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I 

Resumo 
 

O presente estudo propõe a determinação de elementos maiores e traço em invertebrados marinhos por 

Espectrometria de Emissão Óptica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES) após um 

procedimento assistido por radiação ultrassom e centrífuga, empregando ácidos diluídos. Um 

planejamento Doehlert de três fatores foi aplicado para otimizar a extração dos elementos nas amostras 

de bivalves (Mytella guyanensis, Anomalocardia brasiliana e Crassostrea rhizophorae). Os fatores 

foram: concentração da mistura ácida (HCl + HNO3 + H3CCOOH; 1-3 mol L-1), tempo de centrifugação 

(10-40 min.), e velocidade de rotação (6000-10000 rpm). A eficiência de extração expressa em 

percentual foi escolhida como resposta analítica no processo de otimização. Além disso, todos os 

experimentos foram realizados analisando o material de referência certificado NIST 1566b (tecido de 

ostra). O percentual de recuperação obtida nas amostras de material de referência certificado pela 

martiz Doehlert variou de 45-95, 8-52, 35-71, 67-102, 38-78, 61-92, 58-100, 39-85 e 51-91%, 

respectivamente, para Ca, Cd, Cu, K, Mg, Mn, Na, Sr, e Zn. Todavia, ponto de máximo não foi obtido. 

Portanto, a resposta múltipla foi escolhida para obtenção dos valores máximos de extração dos metais. 

As seguintes condições experimentais da resposta múltipla foram selecionadas: 20 min de tempo de 

extração, 9000 rpm de velocidade de rotação e 1,0 mol L-1 da mistura ácida. A fim de avaliar o efeito do 

ultrassom na extração dos elementos, uma porção de tecido de ostra certificado foi sonicada por 15 min 

em um banho de ultrassom à temperatura ambiente e a solução foi centrifugada nas condições 

otimizadas. Os resultados mostraram que o uso da sonicação antes da centrifugação promoveu um 

aumento na porcentagem de recuperação dos elementos estudados. A repetitividade do procedimento 

auxiliado por centrífuga e ultrassom foi avaliada pela determinação de elementos maiores e traço em 10 

replicatas do material certificado. Os desvios padrões relativos (RSD) para o procedimento proposto 

variam entre 1,8 a 4,7. A exatidão do método foi confirmada pela análise de tecido de ostra certificado 

(NIST 1566b) e por comparação de método analítico de referência com procedimento de digestão ácida 

para o tratamento das amostras (microondas com cavidade). Os resultaldos da análise da exatidão de 

alguns elementos estudados mostraram que não havia diferenças significativas (p<0,05) entre o método 

proposto e o método de referência. Concomitantemente ao desenvolvimento do método analítico, as 

concentrações dos elementos menores e maiores em amostras dos bivalves coletados ao longo da Baía 

de Todos os Santos, Bahia, Brasil foram determinadas por ICP OES após o procedimento de digestão 

ácida em bombas Parr. Os resultados da determinação revelaram que as concentrações de As, Cu e Zn 

nos bivalves estavam acima dos limites máximos estabelecidos pela ANVISA e por agências 

especializadas em saúde internacionais. Esses valores de concentração sugerem que deve ser feita 

uma análise de risco a saúde principalmente nas comunidades que coletam mariscos como uma 

atividade de subsistência. 

Palavras chave: metais traço, ICP OES, bivalves, extração ácida assistida por ultrassom, matriz 

Doehlert



 

II 

Abstract 
 

The present study proposes the determination of major and trace elements in marine invertebrates by 

Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy (ICP OES) after a procedure assisted by 

ultrasound radiation and centrifugal, employing diluted acids. A three factor Doehlert design was applied 

to optimize the extraction of elements in bivalves (Mytella guyanensis, Anomalocardia brasiliana and 

Crassostrea rhizophorae). The factors were: concentration of acid mixture (HCl + HNO3 + H3CCOOH;   

1-3 mol L-1), centrifugation time (10-40 min.), and rotation velocity (6000-10000 rpm). The extraction 

efficiency, expressed as a percentage, was chosen as the analytical response in the optimization 

process. In addition, all experiments were performed by analyzing the certified reference material NIST 

1566b (oyster tissue). The percentage of recovery obtained in the samples of certified reference material 

by Doehlert varied from 45-95, 8-52, 35-71, 67-102, 38-78, 61-92, 58-100, 39-85 and 51-91%, 

respectively, for Ca, Cd, Cu, K, Mg, Mn, Na, Sr, and Zn. However, maximum point wasn’t obtained. So, 

the multiple response was chosen to obtain the maximum extraction of the metals. The following 

experimental conditions of multiple response were selected: 20 min of extraction time, 9000 rpm of the 

speed centrifuge and 1.0 mol L-1 of the acid mixture.  In order to evaluate the ultrasound effect on the 

extraction of trace elements a portion of the certified oyster tissue sample was sonicated for 15min in an 

ultrasonic bath at ambient temperature, and then the solution was centrifuged at the optimized 

conditions. Results showed that the use of the sonication prior to the centrifugation promoted an increase 

in the percentage of recovery for most studied elements. The repeatability of the centrifugation and ultra-

sound assisted procedure was evaluated by the determination of trace and major elements in 10 

replicates of the oyster tissue certified material. The relative standard deviations (RSD) for the 

centrifugation and ultrasound assisted procedure varied between 1.8 and 4.7%. The accuracy of the 

method was confirmed by analysis of the certified oyster tissue (NIST 1566b) and by reference analytical 

method comparison with acid digestion procedure for the sample treatment (microwave cavity). The 

results of the analysis of the accuracy of some elements studied showed that there were no significant 

differences (p <0.05) between the proposed method and the reference method. Concurrent with the 

development of the acid extraction procedure, the major and trace concentrations of elements in mussel, 

oyster and clams samples collected from along coastal the zones of Todos os Santos Bay were 

determined by ICP OES after Parr acid digestion bombs. The results of determination showed that 

concentrations of As, Cu and Zn in the bivalves were above the limits established by ANVISA and 

international agencies specializing in health. These concentration values suggest that must be a health 

risk analysis mainly in the communities that collect the shellfish as a subsistence activity. 

Keywords: trace metals, ICP OES, bivalves, ultrasound assisted acid extraction, Doehlert matrix 
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1. Introdução 

1.1 Definições dos metais em estudos químicos, biológicos e ambientais 

 Muitas publicações, trabalhos e legislações com foco ambiental empregam 

definições ou termos relacionados aos metais de forma contraditória. Segundo Brady e 

Humiston (2000) os metais podem ser definidos pelas propriedades físicas no seu estado 

elementar, como elementos químicos que têm normalmente pontos de fusão elevados, 

brilho característico, elevada condutividade elétrica e térmica, ductilidade (capacidade de 

ser estirado em fios) e maleabilidade (capacidade de ser forjado em folhas finas). Os 

principais termos empregados em diversos estudos são descritos a seguir: 

• Metais essenciais. são metais que a evolução natural incorporou as funções 

essenciais à vida e que desempenham vários papéis importante no metabolismo 

dos seres vivos, interagindo ou se ligando com moléculas biológicas como 

proteínas, enzimas, DNA e O2 (Duffus, 2002; Beraldo, 2005). No caso dos metais 

essenciais tanto a deficiência quanto o excesso podem provocar efeitos deletérios 

aos organismos (Rainbow e Luoma, 2008). 

 

• Metais não essenciais. são elementos potencialmente tóxicos sem função 

bioquímica conhecida que têm a mesma afinidade dos metais essenciais por 

moléculas biológicas de importância crítica nos organismos (Rainbow e Luoma, 

2008). Esses metais podem, por exemplo, ligarem-se a grupos sulfidríla (-SH), que 

freqüentemente constituem os sítios ativos de muitas enzimas, importantes para o 

fornecimento de energia ou transporte de oxigênio na célula (Benite et al., 2007). 

 

• Metais Pesados. um termo impreciso usados livremente para se referir tanto ao 

elemento quanto aos seus compostos. Baseia-se na categorização por densidade. 

A União Internacional de Química Pura e Aplicada (IUPAC) recomenda não utilizar 

esse termo (Duffus, 2002). 

 

• Metais tóxicos. termo impreciso. O grau de toxicidade dos elementos varia muito 

de elemento para elemento e de organismo para organismo. Tanto a toxicidade 

quanto a essencialidade são definidos empiricamente (Duffus, 2002). 
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• Metais traço. elementos cuja concentração é menor que 0,01 % m/m (também 

expressa como 100 partes por milhão, µg g-1 ou mg kg-1) de um organismo 

(Rainbow e Luoma, 2008). 

 

• Elementos traço. termo usado frequentemente pela literatura para nomear um 

grupo de metais e outros elementos químicos associado ao risco toxicológico 

(risco de exposição humana às substâncias tóxicas) e ecotoxicológico (risco que a 

flora e fauna sofrem devido à presença de substâncias tóxicas antrópicas no 

sistema natural) (Rainbow e Luoma, 2008). 

 

1.2 Metais e outros elementos traço no ambiente marinho 

 

 Do ponto de vista geoquímico os elementos traço são gerados naturalmente pela 

lixiviação lenta do solo e rochas (Rainbow et al., 1993). A água oceânica é considerada a 

última etapa do ciclo hidrológico dos elementos traço aonde chega por três vias: 

contribuição continental pelos rios, entrada atmosférica e fontes hidrotermais (Galvão et 

al. 2009). Porém as atividades de origem antrópica têm mobilizado estes elementos em 

proporções maiores que as fontes naturais (Rainbow, 2000). Os elementos traço diferem 

de outros agentes tóxicos, porque em muitos casos são ubíquos no ambiente humano. 

Logo, independentemente de como seguro esses elementos são usado nos processos 

industriais e nos produtos, algum nível de exposição humana é inevitável. Além disso, o 

uso dos metais e outros elementos pelos humanos podem também alterar a sua forma 

química ou especiação contribuindo para um potencial impacto tóxico (Goyer et al. 1995). 

Os metais Cd, Cr, Hg, Mn, Ni, Pb, Te, Ti o semi-metal As e o não metal Se, são os 

elementos químicos de maior utilização industrial e, por isso, são os mais estudados do 

ponto de vista toxicológico (Tavares e Carvalho, 1992).  As principais fontes 

antropogênicas destes elementos no ambiente marinho incluem: descarga de efluentes 

não tratados, combustão de carvão e óleo, emissão veicular, atividades da metalurgia e 

galvanoplastia, indústria química de papel, pesticidas e fertilizantes, mineração e 

fundição. Além disso, a aqüicultura intensiva e atividades portuárias são também 

responsáveis por parte da carga antropogênica na água e sedimentos ao longo de 

estuários e baías (Reis, 2008; Zhou et al., 2008).  

No ambiente marinho, os elementos traço são adsorvidos em partículas que, 

eventualmente se acumulam nos sedimentos e quando estes elementos excedem o limite 
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de solubilidade da água se precipitam como fase sólida. Os elementos traço podem 

também formar compostos voláteis devido à atividade biológica ou por mudanças das 

condições redox da água do mar e dos sedimentos. Adicionalmente a biota marinha pode 

bioacumular os elementos nos seus tecidos e lançá-los parcialmente de volta ao meio 

através da depuração (Sadiq, 1992).  

A tendência dos elementos traço participarem desses processos biológicos e 

geoquímicos representados no ciclo depende da especiação em que cada um deles 

ocorre no ambiente marinho (Driscoll et al., 1994). Cada forma físico-química pode exibir 

diferente toxicidade, efeito no grau de adsorção e dessorção em partículas em 

suspensão, taxa de transferência em sedimentos, transporte e tendências em 

bioacumulação nos organismos marinhos (Sadiq, 1992; Adams et al., 2003). A Figura 1 

mostra as principais fontes antropogênicas dos metais e outros contaminantes e as 

interações que esses elementos sofrem ao entrarem no ambiente marinho.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. O ciclo dos elementos traços no ambiente marinho (adaptado de Hill, 2009). 
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1.3 Bioacumulação de metais e outros elementos traços em invertebrados 

marinhos 

Cada vez mais tem sido dada atenção à ocorrência da contaminação de metais e 

outros elementos traço no ambiente marinho. Foi observado que as interações dos 

elementos químicos com os organismos marinhos têm a seguintes características (Riley, 

1971): 

 

(i) Os metais Na e Mg têm fatores de concentração na ordem de 1;  

(ii) Os elementos traço (metais e semi-metais) são fortemente concentrados 

nos tecidos dos organismos marinhos. Eles podem conter concentrações 

tão elevadas quanto 106 vezes que as concentrações presentes na água do 

mar; 

(iii) Em geral, os elementos mais pesados em um grupo particular da tabela 

periódica são mais fortemente concentrados que os mais leves. 

 

Os organismos marinhos possuem mecanismos de estocagem e detoxificação que 

envolvem o acúmulo de altas concentrações de metais em grânulos fosfato-metálicos no 

espaço extracelular e intracelular (lâmina basal e lisossomos) e a complexação com as 

metalotioneínas (Carvalho et al., 1993; Marigomez et al., 2002). Na estocagem o 

organismo faz um investimento metabólico para regular a concentração de alguns metais 

(denominados reguláveis), conforme sua demanda metabólica de um dado elemento, e 

sua disponibilidade no ambiente (Depledge e Rainbow, 1990).  

O processo de bioacumulação de metais e outros elementos traço de qualquer 

organismo em qualquer habitat dependem do balanço entre a absorção a depuração 

(Rainbow e Luoma, 2008). Wang e Rainbow (2008) citam um modelo biocinético simples 

que descreve esse processo: 

 

 

Onde Ct é a concentração do elemento traço no organismo marinho (fitoplâncton, 

invertebrados ou peixes) no tempo t; kw é a taxa de absorção da fase dissolvida; Cw é 

concentração do elemento na fase dissolvida (µg L-1); AE é a eficiência de assimilação da 

dieta; IR é a taxa de ingestão do organismo; Cf é a concentração na fase de dieta (µg g-1); 

Ke é a constante da taxa de efluxo e g é constante da taxa de crescimento do animal. 

= Kw.Cw + AE.IR.Cf - (Ke + g).Ct
dCt

dt
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 Nesse modelo, os elementos são acumulados através da absorção nas fases 

dissolvida e dieta, e ambas as rotas são consideradas aditivas. Adicionalmente, o 

processo de bioacumulação além de ser influenciado pela especiação química de cada 

elemento, também é influenciado pelas características fisiológicas dos organismos 

(Rainbow et al., 2002). 

As concentrações dos elementos traço em muitos organismos marinhos fornecem 

uma medida integrada no tempo do suprimento do contaminante ao longo de diversos 

períodos de tempo, conforme a espécie de organismo analisada. De forma complementar, 

o contaminante acumulado na biota é uma medida integrada no tempo da fração 

biodisponível dos elementos e não da quantidade total encontrada no ambiente. Ou seja, 

a fração de direta relevância toxicológica e ecotoxicológica são medidas de forma 

inequívoca. Tais organismos são biomonitores e são amplamente utilizados para 

estabelecer as variações geográficas e/ou temporais das concentrações biodisponíveis 

dos elementos traços nas águas costeiras e estuarinas (Rainbow, 1995).  

Dentre os organismos biomonitores de elementos traços, os moluscos bivalves, se 

destacam. Os bivalves são muito usados como biomonitores, pois possuem vários 

atributos importantes que lhe tornam melhores para avaliar as concentrações de 

elementos potencialmente tóxicos (Goldberg et al.1995; Goldberg e Bertine, 2000). A 

maioria tem vida sedentária, o que não lhes permite escapar da poluição se deslocando 

para outras áreas; eles possuem tempo de vida razoavelmente longo, o que permite 

estudos de longo prazo; os bivalves são cosmopolitas, o que facilita a intercomparação 

dos dados obtidos de regiões diferentes; possuem capacidade de acumular elevados 

níveis de contaminantes sem morrer e a maioria das espécies tem hábito alimentar 

filtrador, que permite que os tornem suscetíveis à incorporação de contaminantes, tanto 

pelo que eles ingerem como pela fração solúvel na água (Rainbow, 2002; Galvão et al., 

2009). Essas características fazem desses organismos um importante foco de estudo 

para pesquisas. Adicionalmente estes bivalves são muito consumidos, pelos seres 

humanos principalmente por aqueles que habitam áreas costeiras, que estão sujeitas 

muitas vezes a impactos antrópicos. 

Do ponto de vista nutricional, os moluscos são fontes importantes de proteínas e 

vitaminas como a niacina, tiamina e riboflavina (Cheong e Lee, 1984). Um estudo 

epidemiológico no Japão demonstrou que os moluscos forneciam a maior parte das 

vitaminas B6 (16 – 23% da ingestão total) e B12 (77 – 84%) em uma dieta (Yoshino et al., 

2005). Adicionalmente já foram discutidos os efeitos benéficos dos ácidos graxos Omega-



 

6 

3 provenientes dos moluscos em doenças cardíacas coronarianas (Schmidt et al., 2006).  

A ingestão desses ácidos graxos varia consideravelmente entre as populações, sendo 

elevada em populações de esquimós (10-14 g dia-1), baixa na maioria das populações 

ocidentais (<0,2 g dia-1) e intermediária nas áreas como Japão e Noruega, paises com 

maior consumo de frutos do mar (1-3 g dia-1) (Schmidt et al., 2005) 

Esses alimentos contribuem também para a ingestão de metais essenciais que 

são requeridos para várias funções fisiológicas e bioquímicas dos seres humanos (Nardi 

et al., 2009). A Figura 2 resume os metais considerados essenciais e não essenciais para 

os humanos. Ao se determinar as concentrações de metais nos tecidos dos bivalves 

marinhos, pode-se avaliar de forma direta a exposição humana a esses e outros 

elementos químicos, além de informar quanto à distribuição destes contaminantes ao 

ambiente (Galvão et al. 2009).  

