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RESUMO

Andlises de elementos traco em amostras de mexilhdo apresentam grande interesse para o uso na monitoracio
da regido costeira. Este trabalho apresenta os resultados preliminares da determinagdo dos elementos Br, CI, K,
Mg, Mn e Na obtidos nas amostras de mexilhdo Perna perna por meio de irradiagdo curta da andlise por
ativacdo com néutrons (NAA). Amostras de mexilhdes coletadas na regido costeira do litoral paulista foram
limpas, trituradas, homogeneizadas e secas por meio da liofilizacdo para posteriores andlises. Aliquotas das
amostras obtidas na forma de p6 foram pesadas em invélucros de polietileno e irradiadas no reator nuclear IEA
— R1 juntamente com padrdes sintéticos de elementos. O tempo de irradia¢do foi de 10 min e sob fluxo de
néutrons térmicos de 9,6 x 10° n cm™ s”'. As medicdes das atividades gama das amostras e dos padrdes
sintéticos foram feitas utilizando um detector de Ge hiperpuro ligado a um espectrometro de raios gama. As
concentragdes dos elementos acima citados foram calculadas pelo método comparativo. Concentragdes dos
elementos Br e Mn foram obtidas aos niveis de mg kg e de Cl, K, Mg e Na da ordem de percentagens foram
determinadas nos mexilhdes. Os resultados obtidos no material de referéncia NIST 1566b Oyster Tissue
indicaram uma boa concordancia com os valores certificados.

1. INTRODUCAO

Atualmente, o aporte de substancias toxicas devido a poluicdo ambiental tem trazido grandes
preocupacdes a nivel global, principalmente nas regides estuarinas que sofrem impacto de
atividades agricolas e industriais.

Os estudrios, situados em regides costeiras, freqiientemente encontram-se localizados em
areas de grande atividade antrépica, sendo, portanto, susceptiveis aos impactos decorrentes
destas atividades. As principais fontes de impacto ambiental em estudrios seriam o
escoamento de esgoto proveniente de dreas urbanas, a liberagdo de diversos produtos
quimicos (organicos e inorganicos) pela atividade industrial, a agricultura e o fluxo de
embarcagdes, atividade a partir da qual podem ocorrer vazamentos acidentais de petréleo e
derivados, combustiveis e outros produtos transportados por via maritima [1]. Neste contexto,
um dos métodos que tém sido utilizados para determinagcdo das concentragdes dessas
substancias téxicas em dgua do mar é a monitoragdo por meio de diferentes espécies de
bivalves.



No que tange aos bivalves, estes representam um dos grupos de organismos aquéticos mais
estudados em programas de biomonitoramento[2-7] e em estudos toxicoldgicos [8-11]. As
vantagens mais evidentes da utilizacdo destes organismos sdo a sua ampla distribuicdo
geografica, hdbito séssil e habilidade de concentrar compostos quimicos em até 10%-10° vezes
em relacdo as concentracOes detectadas na dgua[l12]. Neste sentido, os organismos vivos
podem bioacumular metais, incorporando-os na cadeia tréfica e atingindo grande parte dos
diferentes estratos que constituem os ecossistemas aquéticos [13].

No Brasil, diversos trabalhos tém sido realizados visando o uso de organismos marinhos,
como os mexilhdes, como indicadores de metais téxicos e organoclorados. Enfase especial é
dada a andlise de mercurio e metilmercurio, devido a particular toxicidade dos compostos
organicos desse elemento e as descargas industriais que ocorrem, particularmente das
industrias de cloro—alcalis [14].

No entanto, devido a extensdo do pais e aos inimeros problemas ambientais que t€m ocorrido
devido aos aportes antropicos de compostos téxicos das mais diversas naturezas ao meio
ambiente, torna—se necessdria a obten¢do ainda de um grande volume de dados com relacdo a
monitoracdo de diversos compartimentos ambientais, como dguas, solos, sedimentos,
aerossois, etc.

