 %) para cadmio e 0,308 + 0,009
mg kg™ (recuperacéo de 96 + 7%) para chumbo. Ensaios de recuperacéo para MeHg em trés niveis
de fortificag&io (10, 100 e 1000 pg kg™) apresentaram recuperacéo entre 100 e 109%. A precisdo do
método foi realizada utilizando 16 repetices analiticas de uma amostra de sardinha, sendo
analisadas 8 repeticdes em dois dias distintos. O valor do coeficiente de variagéo obtido foi 4,3% e
5,4% para t-Hg e o-Hg, respectivamente, satisfazendo as condigcbes recomendadas pela AOAC

(2013), cujo limite maximo € de 8% para a faixa de concentracdo estudada.

Os resultados obtidos para mercuario total, mercurio organico, cadmio e chumbo nas
amostras de sardinha enlatada estdo apresentados na Tabela 1, onde é possivel verificar as
médias e as respectivas estimativas de desvios-padrédo. Os valores obtidos para mercurio organico
foram convertidos por calculo estequiométrico para metilmercario. O maior nivel de mercario total
encontrado foi o da amostra E em conserva de molho de tomate (0,048 + 0,010 mg kg™) e o menor
foi 0 da amostra B em conserva de 6leo (0,021 + 0,005 mg kg™). Quanto ao mercirio organico, o
maior nivel foi o da amostra E em conserva de molho tomate (0,024 + 0,013 mg kg™) e o menor foi

o da amostra B em 6leo (0,004 + 0,001 mg kg™). Para cadmio o maior nivel foi o da amostra C em
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molho (0,175 + 0,176 mg kg™ ) e o menor foi 0 da amostra E em molho (0,016 + 0,018 mg kg™).

Para chumbo o maior teor foi obtido para a amostra C em molho (0,052 + 0,030 mg kg™).

Tabela 1. Valores médios + estimativas de desvios-padrdo encontrados para mercurio total (t-Hg),
organico (o-Hg), Chumbo (Pb) e Cadmio (Cd) em amostras de sardinha enlatada em conserva de

6leo e molho de tomate.

t-Hg 0-Hg Pb Cd
Marca Conserva
(mgkg™) (mgkg™) (mgkg™) (mgkg™)
Oleo 0,0324 + 0,0091 0,0195 + 0,0064 0,017 + 0,017 0,017 + 0,008
A Molho 0,0337 +0,0158 0,0234 +0,0134 0,030 +0,019 0,021 + 0,001
Oleo 0,0210 = 0,005 0,0041 + 0,001 0,002 + 0,038 0,052 + 0,014
° Molho 0,0295 + 0,015 0,0175 +0,0092 0,027 £ 0,028 0,044 + 0,047
Oleo 0,0469 +£ 0,013 0,0218 £ 0,0191 0,011 + 0,042 0,035+ 0,021
¢ Molho 0,0320 +0,0138 0,0103 = 0,0058 0,052 + 0,030 0,175 +0,176
Oleo 0,0292 + 0,0058 0,0049 = 0,0037 0,021 + 0,009 0,057 + 0,046
° Molho 0,0243 +0,0042 0,0100 = 0,0038 0,002 + 0,020 0,047 £ 0,083
Oleo 0,0360 + 0,0145 0,0125 +0,0084 0,013 + 0,006 0,019 + 0,035
. Molho 0,0478 + 0,0099 0,0242 +0,0130 0,019 £ 0,023 0,016 + 0,018

ND = N&o Detectado (Valor abaixo do LOD = 0,002 mg kg™ para o-Hg, valor abaixo do LOD = 0,010 mg kg™ para
Pb e valor abaixo do LOD = 0,003 mg kg’1 para Cd).

Foi calculada a razéo entre os teores de o-Hg (metilmercurio) e t-Hg para todas as amostras
a fim de verificar se a forma mais toxica do Hg, o metilmercurio, predomina em sardinha enlatada.
Para as amostras das marcas A, B, C, D e E em conserva de molho de tomate as razdes obtidas
foram: 69%, 59%, 32%, 41% e 51% e para as amostras em conserva em 06leo: 60%, 19%, 46%,
17% e 35%. Com excec¢do da amostra C, todas as amostras de sardinha em conserva de molho de
tomate apresentaram as maiores razdes o-Hg/t-Hg, indicando predominancia da forma mais toxica

do Hg nesta conserva.

De acordo com a Resolugcdo RDC 42, de 29 de agosto de 2013 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o limite maximo de Hg total, Cd e Pb em peixes ndo predadores,
como a sardinha, é de 0,5 mg kg™ (500 pg kg™); 0,05 mg kg™ (50 pg kg™?) e 0,3 mg kg™ (300 pg kg’
Y). A Legislacdo Nacional (BRASIL, 2013) ainda n&o estabelece niveis para mercurio organico em
peixes, somente para mercurio total. Contudo, de acordo com a Legislacdo Internacional (CAC,

2016), o valor maximo permitido de metilmercario que podem estar presentes em peixes nao
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predadores é 0,5 mg kg™ (500 ug kg™), que é o mesmo permitido pela Legislacdo Nacional para o
Hg total. Assim, nenhuma amostra excedeu os limites para Hg total e Pb porém, duas amostras
ultrapassaram os limites para Cd (amostra C em molho e D em 6leo) com 0,175 + 0,176 mg kg™ e

0,0570 + 0,046 mg kg™, respectivamente.

Na literatura sdo encontrados alguns estudos sobre a presenca de mercurio em sardinha.
No trabalho de Morgano et al. (2011) que avaliou t-Hg em amostras de musculo de sardinha
comercializada na GEAGESP (Sardinella brasiliensis), o intervalo de concentracdo de Hg total
obtido foi de <0,002 — 0,056 mg kg™. Estes resultados estdo proximos aos obtidos neste estudo

para amostras de sardinha enlatada.

Mol (2011) determinou Hg total em amostras de sardinha provindas da Turquia, obtendo um
intervalo de ndo detectado - 223 pg kg™, sendo superiores aos obtidos neste estudo. J& no estudo
de Shiber (2011) que realizou a determinagdo mercario em dezessete amostras de sardinhas
enlatadas comercializadas nos Estados Unidos, o intervalo de concentracdo de mercurio obtido foi

de n&o detectado a 90 pg kg™.

YABANLI (2013) determinou os teores de contaminantes inorganicos no tecido muscular de
sardinhas (Sardina pilchardus) (n&o enlatadas) comercializadas em 4 mercados da Turquia. As
médias dos valores encontrados, em mg kg™ (base imida) foram: 0,46 (Cd); 0,03 (Hg) e 0,14 (Pb).
Com esses resultados o autor constatou que em apenas em um dos mercados havia amostras em

que o teor de Cd excedeu o limite maximo (0,05 mg kg™) permitido pela legislacéo da Turquia.

4 CONCLUSAO

O método aplicado para a determinacdo de o-Hg permitiu utilizar pequena quantidade de
reagentes quimicos e o tempo de extracdo foi de 15 min. Em relacdo as legislacdes vigentes,
nenhuma das amostras apresentou niveis de mercurio total, metilmercurio e chumbo acima do
limite maximo permitido e apenas duas amostras de sardinhas apresentaram teores de Cd acima
do limite maximo permitido pela legislacdo nacional. O valor maximo observado para a propor¢ao
entre o-Hg/t-Hg foi de 69%, indicando que a forma mais téxica do Hg predomina em algumas

marcas de sardinha enlatada do comércio.
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