 

     Metais majoritários essenciais          

      Metais traço potencialmente tóxicos 

 H     Metais traço provavelmente essenciais      He 

 Li Be     Metais traço essenciais  B C N O F Ne 

 Na Mg           Al Si P S Cl Ar 

 K Ca Sc Ti V Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Ga Ge As Se Br Kr 

 Rb Sr Y Zr Nb Mo Tc Ru Rh Pd Ag Cd In Sn Sb Te I Xe 

 Cs Ba  Hf Ta W Re Os Ir Pt Au Hg Ti Pb Bi Po At Rn 

 Fr Ra  Rf Db Sg Bh Hs Mt Ds Rg        

                   

Lantanídeos La Ce Pr Nd Pm Sm Eu Gd Tb Dy Ho Er Tm Yb Lu  

Actnídeos Ac Th Pa U Np Pu Am Cm Bk Cf Es Fm Md No Lr  

 

Figura 2. A tabela periódica mostrando os metais essenciais e não essenciais aos humanos 

(Adaptado de Aras e Ataman, 2006). 

 

 Adicionalmente, o risco que o consumo desses moluscos oferece depende 

primeiramente da fração biodisponível do metal (a fração que é realmente assimilada 
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através da comida e que pode atingir a circulação sistêmica de um organismo), que 

depende da especiação do metal dentro dos tecidos moles dos frutos do mar. Antes de 

1990, assumia-se que a fração biodisponível era avaliada seguramente pela fração 

cistosólica (solúvel) nas células (Wallace e Lopez, 1996). Em estudos posteriores a 

biodisponibilidade dos metais se focaram na fração insolúvel das células, que mostrava 

que o uso da fração cistosólica sozinha subestimava a fração dos metais e que era 

biodisponível para níveis tróficos mais altos. Atualmente, é considerado que os metais 

contidos em ambas as frações (cistosólicas e organelas) refletem a fração biodisponível 

(Wallace e Luoma, 2003).  

Amiard et al. (2008), por exemplo, aplicaram uma série de métodos 

gastrointestinais in-vitro para medida da bioacessibilidade de Ag, Cd, Cu, Pb e Zn em 

amostras de moluscos bivalves coletados em locais considerados contaminados e não 

contaminados. Eles usaram abordagens que simulavam os hábitos alimentares, como: 

mastigar o alimento, engolir diretamente, comer cru ou ingerir os moluscos com aditivos 

(vinagre e limão). Os resultados demonstraram que na maior parte das amostras as 

concentrações bioacessíveis estavam maiores que aquelas permitidas pelos limites de 

segurança alimentar. Além disso, eles verificaram que o habito de cozinhar o gastrópode 

Buccinum undatum diminuía a bioacessbilidade de todos os metais, exceto Ag. 

Adicionalmente, os autores observaram que o ato de adicionar vinagre à ostra 

(Crassostrea gigas) ingerida crua causou um decréscimo na bioacessibilidade de Ag, Cu 

e Pb e acréscimo na bioacessibilidade de Cd. A adição de vinagre não alterou 

significativamente a bioacessibilidade de Zn e o ato de mastigar e adicionar limão as 

ostras não influenciou significativamente nas concentrações bioacessíveis dos metais. 
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2. Objetivos 

2.1 Objetivo Geral  

Determinar as concentrações de elementos maiores e traço em tecidos moles de 

moluscos bivalves marinhos empregando a Espectrometria de Emissão Óptica com 

Plasma Indutivamente Acoplado (ICP OES). 

2.2 Objetivos Específicos 

• Desenvolver um procedimento de preparo de amostras de moluscos bivalves 

auxiliado por ultrassom e centrifuga com ácidos diluídos, visando rapidez, baixo 

custo de análise e baixa geração de resíduos. 

• Avaliar a contaminação inorgânica nos moluscos bivalves Anomalocardia 

brasiliana, Mytella guyanensis e Crassostrea rhizophorae, coletados em diferentes 

locais de mariscagem da Baía de Todos os Santos, Bahia, Brasil, através da 

determinação multi-elementar por ICP OES após digestão ácida das amostras 

com bombas Parr. 
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3. Revisão bibliográfica 

3.1 Estudos ambientais com moluscos bivalves 

 O uso de moluscos bivalves tem desempenhado um papel fundamental em 

programas de biomonitoramento de metais e outros elementos químicos no ambiente 

marinho. O Professor Goldberg, da Instituição Scripps de Oceanografia em La Jolla, 

Califórnia, propôs o programa de monitoramento “Mussel Watch” para avaliar a 

contaminação em estuários e zonas costeiras. Este é um programa de monitoramento em 

escala global baseado no conceito de “organismo sentinela”, que é capaz de detectar as 

tendências de concentrações de vários contaminantes marinhos (Goldberg et al., 1995; 

Goldberg e Bertine 2000). 

Existem diversos trabalhos publicados sobre o uso de organismos aquáticos como 

biomonitores da disponibilidade dos elementos traço. Os primeiros programas de 

biomonitoramento no começo dos anos 60 concentraram-se nos radionuclídeos lançados 

dentro do rio Columbia e nas águas costeiras da Califórnia (Phillips e Rainbow, 1994). 

Mais tarde nos anos 70, os programas de biomonitoramento também investigaram a 

disponibilidade de isótopos estáveis de metais traço (Goldberg et al., 1983).  O 

biomonitoramento de elementos traço fornece a variação no tempo e espaço das 

concentrações dos elementos químicos que estão disponíveis no biomonitor. Deste modo 

o biomonitoramento busca identificar diferenças significativas na acumulação de metais e 

outros elementos entre amostras de diferentes localidades (Rainbow e Luoma, 2008).  

Nesses monitoramentos biológicos nem sempre a determinação da concentração 

total de um elemento químico é suficiente para os propósitos clínicos e ambientais, pois a 

toxicidade é uma propriedade dependente da espécie (Pivetta et al., 2001). Assim, o 

conhecimento das concentrações relativas de todas as espécies químicas presentes em 

um determinado meio são muito mais relevantes para avaliação da exposição do que sua 

concentração total (Driscoll et al., 1994; Moreira e Moreira, 2004, Vieira et al., 2009). É 

necessário também identificar e quantificar as diversas espécies químicas sob as quais o 

elemento de interesse está presente e/ou transformado em um determinado meio para 

compreender e avaliar o mecanismo de interação entre elementos e alvos biológicos 

(Pivetta et al., 2001). 

Os programas de biomonitoramento continuaram em vários outros paises, tais 

como o estudo de Jeng et al. (2000) que se basearam no conceito do Mussel Watch para 
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determinar a concentração de elementos traço em organismos marinhos, coletados ao 

longo da costa oeste de Taiwan de 1991 até 1998, onde estão localizadas áreas de 

cultivo de ostra e grande parte das indústrias. A concentração de Cu, Zn, Pb Cd, As e Hg 

nas ostras Crassostrea gigas foi determinada por técnicas espectrométricas de absorção 

atômica com chama (FAAS) e forno de grafite (GFAAS). Eles verificaram que as ostras 

tinham habilidade de concentrar mais Cu e Zn do que outros organismos, e que por isso o 

risco potencial de consumo era mais alto do que outros mariscos. Esse resultado indicou 

que a introdução de Cu pelas indústrias nas localidades estudadas era responsável por 

deixar as ostras verdes, cujas concentrações do referido metal encontram-se acima de 

500 µg g-1 (peso seco) no tecido dos bivalves. Também foi discutido que a remoção dos 

sedimentos contaminados em algumas partes dos rios poderia deixar as concentrações 

dos metais semelhantes àquelas observadas nos limites de segurança estabelecido pelos 

órgãos públicos de outros paises. 

Odzack et al. (2000) estudaram a concentração de mercúrio e metilmercúrio na 

Baía Kaštela situada na costa oeste do Mar Adriático empregando a Espectrometria de 

Absorção Atômica com Geração de Vapor Frio (CVAAS). Segundo os autores, a região 

tinha sofrido contaminação de uma planta de cloro-álcali durante 40 anos. As coletas das 

amostras do mexilhão Mytilus galloprovincialis iniciaram-se em 1997, seguindo os 

mesmos critérios de idade e tamanho no período do verão e no segundo mês do inverno. 

Os resultados obtidos no período de biomonitoramento com os moluscos transplantados 

ao longo da região sugeriram que os níveis de mercúrio e metilmercúrio estavam abaixo 

dos limites aceitáveis para consumo humano, entretanto os autores ressaltaram que o 

consumo deve ser cuidadosamente controlado. 

Silva et al. (2001) apresentaram um trabalho de biomonitramento de metais traço 

no estuário de Potengi, situado em Natal, RN, Brasil, empregando ostras Crassostrea 

rhizophorae como biomonitores. O trabalho visou à investigação da situação da 

contaminação do estuário, que sofreu forte atividade humana desde a década de 90. As 

concentrações de Zn, Cu e Pb, determinadas pela técnica FAAS, estavam elevadas 

oferecendo, portanto, risco a saúde humana. 

Conti e Cecchetti (2002) determinaram Cd, Cr, Cu, Pb e Zn em vários tecidos de 

organismos marinhos biomonitores empregando FAAS e GFAAS. Este estudo 

demonstrou que a área escolhida como controle não tinha diferença significativa dos 

teores de metais das estações estudadas. Os autores apoiaram a hipótese de que a área 

costeira do golfo de Gaeta tem importantes níveis de contaminação basal, porém com 
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níveis abaixo de áreas contaminadas relatadas em outros estudos. Através da análise de 

variância (ANOVA) não foi possível mostrar se havia diferença significativa na 

contaminação em diferentes áreas. 

Wagner e Boman (2004) investigaram a contaminação de As, Ba, Be, Ca, Cd, Cr, 

Fe, K, Mn, Ni, P, Pb, Rb, S, Se, Sr, Ti e Zn no norte do Vietnam empregando o molusco 

Plethophus swinhoei como biomonitor. Os resultados obtidos pela Fluorescência de Raios 

X por Reflexão Total (TXRF), demonstraram que a maior parte das concentrações dos 

elementos estudados estava na mesma ordem de magnitude de outros estudos que 

usavam o mesmo molusco. Esses autores observaram que as concentrações 

biodisponíveis dos elementos não refletiam o elevado nível de fontes antropogênicas que 

as amostras estavam sujeitas como tráfego de rodovias, combustão de carvão e 

fertilizantes. 

Bellotto et al. (2005) realizaram um estudo de biomonitoramento em um emissário 

submarino de uma Planta industrial de beneficiamento de aço, localizado na Ilha de São 

Francisco, em Santa Catarina.  Foram investigadas as concentrações de Cu, Zn, Ni, Sn, 

Fe, Cr, Cd e Zn em amostras dos moluscos Perna perna. Os resultados obtidos pela 

Espectrometria de Massas com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-MS) indicaram que 

a biodisponibilidade de Cu, Zn, Ni, Sn, Fe, Cd e Zn no meio não estava sendo ampliada 

pelas atividades industriais e que as concentrações encontradas não causavam efeitos 

deletérios nos invertebrados marinhos. Os autores constataram que as concentrações de 

cromo estavam acima do limite permitido para consumo humano pela legislação brasileira 

(ANVISA, decreto nº 55871, de 26/03/1965). Foi discutido que mesmo em áreas isentas 

de poluição o cromo encontrava-se com elevados teores devido ao seu forte fator de 

acumulação no molusco bivalve Perna perna. 

Liu e Kueh (2005) monitoraram durante seis anos os níveis de contaminação por 

metais traço. Eles relataram concentrações elevadas de Cd, Pb Hg, Cu, V, Mn e Ni nas 

localidades perto de áreas industriais e portuárias. Entretanto as concentrações desses 

metais não excediam os limites recomendados pela legislação. 

Orescanin et al. (2006) avaliaram a concentração de elementos traço (Pb, Mn, As, 

Cr, Fe, Ni, Cu e Zn) no tecido mole do mexilhão Mytilus galloprovincialis durante dois anos 

de monitoramento na Costa oeste do mar Adriático.  A análise quantitativa foi realizada 

empregando a técnica de Fluorescência de Raios X por Dispersão de Energia (EDXRF). 

Segundo esse estudo, os valores mais altos foram obtidos em regiões expostas a 

indústrias e atividades portuárias. 



 

12 

Liu et al. (2006) realizaram estudos de biomonitoramento para avaliar o risco 

associado à ingestão de ostras possivelmente contaminadas com compostos de arsênio. 

Foram analisados Arsênio total, As(V) (arseniato), As(III) (arsenito), MMA (mono-

metilarsênico) e DMA (dimetilarsenico) em amostras da espécie Crassostrea gigas 

durante 1 ano.  O arsênio total foi analisado usando Espectrometria de Absorção Atômica 

com Forno de Grafite com Geração de Hidretos (HG-GFAAS). Eles verificaram que o 

consumo de 18,6 e 56 g dia-1 dessas ostras tem potencial risco carcinogênico.  

Liu et al. (2007) determinaram concentrações de arsênio inorgânico em lambretas 

da espécie Meretrix lusoria cultivadas no Sudoeste de Taiwan onde ocorreu a doença do 

pé preto, um tipo de insuficiência vascular periférica em forma de gangrena. O arsênio foi 

determinado por HG-GFAAS. Os autores verificaram que as concentrações de arsênio 

inorgânico eram altas o suficiente para oferecer risco à saúde humana, utilizando 

diferentes taxas de ingestão média adequada. Foi estimado um consumo médio de 0,18 g 

dia-1 para uma ingestão segura nessas áreas.  

Um outro estudo de biomonitoramento foi conduzido por Seixas et al. (2007), que 

avaliaram a concentração total de selênio em vários organismos marinhos, incluindo 

mexilhões na Baía de Guanabara, Brasil. A metodologia analítica aplicada neste estudo 

baseou-se no emprego da GFAAS para determinação do referido elemento. Foi 

constatado que o estuário não estava sendo afetado por lançamentos de selênio devido à 

atividade humana, pois a biota marinha apresentava concentrações de selênio 

semelhantes a áreas não impactadas.  

Lewis e Chancy (2008) determinaram a concentração total de mercúrio em várias 

amostras biológicas, incluindo bivalves de água doce e ostras coletadas em regiões 

costeiras do México, empregando CVAAS. Esses autores verificaram que os bivalves do 

Rio Escambia continham concentrações elevadas de mercúrio devido ao escoamento de 

cinzas leves e deposição de mercúrio de uma planta de geração de energia elétrica nas 

proximidades. A espécie de ostra analisada demonstrou concentrações significativamente 

altas em áreas com escoamento agrícola. Os autores concluíram que o consumo dessas 

espécies ofereceria alto risco à saúde humana.  

As concentrações de metais acumulados no molusco bivalves são também 

influenciadas por diversos fatores biológicos e físico-químicos. Esses fatores incluem 

tamanho, idade, sexo, estações do ano, interações dos contaminantes, salinidade e 

temperatura da água (Rainbow 1993; Rainbow et al., 2002). Tais fatores são amplamente 

investigados em diversos estudos, como os de Wang et al. (1996), que estudaram o 
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processo de bioacumualção de seis elementos traço (Ag, As, Cd, Co, Se e Zn) no 

molusco Mytilus edulis. Os pesquisadores buscavam parâmetros fisiológicos necessários 

para construir um modelo da cinética de bioacumulação dos referidos metais. 

Os pesquisadores Amiard e Berther (1996) estudaram o efeito sazonal em ostras 

da espécie Crassostrea Gigas sobre o acúmulo dos metais Cu, Pb, Zn e Cd nos tecidos 

moles empregando um método analítico com a técnica FAAS para a determinação 

elementar. Os autores observaram nos resultados que existia uma diminuição da 

concentração dos metais no final da primavera e início do verão com o aumento do peso 

e dos tecidos nessa espécie. Esses autores atribuíram as flutuações das concentrações 

dos metais nos organismos às mudanças das estações do peso seco associadas à 

maturidade sexual. 

Augusto et al. (2006) também estudaram aspectos relativos à acumulação de 

metais Zn, Cu, Cd, Fe, Mn e Ni em moluscos bivalves de vários estuários brasileiros. Os 

resultados das concentrações dos metais, determinadas pela técnica FAAS, 

demonstraram que os organismos com forte bioacumulação representavam as melhores 

discriminações entre biodisponibilidade dos elementos traço entre as estações. As ostras 

da espécie Crassostrea rhizophorae foram recomendas como biomonitoras neste estudo, 

devido a seu forte padrão de acumulação para muitos metais traços e seu tamanho, 

facilitando sua coleta e manuseio. 

García-Luque et al. (2007) estudaram a bioacumulação de Zn, Cd, Pb e Cu no 

molusco bivalve Scrobicularia Plana. Foram feitos experimentos simulando um estuário 

hipotético, controlando continuamente a entrada de metais com um gradiente de 

salinidade. As concentrações dos metais foram obtidas empregando a Voltametria de 

Redissolução Anódica de Pulso diferencial (DPASV). Os mecanismos de bioacumulção 

de Zn e Cd mostraram ser mais eficiente com aumento de salinidade. Os metais Cu e Pb 

mostraram ter bioacumulção dependente da proximidade do ponto de entrada dos metais 

e baixa salinidade. 