O presente trabalho apresenta os resultados preliminares obtidos na andlise de mexilhdes
Perna perna, coletados no litoral paulista, pelo método de andlise por ativagao com néutrons
realizando irradia¢des curtas no reator nuclear.

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1. Coleta e Tratamento das Amostras de Mexilhao Perna perna

As amostras de mexilhdes Perna perna foram adquiridas em um cultivo situado na Praia da
Cocanha em Caraguatatuba e foram transplantadas para varios pontos ao longo do litoral
paulista, a saber: Pier Sul da PETROBRAS (TEBAR)-Sao Sebastido; Ilha das Palmas—
Santos; Ponta de Itaipu—Santos; Praia do Engenho d’dgua—-Sao Sebastido—Ilhabela. Estes
locais foram escolhidos por serem pontos onde os organismos ficam sujeitos a situacdes de
estresse devido a proximidade de aporte de efluentes industriais, efluentes municipais ou
atividades ligadas a industria do petréleo. Decorridos os 3 meses, ou seja, uma estacdo do
ano, os mexilhdes foram coletados para andlise e nestes pontos foram realizados novos

transplantes para monitoracdo do proximo periodo.

Na coleta das amostras de mexilhdo Perna perna foram selecionados 90 mexilhdes de
tamanhos distintos para cada corda de cada ponto sendo 30 de tamanhos pequenos, 30 médios
e 30 grandes. Em seguida, retiraram—se algas e outros organismos que ficam impregnados nas
conchas dos mexilhdes utilizando uma faca de lamina de titdnio. Apds a remog¢do das cracas,
lavou—se cada organismo com dgua do mar e mediu—se seu comprimento e largura da concha.
Os tecidos dos mexilhOes retirados das suas conchas foram triturados e homogeneizados em
um liquidificador com laminas de titanio. Ao término da homogeneizacdo, estas amostras
foram pesadas, armazenadas e congeladas para posterior secagem usando um liofilizador de
marca Thermo Electron Corporation, modelo Modulyo D115, adequado para a secagem de
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pequenas quantidades de amostras, por um periodo de 48 horas, a temperatura de — 52° C e
pressdo de 74 ubar. As amostras secas foram depois moidas em almofariz de 4gata e
peneiradas em uma peneira de nylon de 100 mesh. Finalmente, as amostras na forma de p6
foram armazenadas em frascos plasticos, etiquetadas e guardadas no freezer para posteriores
andlises. Na ocasido da pesagem destas amostras de mexilhdo para anélise foram novamente
feitas as determinacdes de umidade, secando aliquota de cada amostra numa estufa por 24
horas a 85°C.

2.2. Analise de Material de Referéncia Certificado

Para avaliar a qualidade dos resultados analiticos, foi analisado o material de referéncia
certificado NIST 1566b Oyster Tissue [15] procedente do National Institute of Standards and
Technology U. S. A. Para expressar os resultados destas andlises na base seca foi feita a
determinacdo de perda de umidade, secando o material a 85°C por 24 horas. Nesta
determinagao, foi obtida uma porcentagem de perda de umidade de 3,73%.

2.3. Preparacio dos Padroes Sintéticos de Elementos a Serem Analisados

Para a preparacdo dos padrdes sintéticos de elementos a serem analisados, utilizaram- se
solucdes padrao de elementos certificados adquiridas da Spex CertiPrep U.S.A., pipetador
automdtico da marca Eppendorf e baldes volumétricos previamente verificados quanto a sua
calibracdo. A partir destas solucdes padrdo estoque, foram preparadas solucdes mais diluidas
contendo um ou mais elementos. Pipetou—se 50uL destas solucdes padrao obtidas sobre tiras
de papel-filtro Whatman N° 40. As tiras de papel contendo aliquotas das solugdes pipetadas
foram colocadas no dessecador para a secagem a temperatura ambiente, tomando—se o
cuidado para que ndo ocorresse contaminagdo. Posteriormente estas tiras foram dobradas e
colocadas em invdélucros de polietileno, os quais foram selados com ferro elétrico para solda.
Os plésticos para a preparacao dos invélucros eram previamente lavados com solugdo diluida
de 4cido nitrico p.a. e dgua purificada. As massas dos elementos nestes padrdes sintéticos
foram (em pg): Br = 5,0; CI = 200; K = 500,8; Mg = 500,6; Mn = 3,99; Na = 99,98; V =
10,02.

2.4. Procedimento para Analise por Ativacao com Néutrons (NAA)

O procedimento para NAA consistiu em irradiar cerca de 180 mg de cada amostra de
mexilhdo e do material de referéncia pesados em invélucros de polietileno no reator IEA —
R1 juntamente com os padrdes sintéticos de elementos. As amostras de mexilhdo, material de
referéncia e os padrdes sintéticos foram colocados em um invélucro de polietileno, o qual foi
inserido em um dispositivo de polietileno, chamado de “coelho”, para irradiacdo por meio da
Estacdo Pneumadtica n°4, sob um fluxo de néutrons térmicos de 9,6)(109 nem” s’ por um
periodo de 10 min. As amostras e os padroes irradiados foram montados em suportes
individuais de ago inoxiddvel (“panelinhas”), usando fita adesiva, para as medi¢des. Apos
cerca de 5 min de decaimento as medicdes das atividades gama foram feitas utilizando um
detector de Ge hiperpuro da marca Canberra ligado a um espectrometro de raios gama e
eletronica associada. Estas medi¢des foram executadas para dois diferentes tempos de
decaimento. Posteriormente, os espectros foram processados usando o programa de
computagio VERSAO2 e foram obtidas as taxas de contagens e os valores das energias dos
raios gama de radioisotopos formados. Por meio das energias dos raios gama e meias vidas
foram feitas as identificagdes dos radioisétopos formados. Conhecendo-se a meia-vida do
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radiois6topo, tempos de decaimento, taxas de contagens e massa total da amostra e dos
elementos presentes no padrdo, foram calculadas as concentragdes dos elementos presentes
na amostra pelo método comparativo. Os radioisétopos utilizados foram 80Br, 38Cl, 42K, 27Mg,
3 6Mn, Nae?V.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo os resultados das concentracoes de elementos obtidos na andlise do
material de referéncia NIST 1566b Oyster Tissue, juntamente com os valores do certificado.

Tabela 1. Concentracoes de elementos no material de referéncia NIST 1566b Oyster

Tissue
Este trabalho o

Elemento Concentracdo S (%) ER® (%) Valor do certificado [15]
Br,ugg’ 56,0 + 6,5 11,7 ND* ND

Clugg’ 5124 + 354 6,9 0,3 5140 + 100

K, ugg' 6472 + 628,2 9,7 0,7 6520 + 90
Mg, ug g’ 1197 + 246 20,6 10,3 1085 + 23
Mn, ug g’ 19,7+ 1,0 52 6,3 18,5+0,2
Na,ugg' | 2848 +146,7 52 13,6 3297 + 53

® Incerteza (Refere-se 2 estatistica de contagem de uma determinacio); ° Erro

relativo; © Nao detectado.

A comparacdo dos resultados obtidos com os valores do certificado indica uma boa
concordancia, mostrando que o método € valido para a andlise dos elementos. Os erros
relativos percentuais obtidos foram inferiores a 13,6%. A incerteza da determinacdo obtida
foi inferior a 11,7% com excecdo do Mg. O alto valor de incerteza obtido para Mg se deve
provavelmente as baixas taxas de contagens obtidas para o pico 1014,4 do 27Mg e também
devido ao problema de interferéncia do ®Mn que possui um pico de 846,8 keV bastante
préximo de 843,8 keV do Mg

Na Tabela 2, estdo os resultados preliminares obtidos na determinacao de Br, Cl, K, Mg, Mn
e Na nas amostras de mexilhao Perna perna. Os elementos Cl, K, Mg, e Na foram obtidos ao
nivel de percentagens e o Br e Mn da ordem de mg kg™'. O elemento V foi detectado em duas
amostras, procedentes do TEBAR e da Ponta de Itaipu. Um dos problemas na deteccao do V
foi a alta atividade do **Cl e ** Na formados na ativacdo das amostras do mexilhdo. Condicdes
adequadas de irradiacdo deverdo ser estabelecidas para a determinacdo do vanadio. A
determinagdo de vanddio nestas amostras apresenta interesse uma vez que a presenga deste
elemento nos mexilhdes poderé indicar a sua possivel origem das atividades petroliferas.