España et al. (2007) investigaram as concentrações dos elementos Na, K, Ca, Mg, 

Fe, Cu, Zn, Mn, Se e Cd nos moluscos bivalves Mytilus chilensis e Perunytitus purpuratus, 

empregando a FAAS como técnica de determinação para a avaliação da influencia do 

comprimento da concha e peso úmido dessas espécies. Segundo o estudo, com exceção 

do Cd, a concentração dos elementos era menor com o aumento do peso e maior nas 

amostras cujo tamanho era pequeno. Com o Cd foi observado o fenômeno inverso. Eles 

salientaram que o consumo de 100 g desses moluscos contribuía para um alto 
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fornecimento desses elementos traços e minerais à dieta diária, principalmente Fe, Zn, 

Mg e Se no molusco Perunytitus purpuratu e Cd nas duas espécies de bivalves 

estudados. 

Richards e Chaloupka (2009) fizeram estudo para avaliar a dependência da 

temperatura na bioacumualção do cobre nos tecidos dos moluscos bivalves em águas 

subtropicais, onde existe forte variação de temperatura nas estações. Eles investigaram a 

absorção e dinâmica de acumulação do metal no molusco da espécie Saccostrea 

glomerata, coletados durante 12 meses na Baía Moreton, localizada na Austrália. Os 

resultados obtidos após determinação por ICP OES mostraram que, dependendo da 

época do ano, a absorção do cobre varia drasticamente, o que poderia resultar em uma 

superestimação ou subestimação da concentração do elemento no molusco. Eles 

concluíram que se deve levar em conta a incerteza e variabilidade, quando se faz uma 

avaliação de risco ambiental, especialmente em águas costeiras, onde existem fortes 

variações sazonais. 

Ozden et al. (2009) avaliaram as concentrações de Hg, Cd, Cu, Zn, As, Fe, Co, Al, 

Mn, Ni, Sn e Cr nas amostras de bivalves das espécies Chamelea gallina e Donax 

trunculus, coletadas no nordeste do mar da Marmara, Turquia após determinação por 

ICP-MS. O estudo de biomonitoramento conduzido no período de um ano revelou altas 

concentrações de Pb, Cu, Zn, Al, Mn e Ni no molusco Chamelea gallina, contaminação 

por Hg e Cd, indicada pelo molusco Donax trunculus e elevados teores de As por ambas 

as espécies. Apesar desses resultados, os autores ressaltaram que as duas espécies não 

oferecem risco à saúde humana, quando consumidas com moderação. 

Hedge et al. (2009) avaliaram a variabilidade no acúmulo de metais Cd, Cr, Cu, 

Pb, Sn e Zn causada pela ressuspensão dos sedimentos, através da análise com as 

técnicas ICP OES e ICP-MS. Nesse estudo, eles implantaram amostras do molusco 

Saccostrea glomerata em várias áreas no Porto Kemble, situado na Austrália, que sofre 

de intensa atividade industrial. Adicionalmente, os autores implantaram as amostras 

também em dois estuários de referência. O biomonitoramento realizado mostrou que as 

concentrações de Zn, Cu, Cd e Sn estavam altas durante o período de dragagem ocorrido 

no porto, em relação às ostras implantadas nos estuários de referência. Os autores 

verificaram que as concentrações de Pb encontradas eram altas independetemente do 

período de dragagem. Com esse estudo, os autores demonstraram que as atividades de 

dragagem podem provocar aumentos em grande escala na contaminação, devido à 

ressuspensão dos sedimentos contaminados. 
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Geralmente a concentração dos metais nos tecidos moles mostra uma maior 

variabilidade do que nas conchas, devido às mudanças sazonais de peso (associadas 

com condições fisiológicas e estado reprodutivo) e, conseqüentemente, as conchas 

podem fornecer uma indicação mais realística do grau de contaminação ou poluição. 

(Cravo et al., 2002) A concha apresenta importantes vantagens práticas (Protasowicki et 

al., 2008) relacionadas aos tecidos moles para o monitoramento da contaminação por 

metais em ambientes aquáticos, pois: 

 

1- Apresenta menor variabilidade; 

2- Integra a acumulação de metais durante toda vida do animal; 

3- Não precisa ser congelada, sendo facilmente estocada; 

4- Preserva os metais depois da morte do indivíduo fornecendo subsídios para 

estimar concentrações pretéritas. 

 

Yap et al. (2003) realizaram um estudo comparativo dos níveis de Zn, Pb e Cd em 

tecidos moles e conchas da espécie Perna viridis utilizando FAAS como técnica de 

determinação dos metais. Os resultados indicaram que as conchas podem acumular 

esses metais na seguinte ordem: Pb>Cd>Zn. Nos tecidos moles essa ordem foi: 

Zn>Pb>Cd. Os autores discutiram que provavelmente esse fato ocorre devido à estrutura 

cristalina da concha ter alta capacidade de incorporação de Cd e Pb. Os autores 

concluíram que as conchas da espécie estudada servem como material de 

biomonitoramento para Cd e Pb melhor do que os tecidos moles. 

Saavedra et al. (2004) estudaram o efeito do comprimento da concha, sobre o teor 

de Hg, Cd, Pb, Cr, Ni, As, Cu e Zn em amostras do molusco Mytilus galloprovincialis, 

cultivadas em enseadas da Galícia, Espanha após determinação em FAAS e GFAAS e 

Espectrometria de Absorção Atômica com Geração de Vapor Frio acoplado a um sistema 

de Injeção em Fluxo (FI-CVAAS). Esses autores observaram uma relação positiva entre 

comprimento da concha e a concentração dos elementos traço nas conchas.  

Cevik et al. (2007) avaliaram as concentrações de Cu, Zn e Pb nos tecidos moles 

do molusco Mytilus galloprovincialis, proveniente de uma região da Turquia que sofria de 

atividades de mineração. Eles empregaram um método analítico com EDXRF para a 

análise quantitativa dos analitos. Os resultados obtidos mostraram que os tecidos moles 

continham K, Ca, Fe, Cu e Zn, enquanto que as conchas possuíam Ca, Cu e Sr. Porém 

eles verificaram que a concentração média de Cu e Zn estavam dentro dos limites 
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permitidos pela agência reguladora da Turquia e da FAO (Food and Agriculture 

Organization). As informações obtidas desse estudo permitiram concluir que o acúmulo 

dos metais nos tecidos moles seguia a seqüência: Zn > Cu >Mn > Pb >Ni > Cd > Cr. 

Esses autores concluíram que os tecidos moles acumularam mais eficientemente os 

elementos traço do que as conchas. 

Protasowicki et al. (2008) fizeram um estudo de campo, para avaliar o grau de 

contaminação por metais nas conchas do molusco Mytilus edulis. Nesse trabalho os 

metais traço Hg, Pb, Cd, Cu, Zn, Cr, Ni, Fe, Mn, V, Li e Al foram investigados em 

amostras coletadas em doze locais da costa da Polônia, no mar Báltico, que sofriam 

intensa atividade industrial. Os resutlados da determinação dos elementos realizada por 

ICP OES e GFAAS revelaram que não foram encontradas diferenças significativas entre a 

concentração dos metais em diferentes comprimentos de concha. 

Alguns autores, quando consideram as concentrações nos tecidos moles dos 

moluscos, optam em correlacioná-las elas com o peso da concha e peso do tecido mole 

na forma de um índice, denominado de índice de condição (I.C.) (Crosby e Gale, 1990). 

Este índice é dado pela fórmula: 

 

 

O índice de condição é um parâmetro de relevância ecofisiológica e econômica, 

que mede a saúde aparente e qualidade comercial dos bivalves. Sabe-se, porém, que 

esse índice é afetado por uma variedade de fatores extrínsecos e intrínsecos, tais como 

temperatura da água, salinidade, disponibilidade de comida, ciclo reprodutivo, que pode 

influenciar na qualidade da carne e composição bioquímica dos moluscos bivalves (Orban 

et al., 2002).  

O trabalho de Mubiana et al. (2006), por exemplo, usou o I.C. para estudar o teor 

de uma ampla faixa de elementos traço em bivalves da espécie Mytilus edulis. Esses 

autores analisaram a importância dos fatores: tamanho do corpo, a condição fisiológica do 

animal (através do índice de condição) e altura das marés. Esse estudo realizou a coleta 

dos invertebrados marinhos em uma área da costa alemã considerada contaminada. Os 

resultados obtidos da análise por ICP-MS mostraram que o peso corporal tinha uma 

relação inversamente proporcional com a concentração dos metais Cd, Mn, Pb e Zn. O 

estudo do índice de condição mostrou uma relação inversa à concentração dos elementos 

estudados, com exceção do Mn, As e Fe. Além disso, os autores verificaram que a altura 

das marés influenciou positivamente a concentração de As, Cd e Zn, e negativamente 

peso seco do tecido mole (Kg)
I.C. =

peso total - peso seco da concha (g)
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para Cu, Fe e Mn. Os teores dos metais Co, Cr, Ni e Pb foram independentes da altura 

das marés. 

Cardellicchio et al. (2008) determinaram os elementos traço Cd, Cu, Pb, Zn, Fe e 

As por GFAAS, FAAS e Espectrometria de Absorção Atômica com Geração de Hidretos 

(HG AAS). Eles analisaram amostras de mariscos da espécie Mytilus galloprovincialis 

originados de duas áreas com atividades industriais localizadas no Golfo de Tarento 

(península italiana). Esses autores observaram que as concentrações dos elementos 

estavam mais altas entre o final do inverno e início da primavera e mais baixas durante o 

verão. O uso do índice de condição nesse trabalho permitiu reduzir a forte variação nas 

informações devido à diferença de tamanhos e permitiu um melhor estudo do período 

reprodutivo. Esse estudo sugeriu que os programas de monitoramento de metais e outros 

elementos, que usam os moluscos bivalves, devem adotar critérios de coletar ao final do 

ciclo reprodutivo (verão).  

As Tabelas 1, 2 e 3 resumem as concentrações dos elementos maiores e traço 

dos trabalhos citados até o presente momento que visaram o estudo ambiental e/ou 

estudo do processo de bioacumulação nos moluscos bivalves. Alguns desses trabalhos 

utilizaram outros tipos de biomonitores, como crustáceos e peixes para comparar a 

concentração dos contaminantes marinhos (elementos maiores e traço) nos tecidos moles 

dos bivalves.  
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Tabela 1. Concentrações de elementos maiores presentes nos tecidos moles de moluscos bivalves (médias ou faixa das médias, µg g-1 peso 

seco) em várias localidades 

 
 

 
a – Concentração em peso úmido 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Espécie(s) Local Al Ca K Mg Na Ref. 

Perna perna 
Ilha de Santana, 
Sergipe, Brasil 1418 - - - - 

Carvalho et al. 
(2001) 

Pletholophus swinhoei Norte do Vietnam - 3200 - 15000 2300 - 4200 - - Wagner e Boman 
(2004) 

Perna viridis Costa de Hong Kong 407 - 840 - - - - Liu e Kueh (2005) 

(1)Mytilus chilensis, 
(2)Perunytitus  

purpuratus 

Estreito de 
Magalhães, Chile. - (1)1180 a 

(2)1480 a 
(1)2010 a 
(2)1700 a 

(1)850 a 
(2)1120 a 

(1)2980 a 
(2)3190 a 

España et al. (2007) 

Mytilus 
galloprovincialis 

Mar Negro, Turquia. - 4100 - 33540 3860 - 8900 - - Cevik et al. (2007) 

Mytilus edulis Mar Báltico, Polônia. 119 - 214 - - - - 
Protasowicki et al. 

(2008). 

Crassostrea 
rhizophorae 

Baía de Todos os 
Santos, Brasil. 4,3 - 5,3 - - - - 

Amado-Filho et al. 
(2008) 

(1) Chamelea gallina 
(2) Donax trunculus 

Mar Marmara, 
Turquia. 

(1) 29.7 - 295.6 
(2) 82,8 - 1190,1 - - - - Ozden et al. (2009) 
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Tabela 2. Concentrações de elementos traço presentes em tecidos moles de moluscos bivalves (médias ou faixa das médias, µg g-1 peso seco) 

em várias localidades 

Espécie(s) Local As Cd Cr Cu Fe Hg Mn Ref. 

Anomalocardia 
brasiliana 

Baía de Todos os 
Santos, Brasil. - 0,02 - - - - - Toledo et al. (1983) 

Crassostrea gigas 
Baía de Bougneuf, 

França. 
- 5,6 - 284 - - - Amiard e Berther 

(1996) 

(1)Crassostrea gigas 
(2)Mytilus 

smarrangdinus 
(3)Perna viridis 

Costa Hsiangshan, 
Taiwan. 

 

(1)10,8 
(2)2,21 
(3)3,42 

(1)1,21 
(2)0,39 
(3)1,76 

- 
(1)13,7 
(2)3,69 
(3)229 

- 
(1)0,056 
(2)0,210 
(3)0,270 

- Jeng et al. (2000) 

Mytilus 
galloprovincialis 

Baía Kastela, 
Croacia. - - - - - 0,5 - 2,0 - 

Odzack et al. 
(2000) 

Crassostrea 
rhizophorae 

Baía de Todos os 
Santos, Brasil. - 2,95 - 4,13 - 1150 - 

1984 - - - Wallner-Kersanach 
(2000) 

Crassostrea 
rhizophorae 

Potengi, Brasil. - 0,7 - 1,5 0,4 - 5,1 14 - 234 146 - 875 - 6 - 38 Silva et al. (2001) 

Perna perna 
Ilha de Santana, 

Brasil 
- 0,38 1,25 5,1 567 - 8,2 

Carvalho et al. 
(2001) 

Mytilus 
galloprovincialis 

Mar Tirreno, Itália. - 0,33 - 0,49 0,46 - 1,31 5,51 - 
11,50 - - - Conti e Cecchetti 

(2002) 

(1)Tagelus dombeii, 
(2)Semelle sólida 

Golfo de Ancud, 
Chile. - (1)5,8 

(2)4,2 - - - - - Bruhn et al. (2002) 

Vários bivalves Costa de Galícia, 
Espanha. - - - - - - 2,8 - 15,8 Yebra 

et al. (2003) 

Crassostrea 
Praia de Boa 

Viagem, Recife, 
Brasil 

- - - 15,2 300 1344 20,6 Cavalcanti  (2003) 
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(Continuação da Tabela 2) 

 
a – Não determinado 
b – Estações de concentrações mais elevadas de Hg total (CH3Hg+ + Hg (II)) 
c – Estação de maior concentração de As total (As III + As V + Ácido monometil Arsônico + Ácido dimetil Arsônico) 
d – Estação de maior concentração de As total (As III + As V + Ácido monometil Arsônico + Ácido dimetil Arsônico + Arsenobetaina) 
 

Espécie(s) Local As Cd Cr Cu Fe Hg Mn Ref. 

(1) Anomalocardia 
brasiliana 

(2) Mytella guyanensis 

Baía de 
Sepetiba, 

Brasil 
- - (1) 42,7 

(2) a 
(1) 27,6 
(2) 15,9 

(1) 381 
(2) 1478 

(1) 0,57 
(2) 0,42 

(1) 183 
(2) 82,0 

Coimbra (2003) 

Pletholophus swinhoei 
Norte do 
Vietnam 2,3 - 6,6 0,0011 - 0,16 0,041 - 

0,27 1,5 - 9,2 220 - 3200 - 280 - 3700 Wagner e 
Boman (2004) 

Perna perna 

Enseada da 
Armação de 
Itapocoroy, 

Brasil. 

- 1,22 - 1,68 0,94 -1,47 6,94 - 12,14 109,68 - 
220,74 

- - 
Belloto et al. 

(2005). 

Perna viridis 
Costa de Hong 

Kong 
10,3 - 16,0 0,18 -1,40 0,4-27 9,8 - 45 320 - 1278 0,05 - 0,34 26,6-93,8 Liu e Kueh 

(2005). 

(1)Chamelea gallina, 
(2)Donax trunculus, 

(3)Scrobicularia plana, 

Costa da 
Andaluzia, 
Espanha. 

- - - - - 
(1)0,03 b, 
(2)0,06 b, 
(3)0,05 b 

- 
Gómez-Ariza et 

al. (2005). 

Mytilus 
galloprovincialis 

Mar Adriático, 
Croácia. 4 - 30 - 1-29 3,7-11,1 53,4 - 719 - 2 - 13 Orescanin et 

al. (2006). 

(1) Anomalocardia 
brasiliana 

(2) Crassostrea 
rhizophorae 

(3) Mytella guyanensis 

Baía de Todos 
os Santos, 

Brasil. 
- 

(1)0,99 - 8,15 
(2)3,9 - 8,11 
(3)0,1 - 0,97 

- 
(1)8,9 - 24,6 
(2)31,8 -100 
(3)13,9 - 68,1 

- - - Gonçalves 
(2006). 

Crassostrea gigas 
Sudoeste de 

Taiwan 22,90 c - - - - - - 
Liu et al. 
(2006). 

Crassostrea 
rhizophorae 

Natal, Brasil. - 1,34 - 2,48 - 16,9-39,0 152 - 509 - 28,1 - 60,9 
Augusto et al. 

(2006). 

Meretrix lusoria 
Sudoeste de 

Taiwan 
1,31d - - - - - - 

Liu et al. 
(2007). 
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(Continuação da Tabela 2) 

 
d – Se total (peso úmido) 
e – Concentração em peso úmido 
f – Hg total (orgânicos + inorgânico) 
 

 

 

Espécie(s) Local As Cd Cr Cu Fe Hg Mn Ref. 

Perna Perna 
Baía de 

Guanabara, 
Brasil. 

0,16d - - - - - - Seixas et al. (2007). 

(1) Mytilus chilensis, 
(2) Perunytitus 

purpuratus 

Estreito de 
Magalhães, 

Chile. 
- (1) 0,168 e 

(2) 0,399 e - (1) 0,67e 

(2) 1,52 e 
(1) 63,1e 
(2) 89,5 e - (1) 2,85 e 

(2) 3,28 e 
España et al. 