4. CONCLUSOES
O método de andlise por ativagdo com néutrons mostrou-se eficaz na determinacdo dos

elementos Br, Cl, K, Mg, Mn e Na nas amostras de mexilhdo Perna perna. A concordancia dos
resultados obtidos com os valores do material de referéncia foi satisfatéria. Os resultados
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obtidos permitiram concluir que os mexilhdes apresentam teores de elementos como K, Mg e
Mn importantes sob o ponto de vista nutricional.

Tabela 2. Concentracoes de elementos nas amostras de mexilhao na base seca

Locais de Br Cl K Mg Mn Na
lfgrlf;f;g (mgkg™") (%) (%) (%) (mg kg™ (%)
‘CC/PPri | 301+16 | 93403 | 1,13+£0,05 | 0,39+0,04 | 72+0,6 3,72+0,03
CC/“Ver | 30016 | 93+04 | 1,17+0,02 | 0,42+0,04 | 18,1+0,8 | 3,93%0,03
CC/%ut | 227+31 | 63+0,6 | 0,78+0,16 | 044+0,08 | 82+ 1,4 | 4,34+0,10
CC/“Inv | 219+£29 | 57+0,5 | 1,10+0,15 | 0,42+0,05 | 8,1+1,3 3,15+0,07
TT/ Pri 283+30 | 83+04 | 1,L17£0,04 | 0,37+0,03 | 32,6 +1,3 | 2,05+0,02
1P/ Pri 264+13 | 11,1 0,6 | 1,09+£0,11 | 0,36 +0,04 | 31,7+0,8 | 2,71+0,02
IP/ Out 339+19 | 10,3+04 | 1,35+0,08 | 0,36 +0,06 | 11,0+0,7 | 3,98+0,04
"B/ Pri 238+13 | 79+04 | 0,84+0,04 | 0,31 +0,03 | 11,0+0,7 | 3,00+0,02
IB/ Ver 337+17 | 84+0,3 | 0,81+£0,14 | 0,48+0,04 | 12,7+0,7 | 4,77+0,08
IB/ Out 36160 | 99+1,0 | 1,27£0,11 | 0,76 +0,11 | 18,3+1,0 | 4,77+0,08
IB/ Inv 418+70 | 11,5+1,1 | 1,11 +£0,11 | 0,674+0,12 | 93+1,0 | 5,37+0,09
"TB/ Pri 326+17 | 11,5+04 | 1,30+£0,10 | 0,48+0,04 | 8,8+0,6 3,40+0,04
TB/Ver 258 £91 | 9,12+04 | 0,85+0,14 | 0,50+0,06 | 13,8 +0,8 | 5,11+0,09

 Praia da Cocanha; tf Primavera; ¢ Verdo; 4 Outono; © Inverno; ' Ponta de Itaipu; ¢ Ilha das
Palmas; h Ilhabela; 'TEBAR; 'Resultado de uma determinagdo. A incerteza foi avaliada
considerando erros nas medi¢des das atividades da amostra e padrao.

AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem a CNPq e FAPESP pelo apoio financeiro concedido em projetos de
pesquisa e pela bolsa PIBIC/CNPq.