(2007) 

Mytilus 
galloprovincialis 

Mar Negro, 
Turquia. 

- 0,6 - 6,2 1,2 - 7,2 60 - 362 660 - 4700 - 11 - 117 Cevik et al. (2007). 

Mytilus 
galloprovincialis 

Golfo de 
Tarento, Itália. 0,63 - 5,32 0,23 - 0,95 - 6,35 - 14,62 181 - 987 - - 

Cardellicchio et al. 
(2008) 

Crassostrea virginica 
Golfo do 
México - - - - - 0,417 f - Lewis e Chancy 

(2008) 

Crassostrea 
rhizophorae 

Baía de Todos 
os Santos, 

Brasil. 
- 2,71 - 8,29 4,5 - 5,9 276,1 - 

526,1 330 - 924 - 16,4 - 17,1 Amado-Filho 
et al. (2008) 

Mytilus edulis 
Mar Báltico, 

Polônia. 
- 0,009 -0,1 - 2,45 - 4,17 0,57 - 23,85 0,002 - 

0,008 
23,4 - 74,4 

Protasowicki et al. 
(2008) 

(1) Chamelea gallina 
(2) Donax trunculus 

Mar Marmara, 
Turquia. 

(1) 2,3 - 
3,5 

(2) 1,1 - 
5,1 

(1)0,2 - 0,4 
(2) 0,02 - 0,2 - (1)0,6 - 3,5 

(2) 1,4 - 2,7 

(1) 51,4 - 
163,7 

(2) 145,4 - 
525,7 

(1)0,05 - 0,3 
(2) 0,007 - 

0.2 

(1) 1,5 - 4,4 
(2) 4,2 -16,7 

Ozden et al. (2009) 

(1) Crassostrea 
rhizophorae 

(2) Anomalocardia 
brasiliana  

Rio Pacoti, 
Ceará, Brasil 

 
- - - 

(1) 7,3 - 9,6 
(2) 

(2) 3,9 - 14,8 
- - - Torres (2009) 
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Tabela 3. Concentrações de diversos elementos traço presentes em tecidos moles de moluscos bivalves (médias ou faixa das médias, µg g-1 

peso seco) em várias localidades 

 
Espécie(s) Local Ni Pb Se Sr Zn Outros Ref. 

Crassostrea gigas 
Baía de Bougneuf, 

França. - 3,6 - - 3924 - 
Amiard e 
Berther 
(1996) 

(1) Crassostrea gigas 
(2) Mytilus 

smarrangdinus 
(3) Perna viridis 

Costa Hsiangshan, 
Taiwan - 

(1) <LOD 
(2) 0,09 

(3) 0,446 
- - 

(1) 78,3 
(2) 47,7 
(3) 19,8 

- Jeng 
et al. (2000) 

Crassostrea 
rhizophorae 

Baía de Todos os 
Santos, Brasil. - 0,49 - 0,69 - - 2231 - 3781 - 

Wallner-
Kersanach 

 (2000) 

Perna perna 
Ilha de Santana, 

Brasil 
8,9 1,8 - - 83 - 

Carvalho et 
al. (2001) 

Crassostrea 
rhizophorae 

Potengi, Brasil. 0,4 - 3,2 0,6-7,8 - - 431 - 3949 
 

0,4 - 8,4 (Ag) 
 

Silva 
et al. (2001) 

Mytilus galloprovincialis Mar Tirreno, Itália. - 1,73-2,49 - - 123 - 178 - 
Conti e 

Cecchetti 
(2002) 

Crassostrea 
Praia de Boa 

Viagem, Recife, 
Brasil 

- - - - 1334 - Cavalacanti 
(2003) 

(1) Anomalocardia 
brasiliana 

(2) Mytella guyanensis 

Baía de Sepetiba, 
Brasil - - - - (1) 155 

(2) 89,8 - Coimbra 
(2003) 

Pletholophusswinhoei Norte do Vietnam 0,28 - 1,60 0,2-1,6 >LD - 0,89 11 - 62 77 - 240 <LD - 35 (Ti) 
 

Wagner e 
Boman 
(2004) 

Perna perna 
Enseada da 
Armação de 

Itapocoroy, Brasil. 

12,08 - 
16,44 - - - 125,33 - 

221,13 0,34 - 0,5 (Sn) Belloto 
et al. (2005) 

Perna viridis 
Costa de Hong 

Kong 1,7-16,5 2,1-16,0 - - 69,0 - 143,3 1,0-5,8(V) Liu e Kueh 
(2005) 
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(Continuação da Tabela 3) 
 

Espécie(s) Local Ni Pb Se Sr Zn Outros Ref. 

Mytilus galloprovincialis 
Mar Adriático, 

Croácia. 0,8-5 2-7 - - 59,1 - 273 - Orescanin 
et al. (2006) 

Crassostrea rhizophorae Natal, Brasil. 0,54 - 2,08 - - - 967 - 2028 - Augusto 
et al. (2006) 

(1) Anomalocardia 
brasiliana 

(2) Crassostrea 
rhizophorae 

(3) Mytella guyanensis 

Baía de Todos os 
Santos, Brasil. - 

(1) 0,14 - 2,07 
(2) 0,25 - 0,99 

(3) 0,477 - 3,75 
- - 

(1) 60,5 - 66,9 
(2) 1141 - 

1863 
(3) 49,9 - 78,5 

- Gonçalves 
(2006) 

(1) Mytilus chilensis, 
(2) Perunytitus 

purpuratus
 

Estreito de 
Magalhães, Chile. - - (1)0,095 a 

(2)0,141 a - (1)15,7 a, 
(2)18,4 a - España 

et al. (2007) 

Mytilus galloprovincialis 
Mar Negro, 

Turquia. 3,3-17,9 9,7 - 45,9 - 44 - 230 120 -1204 - Cevik 
et al. (2007) 

Crassostrea rhizophorae 
Baía de Todos os 

Santos, Brasil. 
531,8 - 
1990,9 4,5 - 6,6 - - 2099 - 4733 - Amado-Filho 

et al. (2008) 

Mytilus galloprovincialis 
Golfo de Tarento, 

Itália. - 1,31 - 3,35 - - 69 - 107 - Cardellicchio 
et al. (2008) 

Mytilus edulis 
Mar Báltico, 

Polônia. 1,8 - 2,18 0,011-0,432 - - 2,24 - 10,27 0,29 - 3,48 (Li) 
0,98 - 136 (V) 

Protasowicki 
et al. (2008) 

(1) Chamelea gallina 
(2) Donax trunculus 

Mar Marmara, 
Turquia. 

(1) 0,7 - 1,6 
(2) 1,1 - 7,5 

(1) 0,2 - 1,3 
(2) 0,3 - 1,3 - - (1) 7,6 - 12,9 

(2) 9,3 - 25,9 

(1) 0,6 - 3,6 
(2) 0,02 - 0,09 

(Sn) 
(1)0,14 - 0,9 

(2) 0,4 - 1,1 (Co) 

Ozden et al. 
(2009) 

(1) Crassostrea 
rhizophorae 

(2) Anomalocardia 
brasiliana  

Rio Pacoti, Brasil 
 

- (1) 1,6 - 2,86 
(2) 3,2 - 12,7 

- - - - Torres 
(2009) 

 
a – Concentração com base em peso úmido
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3.2 Procedimentos de preparo das amostras 

Uma das primeiras etapas para iniciar a análise química consiste em submeter 

amostra a um tratamento adequado, visando o progresso na seqüência analítica, que 

consiste na definição do problema, escolha do método analítico, amostragem, preparo da 

amostra, medida, avaliação e ação. O preparo das amostras é uma das etapas mais 

crítica da análise química. Essa etapa pode governar a precisão e exatidão dos resultados 

obtidos, o tempo total e os esforços envolvidos na análise (Krug, 2002). Além disso, nesta 

etapa existe a possibiliadde de cometer mais erros e ela pode apresentar maior custo na 

análise (Arruda e Santelli, 1997; Kubrakova, 1997).  

Muitos procedimentos de preparo das amostras podem estar sujeitos à 

contaminação ou perda de um ou mais analitos da amostra. Isso ocorrer devido os 

materiais usados nas etapas de preparo, composição ou propriedades físico-químicas dos 

frascos da própria amostra ou o reagente químico empregado (IUPAC, 1997; Hoenig e 

Kersabiec, 1996). Adicionalmente, a grande maioria das técnicas espectrométricas 

utilizadas para determinação elementar requer que amostra seja introduzida na fonte de 

excitação na forma de solução, frequentemente solução aquosa (Skoog, 2009). Dessa 

forma, o preparo de amostras tem se tornado um campo crescente de estudo. 

Usualmente a transferência do analito para a fase líquida pode ser realizada por 

dissolução ou lixiviação da amostra. Existem diversas maneiras de dissolver um sólido 

dos qual a suspensão em um solvente com agitação é a mais simples (Priego-Capote e 

Castro, 2007).  A IUPAC define a digestão ácida como um processo químico que permite 

solubilizar um material, com o auxílio do aquecimento e na presença de reagentes 

químicos com ou sem auxílio da pressão (IUPAC, 1997).   

A digestão com um ácido adequado ou uma combinação de ácidos pode não só 

ser útil para dissolver o material como também para remover os constituintes por 

volatilização seletiva. Os materiais orgânicos podem ser decompostos usando oxidantes 

como o ácido nítrico, sulfúrico ou perclórico (IUPAC, 1997). Não obstante, tais 

procedimentos geralmente levam muitas horas e utilizam reagentes concentrados, que 

produzem fumos ácidos tóxicos. Além disso, o consumo de reagentes e os volumes de 

resíduos gerados são grandes (Bermejo-Barrera et al., 2000, 2001; Manutsewee et al., 

2007). A redução do tempo necessário para digestão veio com a utilização dos frascos 

fechados de aço inox, conhecidos como “bombas de digestão ácida” ou somente 

“bombas”. Esse sistema consiste de um recipiente de PTFE, contido em um cilindro de 
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aço. As bombas possibilitam uma digestão mais vigorosa para materiais que são difíceis 

de dissolver a pressão atmosférica. Contudo, o sistema tem desvantagens relativas à 

segurança e ao tempo gasto para o conteúdo dos frascos ser resfriado e a pressão 

interna ser reduzida a um nível seguro antes de sua abertura (Burguera e Burguera, 

1998).  Essas dificuldades parecem ter impulsionado o desenvolvimento de novas 

tecnologias de digestão de amostras.  

O emprego da radiação microondas em digestões ácidas se tornou popular a partir 

dos anos 80. As microondas são radiações eletromagnéticas não ionizantes que provoca 

movimento das espécies em solução pela migração de íons e/ou rotações de dipolo, 

causadas pelo elevado número de vezes em que o campo eletromagnético se alterna. 

Como resultado desse mecanismo de stress induzido, produzido pela interação entre as 

microondas e as moléculas do material (ácidos minerais, solventes orgânicos, reagentes, 

misturas aquosas), é produzido o aquecimento, acelerando reações químicas (Arruda e 

Santelli, 1997, Krug 2000).  

A grande quantidade de tempo que os procedimentos de digestão ácida 

convencional exigiam, foi encurtada (Bermejo-Barrera et al., 2001). Além disso, os 

sistemas de microondas são aplicáveis a amostras de diferentes naturezas, são simples, 

relativamente seguros para o uso e fornecem uma diminuição nos valores de branco, 

reduzindo o risco de contaminação e perdas do(s) analito(s) por volatilização. Entretanto, 

esse procedimento é sensível a vários fatores, como a massa da amostra, tipo de ácido, 

proporções dos reagentes, temperatura, pressão e tempo de aquecimento (Nano et al., 

2009). Os sistemas de digestão ácida assistida por microondas são os sistemas com 

cavidade (forno de microondas) e os sistemas com radiação focalizada (Krug,  2000). 

A lixiviação é um princípio específico da extração sólido-líquido pela solubilização 

dos analitos em fase aquosa. A porção extraída pode corresponder ao analito presente ou 

ligada em uma forma particular (IUPAC, 1997).  A extração é desejável sempre que 

possível, uma vez que fornece um líquido menos complexo e a possibilidade de evitar 

interferências, ou seja, é mais seletiva que a digestão, porque mantém a maior parte dos 

interferentes da matriz no sólido (Priego-Capote e Castro, 2007). 

Recentemente vários procedimentos rápidos, seguros e eficientes têm sido 

propostos para determinação das concentrações dos metais, em níveis traço, em 

amostras biológicas ou de alimentos. Por isso, várias aplicações de digestões e extrações 

ácidas ambas assistidas por radiação microondas ou ultrassom podem ser encontradas 

na literatura.   
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Alguns estudos tratam especificamente da avaliação ou desenvolvimento de 

preparo de amostras de mariscos. Por exemplo, Deaker e Maher (1997) desenvolveram 

um método para determinação de cinco espécies de selênio (Selenito, Selenato, 

Selenometionina, Selenocistina, Selenocistamina) em tecidos biológicos marinhos, 

empregando digestão ácida assistida por microondas como pré-tratamento de amostra e 

GFAAS como técnica de determinação. As condições otimizadas de tempo e potência do 

programa de digestão (600 W, 2 min; 0 W, 2 min; 450 W, 45 min) para digestão de 

massas de amostra entre 0,025 a 0,1 g (peso seco) permitiram recuperações completas 

das espécies adicionadas aos materiais certificados de referência estudados.  

Lavilla et al. (2007) propuseram um procedimento de digestão ácida assistida por 

microondas para determinação de selênio em peixes e moluscos por HG AAS. O método 

foi estudado em etapas: (I) sem H2O2 e sem aquecimento (II) sem H2O2 e com 

aquecimento, (III) com aquecimento e sem H2O2 (IV) com H2O2 e sem aquecimento (V) 

com uso de energia ultravioleta. Nas quatro primeiras etapas foi feita uma pré-redução 

térmica de Se (VI) a Se (IV) com uso de HCl 6M e aquecimento em 90ºC. No quinto 

sistema de tratamento, eles testaram a irradiação do ultravioleta que reduziu o Se (VI) em 

Se (IV) que possibilitou a eliminação da matéria orgânica. Eles verificaram que esse 

último sistema de digestão trouxe benefícios em relação aos outros testados. 

Yang e Swami (2007) desenvolveram um procedimento assistido por radiação 

microondas com cavidade para determinação de um grande número de elementos em 

organismos marinhos, usando CVAAS e ICP-MS. Neste trabalho o procedimento de 

digestão foi realizado em duas etapas: Primeiramente as amostras foram aquecidas à 

temperatura 110ºC durante 20 min em uma potência de 600W, seguida de um 

aquecimento de 110ºC por 5 min. Logo depois as amostras foram removidas do forno e 

foram resfriadas em um congelador a -20ºC por 1 hora. A etapa seguinte teve um 

aquecimento de 200ºC por 10 min e aplicação de uma potencia de 1200 W, seguido de 

um aquecimento de 200º por 10 min. Posteriormente, as amostras foram novamente 

resfriadas em um congelador à -20ºC durante 1h. O estudo utilizou a mistura HNO3, H2O2 

e HF para a digestão de 0,15 g de amostra liofilizada.  Os resultados mostraram que a 

presença de HF contribuiu para um aumento das recuperações de Al, Cu e Zn e uma 

diminuição das recuperações de Ca. Os resultados obtidos com a análise do material 

certificado de tecido de ostra NIST 1566b mostram que as recuperações foram completas 

(90 a 110%) com valores de RSD que variavam entre 1 a 23%. 

Reis et al. (2008) desenvolveram um método analítico que incluía o uso do 



 

27 

procedimento de um forno de microondas doméstico com bombas Parr para digestão 

ácida de amostras de frutos do mar, visando à determinação de Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, V e Zn 

por GFAAS e CVAAS. O procedimento otimizado realizava a digestão em ácido HNO3 e 

H2O2 em apenas duas etapas (potência 340W; tempo 4 min), que segundo os autores, 

prevenia a perda dos analitos por volatilização. Os resultados demonstraram que as 

maiorias dos valores de concentrações obtidas estavam concordantes com os valores 

certificados, no nível de confiança de 95%. Eles observaram que o procedimento não era 

adequado para análise de Cd e Hg, pois foram obtidos valores mais altos do que os 

certificados. Os autores justificaram afirmando que a concentração muito baixa de Hg 

estava próxima do limite de detecção e que o valor de Cd obtido foi influenciado pela 

manipulação da amostra, devido a diluições realizadas. 

Costa et al. (2009) avaliaram as perdas de As, Cd, Pb, Se e Zn por volatilização 

em amostras de moluscos bivalves usando os sistemas de microondas com radiação 

focalizada e com cavidade empregando o ICP OES como detecção. Os resultados 

sugeriram que o sistema de microondas com cavidade é o procedimento mais adequado 

para determinação desses elementos, já que o sistema com radiação focalizada 

apresentou perdas por volatilização dos elementos estudados (perdas acima de 12%), 

principalmente para o Pb. Os resultados da validação dos sistemas de digestão 

empregando o tecido de ostra (NIST 1566b) mostraram valores de concentração 

concordantes com os valores certificados, no nível de confiança de 95%.   

Nano et al. (2009) desenvolveram um procedimento de digestão por bloco digestor 

para determinação de Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, V e Zn em tecidos de ostra, 

por ICP OES. Eles avaliaram a proporção da mistura dos oxidantes HNO3 e H2O2 

juntamente com o ácido HCl, através do planejamento estatístico de misturas simplex 

centróide. Os resultados mostraram que As, Co e V apresentaram boas recuperações nas 

proporções otimizadas das soluções comerciais dos reagentes estudados (21,4% de HCl; 

30,8% de HNO3; 47.8% de H2O2). Adicionalmente, as recuperações de Al e Ba foram 

independentes das proporções da mistura obtidas. As recuperações dos elementos com o 

procedimento de digestão otimizado no tecido de ostra (NIST 1566b) tiveram resultados 

entre 84 a 110% no nível de confiança de 95%. 

Ashoka et al. (2009) compararam seis procedimentos de digestão ácida para 

determinação de 40 elementos em tecidos de organismos marinhos empregando ICP-MS 

com sistema de colisão octopolo. Os procedimentos de digestão foram comparados de 

acordo com os reagentes usados e mecanismos de aquecimento. Esses procedimentos 
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estudados pelos autores incluíram: digestão com HNO3 e HCl em banho-maria a 85ºC; 

digestão com HNO3 e H2O2 em banho-maria à 85ºC; digestão em microondas doméstico 

com HNO3 e H2O2; digestão em microondas com cavidade com HNO3 e H2O2; calcinação 

seguida de tratamento com ácido HNO3; digestão com HF. Os resultados não indicaram 

um procedimento ideal para a determinação dos elementos com ICP-MS, contudo, o 

procedimento com microondas doméstico forneceu valores de concentração mais 

próximos dos valores certificados de referência. Apesar disso, esse procedimento 

ofereceu uma melhor precisão do que exatidão para alguns elementos, como Cr e Ni. Os 

autores recomendam usá-lo para obter perfis de elementos traços ao invés de estabelecer 

as concentrações totais. 

Dentre os procedimentos de preparo de amostras recentemente desenvolvidos a 

lixiviação ácida que usa a energia do ultrassom tem se destacado, pois ela tem 

apresentado um potencial para acelerar e simplificar a análise química com mínima 

contaminação, o baixo consumo de reagentes e geração mínima de resíduos (Kazi et al., 

2009). Estes procedimentos baseiam-se no uso de ácidos diluídos, tendo como princípio a 

quebra das ligações químicas entre os elementos traço e os constituintes da matriz da 

amostra com o auxílio da radiação ultrassom (Moreno-Cid et al., 2002). A sonicação induz 

a cavitação acústica causando um aumento no transporte de analito das partículas sólidas 

para a fase líquida. O fenômeno da cavitação envolve a geração, o crescimento, 

oscilações e o colapso de bolhas transientes, denominadas de bolhas de cavitação. Como 

resultado da implosão dessas bolhas, libera-se energia que favorece a extração das 

espécies químicas em amostras sólidas, pela melhora da solubilidade do(s) analito(s) e 

difusividade do solvente no interior das partículas sólidas (Calle et al., 2009; Neves et al., 

2009). Além disso, o fenômeno da cavitação acústica permite a geração de radicais 

hidroxilas e peróxido de hidrogênio no meio e a fragmentação das partículas sólidas. A 

primeira condição ajuda na oxidação da matriz orgânica, e a segunda aumenta a área 

superficial da amostra (Bermejo-Barrera et al., 2000).   

 Diversas publicações científicas tratam da avaliação ou desenvolvimento da 

extração. Bermejo-Barrera et al. (2000) buscaram avaliar os parâmetros qualitativos como 

segurança, tempo e economia da extração ácida assistida por ultrassom e outros 

procedimentos de preparo de amostras. A determinação das concentrações de Cu, Fe, 

Mg, Zn, As, Cd, Cr, Mn, Ni, Pb e Se foi feita empregando GFAAS ou FAAS. Foi observado 

pelos autores que os procedimentos de preparo das amostras, extração ácida assistida 

por microondas e ultrassom, juntamente com a técnica de amostragem de suspensão, 



 

29 

demandam um tempo menor do que a digestão ácida assistida por radiação microondas e 

hidrólise enzimática. Não foram constatadas extrações quantitativas utilizando a hidrólise 

enzimática para maioria dos elementos. Eles concluíram que as extrações ácidas 

ofereceram simplicidade e baixo custo. 

Um outro estudo semelhante foi conduzido por Bermejo-Barrera et al. (2001). Eles 

propuseram a extração ácida auxiliada por um banho de ultrassom, para determinação de 

As, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Pb, Se e Zn em amostras de mariscos 

empregando Espectrometria de Absorção Atômica (FAAS, GFAAS e CVAAS). O 

planejamento experimental Plackett–Burman realizado pelos autores forneceu as 

seguintes condições otimizadas da extração ácida: tempo de 20 min de extração, 

tamanho de partícula de 300 µm; massa de amostra de 0,2 g; volume da mistura ácida 

(HCl e HNO3) de 6 ml. As concentrações otimizadas dos ácidos foram obtidas para cada 

elemento. Foram encontradas recuperações quantitativas (>90%) para todos os 

elementos analisados nos materiais de referência certificados (tecidos de peixe DORM-1, 

DOLT-1 e TORT-1) da National Research Council of Canada (NRCC). . Os valores do 

RSD ficaram entre 0,8 a 9,0%. 

Méndez et al. (2002) desenvolveram uma metodologia para determinação de Se 

em mariscos empregando GFAAS e fazendo o uso da extração ácida assistida por 

ultrassom como tratamento de amostra. A extração foi realizada utilizando uma sonda por 

3 min em uma amplitude de 50%. Uma massa de 20 mg de amostra foi suspensa em 1,5 

µL em 0,5% v/v de HNO3 para análise.  O método proposto possibilitou a omissão da fase 

de pirólise. Adicionalmente o procedimento permitiu um rápido tratamento de amostra 

com uma redução do tempo de análise e uso de padrões aquosos. Foi possível a 

obtenção de recuperações quantitativas (>90%) do Se nas amostras e MRC.  

Capelo et al. (2005) desenvolveram um método de extração ácida assistida por 

ultrassom para determinação de metais em amostras ambientais e biológicas por GFAAS. 

Foram estudadas diferentes variáveis nesse trabalho, como o mecanismo de ultrassom 

(sonda e banho), tamanho de partícula, concentração dos ácidos, tempo, amplitude de 

sonicação, massa de amostra e tipo de matriz. Esses autores ressaltam que os 

parâmetros do ultrassom tais como: potência, freqüência, temperatura, a geometria, o 

tamanho e a espessura dos recipientes sempre devem ser levados em conta. Quando é 

usado o banho de ultrassom deve se especificar o volume de água e posição da amostra, 

opção de termostato, tempo e amplitude de sonicação. Os autores afirmam que com o 

uso do ultrassom com sonda obtiveram melhores resultados que o banho, além de 
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consumir menos tempo. 

Manutsewee et al. (2007) propuseram um método analítico que emprega a 

extração ácida assistida por ultrassom como procedimento de preparo de amostras e o 

ICP OES como técnica de determinação dos metais Cd, Cu e Zn em amostras de 

mariscos. Nesse método desenvolvido os autores usaram 6 ml de uma mistura ácida 

ternária 1:1:1 HNO3 (4M): HCl (4M): H2O2 (0,5M), 500mg de massa de amostra seca e 

uma sonicação de 30 min em um banho de ultrassom operando em uma temperatura de 

56º C. O método proporcionou extrações dos metais no MRC DORM-2 (tecido muscular 

de peixe) na faixa de 80 a 87,2%. 

As aplicações analíticas com o procedimento de extração ácida até então 

envolveram dois sistemas de utrassom: sonicação com sonda e banho. Contudo, a 

sonicação com um reator “cup-horn” surgiu como um procedimento alternativo para 

lixiviação de amostras biológicas e ambientais.  

Calle et al. (2009) descreveram o sistema como: I) sem o risco de contaminação 

que a sonicação com sonda oferece; II) sem restrição de uso de solventes que ambos os 

sistemas têm, isto é, ácidos concentrados ou não; iii) potência de sonicação maior do que 

a do banho, resultando em rápidas extrações em misturas de ácidos diluídos; IV) Todas 

as amostras são igualmente sonicadas. Os resultados obtidos da determinação por FAAS 

e GFAAS mostraram uma eficiente extração de Cd, Pb, Mn e Ni em tecidos de animas, 

plantas, algas e sedimentos com valores de recuperações quantitativas (acima de 90%) 

para maioria dos elementos nos materiais certificados de referência avaliados. 

A radiação ultrassom tem sido aplicada também para o tratamento de amostras 

por hidrólise enzimática. Esse tratamento é denominado sonicação com sonda na 

presença de enzimas (EPS). Ele consiste na hidrólise de certas proteínas ou lipídios da 

amostra usando enzima (hidrólise enzimática). As enzimas catalisam a reação 

introduzindo água em ligações específicas do substrato causando a ruptura das 

macromoléculas orgânicas. Depois da quebra das moléculas grandes, uma fração 

variável de metal fica livre em solução e pode ser medida depois de uma etapa de 

centrifugação (Bermejo-Barrera et al., 2004). O procedimento oferece certas vantagens 

como prevenção da perda do elemento por volatilização e a grande seletividade, porque 

as enzimas agem somente em certas ligações químicas e podem distinguir entre frações 

de metais ligados em diferentes componentes da matriz da amostra. As condições 

moderadas de temperatura e pH do procedimento favorecem a análise de especiação 

(Maduro et al., 2006). 
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No trabalho de Krishna e Arunachalam (2004) a capacidade da sonicação com 

sonda para extração multi-elementar em amostras biológicas, incluindo moluscos, com o 

uso de HNO3 e HCl, foi avaliada. Os elementos estudados incluíam Na, K, Ca, Mg, Cr, 

Mn, Co, Ni, Cu, Zn, Ge, As, Se, Rb, Sr, Zr, Ag, Cd, In, Sb, Cs, Ba, Pb e Bi. Os diversos 

parâmetros do ultrassom, tais como, composição da mistura ácida, amplitude de 

sonicação e tempo, foram avaliados. Eles obtiveram recuperações quantitativas (>90%) 

para maioria dos elementos utilizando material certificado e tempo de extração de 14 min 

(4 min para sonicação e 10 min para centrifugação). O método analítico empregando o 

ICP-MS e ICP OES permitiu uma alta freqüência analítica de 30-35 amostras por 8h de 

trabalho em comparação a digestão ácida assistida por microondas que era realizada em 

4 min com uma etapa de resfriamento de 90-120. 

Maduro et al. (2006) estudaram a amostragem em suspensão, extração ácida 

assistida por ultrassom e sonicação com sonda na presença de enzimas. Os metais 

estudados Cd e Pb foram determinados por ET AAS em amostras de referência de 

material biológico. Os melhores resultados foram obtidos com o procedimento de 

suspensão. Obtiveram-se boas extrações de Cd e Pb para as amostras com uso da 

extração ácida assistida por ultrassom. Com uso da EPS foram obtidas extrações 

quantitativas apenas para Cd em tecido de ostras, enquanto que para chumbo foi 

necessária uma etapa adicional de centrifugação.  

Vale et al. (2007) apresentaram um trabalho descrevendo uma aplicação para 

sonicação com sonda na presença de enzimas para determinação de selênio total por 

GFAAS em materiais biológicos. Foram realizados ensaios de atividade e eficiência de 

extração com as enzimas protease XIV, subtilisina e tripsina. Adicionalmente, foi feito um 

estudo dos modificadores químicos Ni(NO3)2 e Pd(NO3)2 em conjunto com H2O2. Os 

resultados demonstraram que o uso do peróxido aumentou o tempo de vida útil do tubo 

de grafite em 66% evitando a formação de resíduos de carbono. Esses autores 

verificaram também que a Protease XIV fornecia melhores extrações de selênio e que 

poderia ser usada para o preparo de amostras biológicas por EPS, porém eles 

observaram que o melhor uso dessa enzima foi quando ela ainda estava fresca. 

A extração ácida também tem sido desenvolvida com o auxílio das microondas. 

Trabalhos como o de Bermejo-Barrera et al. (2000) tem surgido empregando esse tipo de 

procedimento de preparo de amostras de invertebrados marinhos para determinação de 

As, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Pb, e Zn por FAAS, GFAAS e CVAAS. Nesse estudo 

foi realizado um planejamento experimental Plackett-Burman e otimização por 
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planejamento composto central que indicaram respectivamente as variáveis mais 

significantes e concentrações ideais de HNO3, HCl, H2O2 com os melhores tempos de 

exposição da energia das microondas para extração. As concentrações dos ácidos nítrico 

e clorídrico nas faixas de 4,1 - 5,3 e 2,8 - 3,8, respectivamente, com 5,0 mol L-1 de H2O2 e 

tempos de exposição na faixa de 1,2 - 2,2 min proporcionaram recuperações quantitativas 

para maioria dos elementos. 

Seco-Gesto et al. (2007) desenvolveram um procedimento de extração acida 

assistida por radiação microondas para determinação de Al, Ba, Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Pb, 

Sn, V e Zn em invertebrados marinhos empregando ICP OES. As variáveis mais 

importantes e suas condições otimizadas foram obtidas através dos planejamentos 

experimentais Plackett-Burman e composto central. Os autores validaram o método com 

as seguintes condições experimentais: 3 min de exposição das microondas, potência de 

600W do forno de microondas, temperatura de 65ºC, 2,5 mol L-1 de HNO3, 3,0 mol L-1 e 

0,5% (m/v) de H2O2. Os autores ressaltaram que essas condições são menores que 

aquelas requeridas por um sistema convencional de digestão ácida com auxílio das 

microondas. Foram obtidas recuperações dos metais no MRC acima de 90% com essas 

condições experimentais. 

Uma outra opção de tratamento de amostras de mariscos que tem sido empregada 

é a amostragem em suspensão. A introdução da suspensão combina vantagens da 

amostragem de líquidos e sólidos, além de evitar problemas associados à amostragem 

direta de sólidos, tais como: interferências espectrais (espalhamento de radiação pelas 

partículas sólidas da matriz); o estabelecimento de uma curva analítica com padrões 

sólidos; problemas referentes à pesagem (Magalhães, 1998). 

Nesse procedimento não há riscos de contaminação ou perda do analito durante o 

tratamento e há possibilidade da mudança da concentração da suspensão por diluição, 

em uma limitada extensão. Além disso, a curva analítica pode ser obtida, em muitos 

casos, com emprego de soluções-padrão aquosas do analito. (Bermejo-Barrera et al., 

2001; Mendes et al., 2002). Por outro lado, a amostragem em suspensão, não está livre 

de problemas. As figuras de mérito, precisão e exatidão, por exemplo, dependem da 

homogeneidade da distribuição dos sólidos na suspensão, bem como do tempo de sua 

estabilização (Tokman, 2007). 

Bermejo-Barrera et al. (2000) desenvolveram um procedimento de amostragem 

em suspensão para determinação de Cd em mexilhões, atum e outros mariscos por GF 

AAS. Os reagentes: modificador químico (NH4)2HPO4 e agente dispersante Triton X-100 
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foram otimizados com os valores respectivamente de 50 mg L-1 e do 0,2% v/v na mistura 

aquosa. Os autores verificaram que houve apenas o efeito de matriz nas amostras de 

mexilhões, através da comparação das curvas aquosas e com adição de analito. Este 

efeito foi atribuído à presença do colesterol que é maior nessas amostras. Para os outros 

tipos de amostra a calibração por soluções aquosas mostrou-se adequada. O método 

proposto possibilitou resultados precisos e exatos na determinação de Cd, confirmados 

pela concordância dos valores obtidos do referido método com material de referência 

certificado. 

Silva et al. (2008) propuseram um procedimento de amostragem em suspensão 

combinada com moagem criogênica, para determinação de Cu, Mn e Fe em amostras de 

moluscos bivalves. As condições otimizadas do procedimento (80 mg de massa de 

amostra moída; diluição usando 1,0 mol L-1da mistura HCl e HNO3; sonicação de 30 min 

;10 ml de volume da suspensão) permitiram que o procedimento realizasse uma 

determinação rápida e com baixo risco de contaminação. Além disso, eles conseguiram 

obter valores de concentrações mais precisos, devido à moagem criogênica, que 

homogeniza melhor as amostras com sua redução eficiente de tamanho de partícula. Os 

valores de RSD variaram entre 2,9 a 3,8%. Já os resultados do teste de recuperação, 

aplicado para avaliar a exatidão do método, mostraram-se concordantes com o material 

certificado de referência analisado (tecido de ostra, NIST 1566b), no nível de confiança de 

95%. 

Alguns tipos de preparo de amostras promissores surgiram recentemente, como o 

trabalho de Mesko et al. (2006) que estudaram um procedimento de digestão de materiais 

biológicos baseado na combustão da amostra assistida por microondas. Neste 

procedimento a combustão da amostras orgânicas em tubos de quartzos pressurizados 

com oxigênio, tem ignição realizada pela radiação microondas, que completa a 

combustão/digestão em segundos. Eles observaram que houve uma diminuição nos 

interferentes e resíduos gerados. Além do mais, verificaram que o procedimento proposto 

pode ser aplicado mesmo em altas quantidades de massa (500 mg) e para vários tipos de 

amostras.  

Priego-Capote e Castro (2007) fizeram uma extensa revisão do emprego da 

digestão ácida assistida por ultrassom em amostras biológicas. Segundo os autores, o 

campo de aplicação desse procedimento é pequeno em comparação aos procedimentos 

convencionais de digestão ácida, devido ao conhecimento escasso dos químicos 

analíticos sobre as vantagens que a energia do ultrassom fornece na digestão ácida. 



 

34 

Segundo eles, a energia do ultrassom aumenta lentamente a temperatura em um valor de 

equilíbrio. Essa característica faz o procedimento ideal para tratamentos onde a 

temperatura é um fator chave, tais como uma digestão enzimática, que tem um aumento 

na seletividade e não tem a atividade da enzima perdida com o ultrassom. Eles 

concluíram que o procedimento pode ser empergado em análises bioquímicas. 