REFERENCIAS

1. M.J. Kennish, Ecology of estuaries: anthropogenic effects, Boca Raton: CRC Press.
(1991).

2. A. Viarengo, L. Canesi, “Mussels as biological indicators of pollution”, Aquaculture, 94,
pp-225-243 (1991).

3. C.AR. Silva, P.S. Rainbow, B.D. Smith, Z.L.. Santos, “Biomonitoring of trace metal
contamination in the Potengi estuary, Natal (Brazil), using the oyster Crassostrea
rhizophorae, a local food source”, Water Research, 35, pp.4072-4078 (2001).

4. S.R.C. Alves, P.C. Severino, D.P. Ibbotsom, A.Z.X. Silva, F.R.A.S. Lopes, L.A. Séenz,
A.C.D. Bainy, “Effects of furadan in the brown mussel Perna perna and in the mangrove

INAC 2007, Santos, SP, Brazil.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

oyster Crassostrea rhizophorae”, Marine Environmental Research, 54, pp.241-245
(2002).

M.G. Lionetto, R. Caricato, M.E. Giordano, M.F. Pascariello, L. Marinosci, T. Schettino,
“Integrated use of biomarkers (acetylcholinesterase and antioxidant enzymes activities) in
Mpytillus galloprovincialis and Mullus barbatus in an italian coastal marine area”, Marine
Pollution Bulletin, 46, pp.324-330 (2003).

F. Ricciardi, A. Binelli, A. “Provinmi, Use of two biomarkers (CYP450 and
acetylcholinesterase) in zebra mussel for the biomonitoring of Lake Maggiore (northern
Italy)”, Ecotoxicology and Environmental Safety, 63, pp.406-412 (2006).

. J. Zanette, ].M. Monserra, T. Bianchini, A. “Biochemical biomarkers in gills of mangrove

oyster Crassostrea rhizophorae from three Brazilian estuaries”, Comparative
Biochemistry and Physiology, 143 C, pp.187-195 (2006).

J.M. Monserrat, A. Bianchini, A.C.D. Bainy, “Kinetic and toxicological characteristics of
acetylcholinesterase from the gills of oysters (Crassostrea rhizophorae) and other aquatic
species”, Marine Environmental Research, 54, pp.781-785 (2002).

P. Valbonesi, G. Sartor, R. Fabbri, “Characterization of cholinesterase activity in three
bivalves inhabiting the North Adriatic Sea and their possible use as sentinel organisms for
biosurveillance programmes”, The Science of Total Environment, 312, pp.79-88 (2003).

I. Corsi, M. Mariottini, C. Sensini, L. Lancini, S. Focardi, “Fish as biomarkers of brackish
ecosystem health: integrating biomarker responses and target pollutant concentrations”,
Oceanologica Acta, 26, pp.129-138 (2003).

A. Binelli, F. Ricciardi, C. Riva, A. Provini, “New evidences for old biomarkers: Effects
of several xenobiotics on EROD and AChE activities in Zebra mussel (Dreissena
polymorpha)”, Chemosphere, 62, pp.510-519 (2006).

I. Sunila, “Histopathology of mussels (Mytilus edulis L.) from the Tvirminne area, the
Gulf of Finland (Baltic Sea)”, Annales Zoological Fennici, 24, pp.55-69 (1987).

A. Viarengo, “Heavy metals in marine invertebrates: mechanisms of regulation and
tocixity at the cellular level”, Reviews in Aquatic Sciences, 1, pp.295 (1989).

LLD. Medeiros; E.A. Almeida; E.C. Ventura; [.C. Muller; M.P. Mezzari; A. C.D. Bainy,
“Biomonitoramento da contaminacdo aquatica na Baia Norte da Ilha de Santa Catarina
utilizando mexilhdes Perna perna como organismos sentinela”, Anais do 5° Encontro
Brasileiro de Ecotoxicologia, Itajai, SC, 05 a 08 de outubro de 1998, CD ROM, pp.51
(1998).

National Institute of Standards and Technology, Standard Reference Material 1566b
Oyster Tissue, Certificate from National Institute of Standards and Technology, U. S. A.,
17 de Janeiro de 2001, pp.1-8 (2001).

INAC 2007, Santos, SP, Brazil.