Kazi et al. (2009) estudaram a digestão ácida com auxílio de ultrassom para 

determinação dos metais Cd, Cr, Ni e Pb em amostras ambientais e biológicas, 

empregando GFAAS. Eles desenvolveram o procedimento investigando os parâmetros: 

tempo de pré-sonicação; tempo de sonicação; temperatura do banho de ultrassom; 

diferentes misturas de ácidos. O procedimento otimizado permitiu a redução do tempo em 

comparação à digestão ácida em placa de aquecimento, aumentar a vida-útil do tubo de 

grafite, baixar o custo da análise e obter freqüência analítica de 12-60 amostras por hora. 

Eles obtiveram recuperações nas faixas de 96,2 a 102% e 96,3 a 98,6% para amostras 

ambientais e biológicas, respectivamente, e valores de RSD entre 3,5 a 8,2%.  

 

3.3 Técnicas instrumentais de análise 

 

Várias técnicas analíticas têm sido desenvolvidas nas últimas décadas para 

determinações de metais, seus compostos organometálicos e outros elementos químicos 

em frutos do mar. Muitos trabalhos citados até o momento e alguns que serão enfatizados 

a partir desse tópico utilizaram técnicas espectrométricas atômicas ópticas ou de massas, 

tais como FAAS, GFAAS, CVAAS, HGAAS e por último a ICP OES. A Espectrometria de 

Absorção Molecular e PIXE (Espectrometria de emissão de raios-X induzida por 

partículas) também são relatadas na determinação de metais em invertebrados marinhos. 

Além dessas técnicas espectrométricas para análise elementar ou multi-elementar, 

a literatura apresenta o uso de técnicas de separação cromatográficas como HPLC 

(Cromatografia Líquida de Alta Eficiência), CG (Cromatografia Gasosa) e IC 

(Cromatografia de Íons); técnicas eletroanalíticas, como a DPASV (Voltametria de 

Redissolução Anódica com Pulso Diferencial) e DPCSV (Voltametria de Redissoulção 

Catódica com Pulso diferencial). Por fim, métodos radioquímicos como a NAA (Análise 

por Ativação por Nêutrons) também têm sido usados para estudos elementares em 

amostras de invertebrados marinhos. 
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3.3.1 Técnicas Hifenadas 

 

 As metodologias analíticas que propõem o estudo da especiação de elementos 

traços necessitam de uma técnica que seja seletiva (capaz de discriminar entre diferentes 

espécies de certo elemento) e sensível, já que as espécies de interesse normalmente 

representam apenas uma pequena fração da concentração total do elemento (geralmente 

abaixo de 1,0 µg g-1) (Szpunar, 2000). Segundo recomendação da IUPAC, o termo 

especiação é definido como a distribuição de espécies químicas de um elemento em um 

sistema, enquanto que a análise de especiação denota a medida da quantidade de uma 

ou mais espécies químicas em uma amostra (IUPAC, 1997). As análises de especiação 

de elementos traços são amplamente utilizadas em estudos ambientais para a 

investigação da toxicidade potencial de um elemento particular em um determinado 

ecossistema. 

As técnicas de espectrometria atômica sozinhas não são adequadas para a 

determinação das diferentes espécies metálicas, uma vez que o pequeno tempo de 

residência no caminho ótico e a elevada temperatura dos atomizadores podem criar 

problemas para diferenciar as diferentes formas químicas do analito (Das et al., 1995). 

Analogamente, as técnicas cromatográficas HPLC com detector UV, e CG com detector 

por ionização em chama (FID) ou com detectores por captura de elétrons (ECD) são 

insuficientes para análise de especiação em termos de especificidade e sensibilidade 

(Szpunar e Lobinsk, 2003). O termo técnicas hifenadas refere-se à combinação em linha 

de uma técnica de separação cromatográfica ou eletroforética com um detector de alta 

sensibilidade e especificidade (normalmente um espectrômetro de absorção, emissão 

atômica ou espectrômetro de massas) (Szpunar e Lobinsk, 2003). Estas técnicas 

permitem separar e quantificar as espécies químicas simultaneamente, produzindo 

resultados analíticos superiores aos obtidos pelas técnicas individuais (Skoog et al., 

2009). Embora essas técnicas sejam indubitavelmente promissoras para a análise de 

especiação, poucos laboratórios as empregam para as determinações elementares, 

devido ao alto custo de aquisição e manutenção dos instrumentos (Capelo et al., 2005). 

Dentre as técnicas hifenadas utilizadas em metodologias analíticas para 

determinação elementar em amostras de invertebrados marinhos se destacam, entre 

outras, a técnica ICP-MS, HG-ICP OES (Espectrometria de Emissão Óptica com Plasma 

Indutivamente Acoplado com Geração de Hidretos em modo contínuo), HPLC-HG-AAS 

(Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada à Espectrometria de Absorção Atômica 
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com Geração de Hidreto). Adicionalmente a hifenação pode ser realizada com sistemas 

de análise em fluxo (FI). A Injeção em fluxo é uma técnica de introdução de amostras 

automatizada que demonstra benefícios como alta freqüência analítica com baixo 

consumo de amostra, redução de problemas de contaminação, e melhora nas figuras 

analíticas de mérito. Outra característica importante dessa técnica é realizar 

manipulações de amostras em linha como pré-concentração, separação de matriz, 

adições padrões e diluições (Harrington et al., 1999). 

 

3.3.2 Resumo das técnicas empregadas para determinação elementar em 

mariscos 

Uma compilação das técnicas instrumentais será apresentada. Foram escolhidos 

trabalhos a partir do ano de 1996, devido ao grande número de estudos relatados deste 

ano até 2009. Os estudos serão descritos com base na avaliação das nas suas figuras de 

mérito, suas inovações e resultados (Tabela 4). Parte dos autores desses estudos buscou 

a otimização operacional das técnicas e outros propuseram novas metodologias para a 

determinação dos elementos. As aplicações dos trabalhos que serão citados foram 

restritas as análises de amostras de frutos do mar (moluscos bivalves ou peixes).
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Tabela 4. Trabalhos que visaram o desenvolvimento de técnicas instrumentais para determinação elementar em mariscos 
 

Técnica(s) Analito(s) Justificativa Amostra/ Espécie/ MRC Características/ Inovações/ 
Resultados 

Limite(s) de 
Detecção RSDs (%) Ref. 

HG-ICP OES As e Se 

Diminuir a 
quantidade de 

gases gerados da 
geração de 
hidreto sem 

extinguir o plasma 

Águas de rios, tecido de 
ostra 

(NIST 1566b) 

Usa uma bobina de mistura e 
um separador gás-líquido que 
é selado por uma válvula de 

pressão eletromagnética 

0,3 ng ml-1 
(As), 0,6 ng 

ml (Se) 
- 

Narasaki 
e Cao 
(1996) 

NAA, 
HG AAS 

 
Espécies de As 

Estudo de 
especiação de 
compostos de 
arsênio para 

análise ambiental 

 
Moluscos, 

(Mytilus edulis e Mytilus 
galloprovincialis), 
tecido de ostra 
(NIST 1566b) 

As técnicas mostraram boa 
seletividade e sensibilidade, 

porém não quantificou o 
metilarsonico. 

- - 
Slejkovec 

et al. 
(1996) 

HPLC-HG-AAS 

 
Metilarsonico 

(MMA) 
Dimetilarsonico 

(DMA) 

Desenvolver um 
método para 
determinar 

compostos de As 
em mariscos 

 
Mariscos, 

tecido muscular de peixe 
(NRCC DORM -1) 

Boa seletividade e baixo custo 

791 ng g-1 
(DMA), 

54 ng g-1 
(MMA) 

3,0 
(MMA), 

2,0 (DMA) 

Vélez 
 et al. 
(1996) 

HPLC - MO -
HG-AAS Arsenobetaina 

Desenvolver o 
sistema acoplado 

às microondas 

Mariscos, tecido muscular 
de peixe 

(NRCC DORM -1) 

 
A técnica com a oxidação por 

microondas (MO), teve 
melhores recuperações que 
outros métodos relatados na 

literatura. 

2,72 ng g-1 4,0 
Vélez  
et al. 

(1997) 

ICP-MS Lantanídeos 
Estudos 

farmacocinéticos e 
biodistribuição 

 
Amostras biológicas, 

tecido de ostra 
(NIST 1566b) 

Melhorou os limites de 
detecção para as amostras 

reais e recuperações 
1-20 fg g-1 - 

Buseth 
 et al. 
(1998) 

 
CI 

Cd,Co, Cu, Mn, 
Zm 

Desenvolver um 
método com pré-

concentração 
empregando 

resina de quelante 

Amostras ambientais e 
biológicas, tecido de ostra 

(NIST 1566b) 

 
A resina amino-butiro-

hidroxamato permitiu, maior 
seletividade e baixos limites de 

detecção, porém a custo de 
tempo de análise. 

0,3 a 2,0 
ng  ml-1 - 

Liu et al. 
(1998)l 

DPASV, Cu, Pb, Cd e Zn 
Avaliar o método 
para estudos de 

biomonitores 

Amostras ambientais, 
tecido de ostra 
(NIST 1566b) 

 
Melhorias na sensibilidade e 

seletividade para determinação 
multi-elementnar 

0,010 – 
0,100 µg g-1 3,0 a 5,0 

Locatelli 
et al. 

(1999) 
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(Continuação da Tabela 4) 

 

Técnica(s) Analito(s) Justificativa Amostra/ Espécie/ 
MRC 

Características/ Inovações/ 
Resultados 

Limite(s) de 
Detecção RSDs (%) Ref. 

FI-ICP-MS 
Al, V, Cr, B, As, 
Sr, Mo, Cd, Sn, 

Ba e Pb 

Desenvolver um 
método com 

análise de injeção 
em fluxo (FI) 

Amostras de 
alimentos, tecido de 

ostra 
(NIST1566b) 

O método combinou a 
seletividade e sensibilidade 
do ICP-MS e o FI, que evita 
manipulação de amostra, e 

melhoras nas figuras de 
mérito. 

1,46 (Al), 
1,36(Cr), 0,15 (Co), 
0,59 (Ni), 0,89 (As), 

0,44 (Mo), 0,16 
(Cd), 0,39 (Sn), 

0,07 (Ba) e 0,027 
(Pb) em ng g-1 

1,0 a 5,0 
Harrington 

et al. 
(1999) 

 
ICP-MS 

As, Ca, Co, Cr, 
Cu, Fe, Mg, Mn 
Pb, Se, Sn, Sr, 
Th, U, V e Zn 

Estudar as figuras 
de mérito de um 
ICP-MS do tipo 
quadrupolo com 
célula de colisão 
hexapolo (HEX) 

Amostras biológicas, 
tecido de ostra 
(NIST1566b) 

 
Os dois analisadores de 

massa em série permitiram 
uma significativa melhora 

nos limites de detecção dos 
íons afetados pela 

interferência espectral. 

0,0014-28 ng L-1 
em nebulizador 

ultrassônico, que 
teve melhores 

resultados 

- 
Boulyga 

et al. 
(2001) 

DPASV 
DPCSV 

As(III), Se(IV), 
Cd (II), Zn(II) e 

Mn (II) 

Aplicar as 
técnicas 

voltamétricas para 
análise multi-

elementar, 
resolvendo 
problemas 

associados a 
fortes 

interferências 
mútuas da matriz 

Sedimentos, peixes, 
mexilhões, tecido de 

mexilhão 
(BCR 278) 

Eletrodos de trabalho de Hg 
e Pt, com eletródo de 

Ag I AgCl I KCl e a solução 
tampão NH4Cl +NH3.como 

eletrólito suporte. 
Emprega o método de 

adição padrão. 

Ao redor de 
10-9 mol L-1 para 

odos os elementos 
>5,0 

Locatelli e 
Torsi 

(2001) 

FI-FAAS Cd 

Desenvolver uma 
metodologia de 

baixo custo 
utilizando a 

injeção em fluxo 

Amostras de 
alimentos, tecido de 

ostra 
(NIST1566b) 

 
O sistema de injeção em 

fluxo e com o FAAS teve um 
a freqüência de amostra de 
63 h-1 e evita interferentes 

graves. 

0,7 mg L em pré-
concentração 30s; 
0,4 mg L em pré-

concentração 60s. 

5,0 
Bruhn 
et al. 

(2002) 

NAA, PAA, 
SNAA 

Ag, As, Ca, Co, 
Cr, Cu, Fe, Mg, 
Mn, Mo, Na, Ni, 
Rb, Se, Sr, Zn 

Estudar os metais 
ligados as 

Metalotioneínas 

Amostras ambientais, 
tecido de ostra 
(NIST1566b) 

 
Quase todas as 

concentrações dos 
elementos estavam de 

acordo com valores 
certificados. 

- - 
Fukushima 

et al. 
(2003) 
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(Continuação da Tabela 4) 

 

Técnica(s) Analito(s) Justificativa Amostra/ Espécie/ MRC Características/ Inovações/ 
Resultados 

Limite(s) de 
Detecção 

RSDs 
(%) Ref. 

NAA, 
PIXE 

Ag, Co, Cu, Fe, 
Mn, Ni, Se, Zn 

Estudar os metais 
ligados as 

Metalotioneínas 

Amostras biológicas, 
tecido de ostra 
(NIST 1566b) 

 
A técnica proporcionou alta 

sensibilidade para 
determinação simultânea.  O 
método empregando PIXE 
também foi recomendado 

para análise 
multi-elementar 

- - 
Fukushima 

et al. 
(2003) 

ICP OES As, Sb, Se 

Otimiza as 
condições 

operacionais de 
um nebulizador 

de geração direta 
de hidretos 

(DHGN) 

Tecido de ostra 
(NIST 1566b) 

Obtiveram-se melhores 
relações sinal/ruído, LODs e 
RSDs  para As, Sb e Se do 

que os sistemas de 
introdução convencionais. 

Podem-se determinar outros 
metais com menos 

sensibilidade e precisão 

DHGN- 0,4 (As), 
2,0 (Sb), 0,1 

(Se); 
Cross-flow - 45 

(As), 50 (Sb), 63 
(Se); 

Ultrassônico – 5 
(As), 6 (Sb), 5 

(Se); 
todos   ng ml-1 

0,4 (As), 
0,7 (Sb), 
0,2, (Se) 

Rojas 
et al. 

(2003) 

FAAS Mn 

Desenvolver um 
método com 

extração continua 
assistida por 

ultrassom 
(CUES) , 

acoplado a 
injeção em Fluxo 

Mariscos, 
hepatopâncreas de 

lagosta (NRCC TORT-1) 

 
Usa ácidos diluídos, não 

requer uma etapa de 
centrifugação. Houve uma 

redução da contaminação de 
amostra e perda de analitos, 
bem como menor consumo 
de reagentes e freqüência 

de amostra de 60 h-1 

0,4 µg g-1 para 
30 mg de 
amostra 

0,9 
Yebra e 
Moreno-

Cid (2003) 

GFAAS Be 

Desenvolver um 
método que utilize 
menor quantidade 

de amostra e 
tenha um tempo 

de digestão e 
quantidade de 

reagentes 
menores 

Amostras ambientais, 
tecido muscular de peixe 

(NRCC DORM – 1) 

O Be reage com 
acetilacetona  na presença 

de um tampão. Obtiveram-se 
boas recuperações nos 
organismos estudados 

4,6  ng g-1 3,0 
Hsu et al. 

(2004) 
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(Continuação da Tabela 4) 

Técnica(s) Analito(s) Justificativa Amostra/ Espécie/ MRC Características/ Inovações/ 
Resultados 

Limite(s) de 
Detecção 

RSDs 
(%) 

Ref. 

GFAAS, FAAS Cd, Cr, Cu, Pb 
e Zn 

Desenvolver um 
método simples 

empregando AAS, 
para determinar 

frações de ligados 
as metalotioneínas 

Amostras ambientais 
Moluscos bivalves 

cultivados em Ria de 
Arousa (Galicia espnha) 

 
Utiliza um sistema novo de 

homogeneização 
(Stomacher) onde as 

amostras são mantidas em 
sacos descartáveis 

esterilizados, eliminando a 
contaminação. 

0,7 (Cd), 3,0 (Cr), 
6,6 (Pb) em  ng g-1 

0,05 (Cu), 0,01 (Zn) 
em µg g-1 

- 
Santamaría-
Fernandéz 

et al. (2004) 

CG-AFS Hg (II), CH3Hg+ 

Desenvolvimento 
de um método 

robusto, sensível e 
reprodutível para 
especiação de Hg 
em monitoramento 

biológico. 

Moluscos bivalves, 
(Chamelea gallina, 
Donax trunculus e 

Scrobicularia plana), 
tecido de ostra 

(NIST 2977) 

 
O método utiliza um 

detector de fluorescência 
atômica modificado, que 

inclui uma célula de fluxo de 
quartzo dentro do detector, 

que aumenta a 
concentração de Hg e 

melhorar a sensibilidade. 

225 pg g-1 (Hg total) 
6,2 
Hg 

total 

Gómez-
Ariza et al. 

(2005) 

HR CS AAS Pb 

Desenvolver um 
método que evite 
dificuldades na 

correção de fundo, 
calibrações 

complexas e 
interferências 

espectrais. 

Amostras biológicas, 
tecido muscular de 

peixe (NRCC DORM -1) 

 
Utiliza a amostragem direta 

de sólidos e Ru como 
modificador químico 

permanente.  O Emprego da 
fonte continua resultou em 

um método facilitado devido 
à visibilidade espectral e 

capacidade de 
processamento do software 

0,01 µg g-1 <10,0 Borges 
et al. (2006) 

ICP OES As, Se, Hg, Sb 

 
Explorar os 

benefícios do 
sistema de 

introdução de 
amostras dual 

para geração de 
hidretos 

Tecido de ostra 
(NIST 1566b) 

 
Dois nebulizadores 

pneumáticos que permitem 
a geração de hidretos, e 
determinação de outros 

elementos que não formam 
compostos voláteis, com a 

sensibilidade um pouco 
mais baixa em relação aos 

sistemas de introdução 
convencionais. 

Dual – 3 (As), 19 
(Sb), 10 (Se), 0,1 

(Hg) 
(sem NaBH4) 

Crossflow – 26 (As), 
517 (Sb), 28 (Sb), 5 

(Hg) 
Ultrassônico – 70 
(As), 2 (Sb), 116 

(Se) , 81 (Hg) todos  
µg L-1 

0,5 a 
1,25 

 

Gómez 
et al. (2006) 
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(Continuação da Tabela 4) 

Técnica(s) Analito(s) Justificativa Amostra/ Espécie/ 
MRC 

Características/ Inovações/ 
Resultados 

Limite(s) de 
Detecção 

RSDs 
(%) Ref. 

Espectrometria 
UV-VIS Cd e Pb 

 
Desenvolver um 

método que utilize o 
potencial do VIS, 

que tem vantagens 
de baixo custo, 

facilidade e 
acessibilidade. 

Amostra de alimentos, 
moluscos. 

(M. galloprovincialis) 

 
Usa a espectrometria VIS 
combinada à regressão 

parcial dos mínimos 
quadrados, para uma 

rápida determinação de Cd 
e Pb. 

0,05 (Cd), 
0,003(Pb)  mg 

kg-1 

4,43 
(Cd), 2,0 

(Pb) 

Font et al. 
(2007) 

FI-HG-GFAAS Espécies de As 

Aplicar o método em 
estudos de 

especiação do As 
para análises de 

biomonitoramento 

Tecido de ostra 
(NIST 1566b) e outros 
MRCs de organismos 

marinhos. 

 
Emprega o hidróxido de 
tetra-metil-amônio como 
solução de extração das 

espécies por microondas a 
50ºC por 30 min 

0,5 a 1, 2 mg 
kg-1 

5 a 15 Karadjova  
et al. (2007) 

DGT Cd, Cu, Ni e Pb 

Avaliar a utilidade 
da técnica com 

estudos de 
biomonitoramento. 

 
Moluscos bivalves, 

(M. galloprovincialis), 
tecido de ostra 
(NIST 1566b) 

 

Mede as espécies lábeis 
quantitativamente in situ, e 
é capaz de pré-concentrar 
metais traço dissolvidos. 

- 
 
- 

Schintu 
et al. (2008) 

DMA-80 CH3Hg+ 

Desenvolver um 
método de 

determinação do 
analito empregando 

a técnica Direct 
Mercury Analyser 

(DMA-80) para 
estudos ambientais 

Tecidos de Organismos 
marinhos (NIST 2979) 

e 
(NIST 2977) 

 

 
Emprega a queima por 

oxigênio do amálgama de 
ouro, usando DMA depois 
de extração completa do 

analito. 
Faz determinações em 

amostras biológicas sem a 
necessidade de uma etapa 

de pré-tratamento, e 
aplicável em amostras 

líquidas e outras amostras 
soídas. 

1,5 ng g-1 
 

>1,0 
Maggi 

et al. (2009) 
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4. Materiais e Métodos 

4.1 Área de Estudo 

A Baía de Todos os Santos, localizada no estado da Bahia é a segunda maior baía 

costeira do Brasil, com uma área de 1.233 km2. Ela se encontra entre a latitude de 12°50’ 

S e a longitude de 38°38’ W e possui contingente populacional no seu entorno superior a 

três milhões de habitantes (Hatje e Andrade, 2009). A maior parte da baía apresenta uma 

topografia de fundo relativamente plano, com profundidade média de 6 m. Profundidades 

máximas de até 100 m são observadas no Canal de Salvador, que é o maior responsável 

pela troca de água entre a baía e o oceano. Três grandes bacias de drenagem convergem 

para a BTS: Rios Paraguaçu, Jaguaribe e Subaé (Lima e Lessa, 2002; Cirano e Lessa, 

2007).  A geologia da Baía de Todos os Santos foi determinada, em grande parte, pela 

atividade tectônica da separação entre a América do Sul e a África, ocupando uma área 

delimitada pelas falhas geológicas de Salvador e de Maragojipe (Hatje e Andrade, 2009). 

O início da impactação antrópica da Baía de Todos os Santos data do século XVI, 

com a construção da cidade de Salvador na entrada norte da baía, construção naval e 

com a cultura da cana do açúcar nesse período, cuja produção chegava a 1.750 

toneladas anuais para comercialização (Schwartz, 2005; Hatje e Andrade, 2009). 

Entretanto, a aceleração do processo de alteração ambiental ocorreu na metade dos anos 

50, quando a região metropolitana de Salvador experimentou um processo de 

industrialização com a instalação da refinaria Landulpho Alves (RLAM), da Petrobrás, do 

Centro Industrial de Aratu (CIA), do Complexo Petroquímico de Camaçari (Copec) (Hatje 

e Andrade, 2009). 

A refinaria Landulpho Alves, localizada no município de São Francisco do Conde, 

na Bahia, começou a se construída em 1949, e está diretamente ligada à descoberta dos 

primeiros poços de petróleo no País, precisamente no Recôncavo Baiano. Sua construção 

formou uma classe operária egressa do trabalho com a pesca e a agricultura, e inaugurou 

um novo ciclo econômico, com a atividade industrial do refino virando a página da até 

então reinante agroindústria da cana-de-açúcar. Com uma capacidade instalada de 

323.000 barris dia-1, tem como principais produtos o propano, propeno, iso-butano, gás de 

cozinha, gasolina, nafta petroquímica, querosene, querosene de aviação, parafinas, óleos 

combustíveis e asfaltos (Petrobras, 2009). 

O Centro industrial de Aratu (CIA), o primeiro grande complexo industrial planejado 

do país, foi fundado em 1967. Este complexo industrial situa-se numa área que abrange 
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os municípios de Candeias e Simões Filho, entre o Pólo Petroquímico de Camaçari. Em 

sua área, encontram-se empreendimentos dos seguintes segmentos: químico, metal-

mecânico, calçadista, alimentos, metalurgia, minerais não metálicos, plásticos, 

fertilizantes, eletro-eletrônicos, bebidas, logística, moveleiro, têxtil, serviços e comércio 

(Pimentel, 2002; Sudic, 2009). 

O Complexo Petroquímico de Camaçari (Copec), por sua vez, está localizado no 

município do mesmo nome, a 35 km de Salvador. Criado no final dos anos 1970 constitui-

se num grande complexo industrial. Atualmente, 72 unidades industriais operam no 

COPEC, destacando-se os gêneros de produtos químicos, petroquímicos, termoplásticos, 

metalurgia, papel e celulose, cerveja e fertilizantes. Atualmente, o Pólo tem se expandido 

e diversificado a sua produção industrial. Assim, os maiores empreendimentos 

recentemente implantados na Bahia, se localizaram em Camaçari, como o da Ford, que aí 

instalou uma fábrica para produzir veículos, e o da Monsanto para produzir matérias-

primas para herbicidas (Jacob et al., 2006; BNB, 2009). 

Na Baía de Todos os Santos, está situado o complexo Portuário que abrange os 

Portos de Aratu e Salvador além de terminais privativos. O Porto de Aratu, situado em 

Candeias, é especializado em granéis, possuindo terminais para gases, sólidos e líquidos, 

movimentando principalmente a produção do Pólo Petroquímico de Camaçari (Jacob et 

al., 2006). 

A intensa exploração das fontes de recursos naturais e o crescimento industrial 

têm submetido à Baía de Todos os Santos à contaminação ambiental. Dentre os 

principais contaminantes ubíquos nessa região e outras regiões costeiras, destacam-se 

os metais que são naturalmente encontrados em baixas concentrações no ambiente, 

como componentes de minerais e rochas (Hatje e Andrade, 2009). 

 

4.2 Estações de Amostragem 

As amostras utilizadas neste estudo foram coletadas em regiões impactadas da 

Baía de Todos os Santos onde ocorrem intensas coletas de mariscos para o consumo e 

comercialização (Figura 3). A Tabela 5 mostra os nomes das localidades e coordenadas 

geográficas de cada uma dessas estações.  
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Figura 3. Estações estudadas da Baía de Todos os Santos, Brasil. 
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Tabela 5. Nome das localidades de amostragem 

Estação Latitude Longitude Organismo Localidade  

1 513242,4050 8551389,517 Ostra e Sururu Rio Mucujë 

2 514313,7968 8551530,899 Ostra e Sururu Rio das Vergas 

3 513937,3480 8550209,573 Ostra e Sururu Rio da Estiva 

4 516996,3270 8550604,640 Chumbinho Enseada do Calabar 

5 517901,5620 8550208,302 Chumbinho Enseada da Barra 

6 508080,2460 8579987,253 Ostra Capanema 

7 507990,5000 8584024,048 Ostra Dendê 

8 514406,2440 8602263,090 Ostra Engenho da ponte 

9 517522,4620 8600246,715 Ostra Calolé 

10 514589,5510 8597405,456 Ostra Santiago do Iguape 

11 527390,4654 8602845,857 Ostra e sururu Ilha de São Gonçalo 

12 529341,2811 8600202,169 Sururu Coroa da Tarioba do Acupe 

13 531210,9724 8597623,239 Chumbinho Ilha da Coroa Branca 
 

4.3 Espécies estudadas 

4.3.1 Mytella guyanensis 

Nomes populares: Mexilhão do mangue, Sururu, Mussel (EUA). 

Essa espécie, conhecida na Baía de Todos os Santos como sururu (Figura 4) é um 

dos bivalves mais consumidos pela população local. Como a espécie é pertencente à 

família Mitilydae, são também chamados de mexilhões. Este molusco bivalve é 

característico de áreas tropicais (América do Sul e central) e habitam águas salobras. No 

Brasil, esses moluscos ocorrem em mangue e estuários desde o Amapá até Santa 

Catarina. São animais que se adaptam facilmente às mais diversas condições ambientais, 

podendo inclusive povoar locais bastante poluídos, fixando-se em grande número sobre 

pilastras de portos, cascos de embarcações, bóias e qualquer material submerso ou 

flutuante que sirva como substrato. Durante a maré cheia, esses bivalves filtram a água, 

alimentando-se principalmente do plâncton (Marques, 1998). Essas características 

permitem que eles acumulem contaminantes em seus tecidos. 
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Figura 4. Conchas de exemplar de Mytella guyanensis 

 

4.3.2 Anomalocardia brasiliana 

Nomes populares: Chumbinho, Berbigão, Papa-fumo, Vôngoli, Maçuim, Senambitinga, 

Marisco, Marisco pedra, Clam (EUA), Amêijoa (Europa). 

Os indivíduos desta espécie (Figura 5) costumam se enterrar superficialmente no 

sedimento. Geralmente estabelecem populações numerosas em áreas protegidas ricas 

em sedimentos lamosos. O chumbinho alimenta-se do plâncton ou matéria orgânica em 

suspensão na água, trazida da superfície para dentro da cavidade do manto (Souto e 

Martins, 2009). Ocorre dentro de baías ou estuários, principalmente na região intramareal. 

A espécie é explorada como alimento e pode produzir a pérola negra. É uma das 

espécies mais abundantes e estudadas da costa brasileira (Amaral et al., 2006).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

                
Figura 5. Conchas de exemplar de Anomalocardia brasiliana 
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4.3.3 Crassostrea rhizophorae 

Nomes populares: Ostra, Ostra do mangue, Ostra nativa, Oyster (EUA). 

As ostras do mangue (Figura 6) representam importante grupo de moluscos 

bivalves empregados para o biomonitoramento de metais e outros elementos. Como os 

mexilhões, eles se alimentam através da filtração de material em suspensão na água e da 

microflora, sobretudo as diatomáceas (Souto e Martins, 2009). Entretanto, diferente dos 

mexilhões eles são fortes acumuladores de zinco (Rainbow, 1995). Possuem conchas 

irregulares e geralmente vivem fixados sobre os rizóforos de árvores localizadas em 

bosques de manguezais e formações rochosas, que ficam submersas durante a maré 

alta. É um molusco amplamente distribuído na costa brasileira e tem sido proposto como 

um relevante biomonitor de contaminação ambiental em sistemas tropicais (Silva et al., 

2001; Silva e Boehs, 2007). Esta espécie é freqüentemente ingerida crua ou parcialmente 

cozida. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figura 6. Concha de exemplar de Crassostrea rhizophorae 
 

4.4 Material de referência certificado (MRC) 

O tecido de ostra certificado 1566b da National Institute of Standards Technology 

(NIST, Gaithersburg, MD, USA), foi empregado nas etapas de otimização e validação do 

método analítico proposto e no estudo ambiental para avaliação dos elementos possíveis 

de serem quantificados (recuperações quantitativas) nos tecidos dos bivalves coletados 

na BTS.  
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4.5 Limpeza do material 

Todas as vidrarias e materiais destinados à manipulação ou acondicionamento das 

amostras foram previamente lavados em um banho de detergente Extran (Merck, 

Darmstadt, Alemanha) 2% v/v durante um período mínimo de 24 horas para em seguida, 

serem descontaminados em banho de HNO3 (Merck) 10% v/v. Após os banhos de 

detergente e de ácido, o material foi lavado com água ultra-pura (resistividade de 18,2 MΩ 

cm) obtidas através de um sistema de purificação Milli-Q® acadêmico (Millipore, Bedford, 

MA, USA). 

 

4.6 Reagentes e soluções padrões 

 

Todas as soluções foram preparadas com água deionizadas de alta pureza         

(18 MΩ cm), obtida pelo sistema de purificação de água Milli-Q®. Foram utilizados 

reagentes de grau analítico como HNO3 (65%, 14,0 mol L-1), HCl (37%, 12,0 mol L-1), 

CH3COOH (100%, 17,5 mol L-1) e H2O2 (30% v/v, 12,4 mol L-1) todos da Merck 

(Darmstadt, Alemanha). Para obtenção da curva analítica multi-elementar com os 

elementos de interesse (Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cu, Cr, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Se, Sr, 

V e Zn) foram utilizadas soluções estoque de referência de 1000 mg L-1 Titrisol (Merck, 

Darmstadt, Germany). A curva analítica continha os elementos traço (Al, As, Ba, Cd, Co, 

Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Se, Sr e V) na faixa de 0,25 a 4,00 mg L-1. Esta faixa de trabalho 

foi obtida através de diluições adequadas de uma solução “multi” de 50 mg L-1 com 5% de 

HNO3 (65% v/v), preparada das soluções estoque desses elementos. Adicionalmente os 

metais Ca, K, Mg e Zn foram adicionados à curva multi-elementar diretamente, através 

das soluções estoque de referência para as determinações nas faixas 10 a 250 (Na), 25 a 

500 (K) e 10 a 100 mg L-1 (Ca, Mg e Zn). 

 

4.7 Instrumentação 

 

4.7.1 Técnica de espectrometria de emissão óptica com plasma 

indutivamente acoplado (ICP OES) 

 

 Na técnica ICP OES os componentes da amostra são convertidos em átomos ou 

íons elementares no plasma de argônio, ou seja, em um gás eletricamente condutor que 
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contêm uma significativa concentração de íons argônio e elétrons (Skoog, 2009). No 

plasma produzido à pressão atmosférica são atingidas temperaturas tão altas quanto 

10.000 K (Guiné, 1998). A fonte de plasma indutivamente acoplado, denominada tocha 

(Figura 7), consiste de três tubos de quartzo concêntricos através do qual passa um fluxo 

de gás argônio. Nesta fonte, a ionização do argônio que flui no interior da tocha é iniciada 

por uma bobina Tesla (Skoog, 2009). Os íons produzidos e seus elétrons resultantes 

atingem energia cinética elevada após serem acelerados com o campo magnético 

alternado (chamado H na Figura 6) gerado de uma fonte de radiofreqüência localizada na 

parte superior da tocha (Guiné, 1998). A resistência dos íons e elétrons a este fluxo de 

cargas provoca então a formação do plasma (Skoog, 2009).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 7. Fonte de plasma indutivamente acoplado (Adaptado de Linde, 2010) 

 

 Uma das vantagens mais importantes da técnica ICP OES é resultante das 

propriedades de excitação da fonte de plasma. Esta fonte pode preencher um grande 

número de diferentes níveis de energia para diferentes elementos. Todos os átomos e 

íons excitados podem emitir suas radiações características quase ao mesmo tempo. Isso 
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resulta em flexibilidade em escolher entre vários comprimentos de onda diferentes para 

um elemento e na capacidade de medir as emissões de vários elementos diferentes 

simultaneamente (Boss e Freeden, 1997). Entretanto, este grande número de linhas de 

emissão embora vantajoso, aumenta a probabilidade de interferências espectrais na 

análise quantitativa. Consequentemente a espectrometria de emissão óptica baseada em 

fontes de alta temperatura requer alta resolução (Skoog, 2009).  

  A região do plasma onde são feitas as medidas das radiações emitidas fica 15 a 

20 mm acima da bobina de indução onde a temperatura é de 6.000 a 6.500 K. Nesta 

região, denominada zona analítica normal (NAZ) a radiação de fundo é livre de linhas de 

emissão do argônio e pode ser visualizada radialmente ou axialmente (Trevizan e 

Nobrega, 2007; Skoog, 2009). As visualizações da região analítica do plasma são 

indicadas na Figura 6 (p. 53). As vantagens da visualização axial sobre a radial, incluem: 

menores limites de detecção (5 a 10 vezes melhores que aqueles obtidos da visualização 

radial) e melhora na sensibilidade (devido ao aumento do caminho óptico, que produz 

mais emissões dos analitos) (Boss e Freeden, 1997). No entanto esse tipo de 

configuração da tocha pode aumentar interferências espectrais e interferências de matriz 

(Trevizan e Nobrega, 2007). Além disso, a configuração axial exige a remoção da cauda 

do plasma do caminho óptico por um tipo de gás (ar comprimido ou nitrogênio), em um 

ângulo de 90º em relação ao plasma, para evitar os efeitos de auto-absorção e da 

contaminação sobre a óptica do espectrômetro (Boss e Freeden; Skoog, 2009). A 

configuração axial é inadequada para análise de amostras contendo matrizes complexas. 

Porém essa configuração pode ser empregada quando o plasma é robusto (condições 

otimizadas de potência e vazão do argônio), onde a concentração da matriz não resulta 

em uma variação significativa no sinal do analito (Dubuisson et al., 1997). 

 A separação das radiações emitidas pelas espécies excitadas em comprimentos 

de onda individuais é geralmente feita através de um policromador. A detecção das 

radiações emitidas pelas espécies é realizada normalmente através de um dispositivo de 

injeção de carga (CID) ou dispositivo de acoplamento de carga (CCD) (Skoog, 2009). A 

introdução da amostra líquida no plasma é normalmente realizada através de um 

nebulizador (Figura 8), que converte a solução líquida da amostra em um aerossol que 

pode ser transportado para o plasma (Boss e Freeden, 1997). Dentre os nebulizadores 

disponíveis para a técnica ICP OES, aqueles do tipo pneumático são mais comuns. Neste 

nebulizador, a solução líquida é introduzida através de um tubo capilar para uma região 

de vácuo (princípio de Venturi) criada por um gás fluindo rapidamente (Guiné, 1998). A 

baixa pressão e a alta velocidade do gás combinam-se, então, para quebrar a solução 
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líquida em um aerossol (Boss e Freeden, 1997). Os pequenos orifícios dos nebulizadores 

concêntricos permitem melhora na sensibilidade. No entanto podem ocorrer problemas de 

entupimentos em soluções contendo apenas 2% de sólidos dissolvidos (Boss e Freeden, 

1997; Guiné, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Nebulizador concêntrico (adaptado de Boss e Freeden, 1997) 

 

 Uma vez que o aerossol da amostra é criado pelo nebulizador, apenas pequenas 

gotículas são adequadas para introdução no plasma. Uma câmara de nebulização é 

colocada entre o nebulizador e da tocha. Nestes dispositivos de seleção do aerossol, as 

gotículas maiores são condensadas e descartadas e aquelas menores que formam uma 

nuvem mais homogênea são conduzidas para o plasma (Guiné, 1998). Uma câmara de 

nebulização típica é mostrada na Figura 9. 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Câmara ciclônica (retirado de folheto informativo da empresa Varian) 

 

Um ICP OES modelo Vista Pro (Varian, Mulgrave, Australia) com a configuração 

axial foi usado para determinação dos analitos (Figura 10). O sistema óptico do ICP OES 

foi calibrado com solução multi-elementar 5,000 mg L-1 (Merck, Darmstadt, Germany) e 

teve sua tocha alinhada com uma solução aquosa de Mg 5 mg L-1. O policromador foi 

termostatizado à 34ºC e purgado com gás Ar. O programa do espectrômetro fornece as 
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concentrações dos metais nas amostras em mg L-1, contudo no presente estudo estes 

valores foram expressos em função do peso seco, através do produto da concentração 

dos elementos pelo seguinte fator: 

 

 

O volume e massa nesse fator dependem do método analítico empregado, onde a 

unidade final de concentração é expressa por µg g-1 que equivale a mg Kg-1 ou ppm. A 

seleção das linhas de emissão dos diversos analitos estudados foi feita através do 

software da Varian considerando a sensibilidade e possíveis interferências que poderiam 

surgir a partir de linhas de emissão de outros elementos que são muito próximas do 

comprimento de onda a ser medido. As condições experimentais utilizadas no estudo são 

mostradas a seguir, na Tabela 6. 

 

Tabela 6. Parâmetros operacionais usados no ICP OES com visão axial 

Características Condições 

Sistema óptico Echelle 

Detector de estado sólido CCD 167-785 nm 

Potência (W) 1300 

Tempo de Leitura (min) 1,0 

Replicatas 3,0 

Vazão de argônio no plasma (L min-1) 15,0 

Vazão de argônio no nebulizador              
(L min-1) 

0,7 

Vazão do gás auxiliar (L min-1) 1,5 

Atraso da aspiração da amostra (s) 30,0 

Linhas de emissão (nm) 

Al (I) 167,019; As (I) 188,98; Ca (I) 422,673; Cd 

(I)214,439; Co (II) 238,992; Cu (I) 324,754; Fe 

(II) 238,20; K (II) 766,491; Mg (II) 279,553; Mn 

(II) 257,611; Na (I) 589,592; Ni (I) 230,299; Pb 

(II) 220,353; Sb (I) 217,582; Se (I) 196,026; Sr 

(II) 407,771; V (II) 292,401; Zn (I) 213,857 

(I) e (II) linha de emissão atômica e iônica respectivamente 

Volume final da solução (mL) 
Fator =

massa de amostra (g) 
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Figura 10. ICP OES modelo Vista Pro (retirada do folheto informativo da Varian) 

 

4.7.2 Outros equipamentos empregados 

 Uma centrífuga, modelo 5804 da marca Eppendorf (Leitfaden, Alemanha) (Figura 

11) e um banho de ultrassom modelo VWR 75D da marca Corland (Nova Iorque, EUA) 

(Figura 12) foram usados para a extração ácida dos metais. As amostras reais foram 

liofilizadas empregando um liofilizador da marca Thermo Scientific modelo Modulyo D 

(Nova Iorque, EUA) (Figura 13). Todas as amostras foram pesadas na balança analítica 

da marca Sartorius Ag (Gottiengen, Alemanha) para o início dos estudos de otimização e 

determinação multi-elementar nos bivalves coletados na BTS. A cominuição das amostras 

reais foi realizada empregando um moinho de bolas modelo 8000M da Spex Sampleprep 

(Nova Iorque, EUA) com um recipiente de carbeto de tungstênio e bolas de mesmo 

material (Figura 14).  O forno de microondas com cavidade modelo Ethos EZ (Milestone, 

Sorisole, Itália) foi utilizado para digestão ácida (Figura 15). Além disso, as amostras de 

bivalves coletadas na Baía de Todos os Santos foram digeridas empregando bombas Parr 

modelo 4745 (Parr Instrument Company, Illinois, USA) (Figura 16). 
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Figura 11. Centrífuga modelo 5804 (retirada do folheto informativo da Eppendorf) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Banho de ultrassom modelo VWR 75D (Corland) 
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Figura 13. Liofilizador Modulyo D (retirada do folheto informativo da Thermo Scientific)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Moinho de bolas 8000M (retirada do folheto informativo da Spex Sampleprep) 
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Figura 15. Forno de microondas Ethos EZ (retirada do folheto informativo da Milestone) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Bombas de digestão ácida Parr 4745 (Parr Instrument Company) 
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4.8 Tratamento das amostras coletadas na BTS 

No campo, após a coleta manual, as amostras foram acondicionadas em sacos 

plásticos limpos e mantidas em geladeiras de isopor até a chegada no laboratório, onde 

foram congeladas. No laboratório, as conchas dos organismos foram lavadas com água 

Milli-Q® e depois foram abertas com o auxílio de facas de aço-inox. Os tecidos moles 

foram retirados com o auxílio de uma pinça plástica e foram transferidos para copos de 

vidros descontaminados embalados depois, por filmes plásticos de PVC. As amostras 

foram então guardadas novamente no congelador até o processo de secagem no 

liofilizador. Após serem submetidas à liofilização, as amostras foram acondicionadas em 

recipientes plásticos e devidamente rotuladas. Logo depois, foi realizada a etapa de 

cominuição das amostras no um moinho de bolas. Para tanto, uma pequena quantidade 

de amostra foi transferida para o recipiente do moinho e utilizou-se a moagem em ciclos 

de 2 min. Ao término desse processo, as amostras foram transferidas para tubos de 

polipropileno. Os recipientes contendo as amostras secas e homogeneizadas foram então 

armazenados em dessecadores. 

 

4.9 Otimização da extração ácida auxiliada por centrífuga seguida da 

determinação multi-elementar por ICP OES 

A otimização do procedimento de preparo de amostras proposto foi realizada com 

planejamento de Doehlert de três fatores empregando amostra de material de referência 

certificado (tecido de ostra, NIST 1566b). A matriz Doehlert é um dos planejamentos 

experimentais de segunda ordem usados para modelagem e análise de sistemas nos qual 

a variável de reposta de interesse é influencia por diversas variáveis independentes 

(fatores) e cujo objetivo é otimizar a variável reposta (Barros et al. 2003; Teófilo e Ferreira, 

2005).  

O planejamento Doehlert é definido considerando o número de variáveis e seus 

valores codificados da matriz experimental (Ferreira et al., 2004). A relação entre os 

valores reais e os valores codificados é dada por:  

 

 

Onde Ci é o valor codificado para nível do fator i; Zi é valor real e zi∆  é a distância entre o 

valor real no ponto central e o real no nível superior ou inferior, β  é o maior valor limite 

0zi zi
Ci

zi
β

 −
=  

∆ 
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codificado na matriz para cada fator e zi0 é o valor real no ponto central.  

 Neste planejamento o número total de experimentos (N) é igual a 

2
. .N k k p c= + + , em que k é o número de fatores e p.c. o número de experimentos no 

ponto central (Teófilo e Ferreira, 2005). Na matriz Doehlert de três fatores o domínio 

experimental é um planejamento constituído de 13 pontos uniformemente distribuídos na 

forma de um cuboctaedro (Figura 17) (Cataldi et al., 2007). A função quadrática de um 

sistema com três variáveis independentes é dada por: 

 

 

Onde R é a resposta analítica e a é o termo constante, b, c e d são coeficientes do termo 

linear, e, f e g são coeficientes dos termos quadráticos e h, i, j coeficientes da interação 

entre os fatores (Ferreira et al., 2004).  

 Uma vantagem deste planejamento em relação às outras metodologias de 

superfície de resposta é o seu alto valor de eficiência (φ ), que é determinado pela divisão 

dos números de coeficientes da função quadrática (p) pelo o número de experimentos (N) 

(Santos et al., 2003). De uma forma geral a matriz Doehlert é mais eficiente que o 

planejamento composto central e o planejamento Box-Behnken para a maioria dos 

valores de k (número de fatores) (Ferreira et al. 2004). Além disso, o planejamento 

Doehlert permite avaliar as variáveis consideradas mais importantes, isto é, aquelas que 

apresentam efeitos significativos mais pronunciados em um número maior de níveis 

(Teófilo e Ferreira, 2005). 

Para este estudo os fatores estudados foram: concentração da mistura ácida (HCl 

+ HNO3 + H3CCOOH), tempo de centrifugação e velocidade de rotação. O tempo de 

centrifugação foi avaliado em 7 níveis; a concentração da mistura ácida em 3 níveis e a 

velocidade de rotação foi estudada em 5 níveis (Tabela 7). Como resposta analítica foi 

considerada a eficiência de extração ou recuperação em percentual, ou seja, a 

quantidade de metal passível de ser quantificada. A fórmula da recuperação é dada a 

seguir: 

 

 

 

 

 

2 2 2
( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )( ) ( )( ) ( )( )R a b A c B d C e A f B g C h A B i A C j B C= + + + + + + + + +         

Concentração do analito encontrada no MRC
Recuperação(%) =  x 100

Concentração real do analito no MRC
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Figura 17. Cuboctaedro mostrando a localização de 13 experimentos para três tipos de fatores 
codificados (p.ex., X1, X2 e X3) (figura criada no programa Poly 1.1® adaptada com programa 
Photofiltre 6.4®) 

 

Tabela 7. Matriz Doehlert (3, 5, 7) com os fatores nos seus valores reais e codificados 

 

Experimento Rotação (rpm) Tempo (min) Concentração (mol L-1) 

1 (P.C.) 8000 (0) 25 (0) 2,0 (0) 
2 10000 (1) 25 (0) 2,0 (0) 
3 9000 (0,5) 40 (0,866) 2,0 (0) 
4 9000 (0,5) 30 (0,289) 3,0 (0,817) 
5 6000 (-1) 25 (0) 2,0 (0) 
6 7000 (-0,5) 10 (-0,866) 2,0 (0) 
7 7000 (-0,5) 20 (-0,289) 1,0 (-0,817) 
8 9000 (0,5) 10 (-0,866) 2,0 (0) 
9 9000 (0,5) 20 (-0,289) 1,0 (-0,817) 
10 7000 (-0,5) 40 (0,866) 2,0 (0) 
11 8000 (0) 35 (0,577) 1,0 (-0,817) 
12 7000 (-0,5) 30 (0,289) 1,0 (0,817) 

13 8000 (0) 15 (-0,577) 3,0 (0,817) 

 
Obs: todos os experimentos realizados em duplicata; P.C. = ponto central (triplicata) 

Para avaliar o comportamento dos metais em conjunto foi empregada uma 

recuperação normalizada conhecida como resposta múltipla. Logo, os valores obtidos de 
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recuperação para cada metal foram divididos pelo valor máximo correspondente a cada 

um deles.  

 

 

 

Onde R% é a recuperação em percentual, x é o número do ensaio e A e B são exemplos 

de elementos.  

 No início dos estudos de otimização, foram pesadas aproximadamente 250 mg de 

amostras do tecido de ostra certificado (NIST 1566b) diretamente em tubos de 

polipropileno (volume 50,0 ml). Logo em seguida, foram adicionados aproximadamente 

10,0 ml da mistura ácida HNO3, HCl e CH3COOH na proporção de 1/3 (3,33 ml de cada 

ácido).  Foram realizados 12 experimentos em duplicata e 3 replicatas no ponto central.  A 

ordem dos experimentos foi aleatória, que segundo Barros et al. (2003) serve para evitar 

a ocorrência de distorção estatística nos resultados, ou seja, impedir que desvios atípicos 

estejam obrigatoriamente associados a determinadas combinações de níveis. Os brancos 

foram tratados da mesma forma que as amostras de MRC e suas medidas analíticas 

foram realizadas em duplicata para cada condição ácida (1, 2, 3 mol L-1). Posteriormente, 

as amostras foram levadas para determinação multi-elementar no ICP OES. A curva 

analítica de calibração do método em processo de desenvolvimento foi construída com a 

acidez de 2,0 mol L-1 partindo das soluções dos ácidos concentrados. Dessa forma, foram 

utilizados aproximadamente 0,6, 0,5 e 0,4 ml de HCl, HNO3 e CH3COOH, 

respectivamente, na proporção de 1/3 de cada ácido, para obtenção dos padrões aquosos 

com volumes de 10,0 ml.  

 Após a análise, as recuperações dos analitos foram processadas no software 

STATISTICA 6.0® no módulo “Experimental Design – Central Composite” para concluir o 

planejamento experimental Doehlert. Para verificar se os modelos matemáticos dos 

elementos estudados obtidos com o planejamento de Doehlert possuíam pontos críticos 

máximos (regiões máximas) dentro do domínio experimental, empregou-se o critério de 

Lagrange. Segundo Ferreira et al. (2004), o critério de Lagrange permite identificar os 

pontos críticos, baseado no determinante de Hessian da equação de segundo grau. 

Quando o modelo matemático de um sistema de três fatores possui apenas um único 

ponto estacionário (A0, B0, C0) quatro situações são possíveis: 

 

 

(R% de A no ensaiox) (R% de B no ensaiox)
R.M. = + +...

(maior R% de A em todos os ensaios) (maior R% de B em todos os ensaios)
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1. Não existe nenhuma informação: 
2

0∆ =  

2. Máximo relativo: 
1 2 3

0 : 0; 0∆ < ∆ > ∆ <  

3. Mínimo relativo: 
1 2 3

0 : 0; 0∆ > ∆ > ∆ >  

4. Ponto de sela. Nenhuma das situações acima. 

 

Onde: 

 

  

 

 

 

 

4.10 Validação de método 

A validação de métodos analíticos comprova através de evidências objetivas que 

requisitos para uma determinada aplicação ou uso específico são atendidos (ABNT, 

2001).  Este processo determina o desempenho característico de um método partindo da 

avaliação de parâmetros analíticos conhecidos como figuras de mérito. No presente 

estudo, o método proposto para determinação de elementos maiores e traço em moluscos 

bivalves (extração ácida com centrifuga e ultrassom, seguida da detecção por ICP OES) 

foi validado através da avaliação da precisão, exatidão, limite de quantificação, limite de 

detecção. Cada um desses parâmetros será descrito mais adiante. 

4.10.1 Precisão 

Esse parâmetro é normalmente expresso como o desvio-padrão relativo de 

diversas medidas (Skoog, 2009). A fórmula empregada para o seu cálculo é a seguinte: 

 

 

Onde s é o desvio padrão das medidas e X  é o valor médio delas. Segundo Ribani et al. 

(2004) o critério de aceitação da precisão depende muito do tipo da análise. Estes autores 

citam que métodos que quantificam compostos em macro quantidades têm valores de 

RSD aceitos até 1 a 2% e métodos que quantificam elementos traços tem valores de RSD 

aceitos até 20%. A precisão do método analítico proposto foi estabelecida através do 

teste de repetitividade. Nesse estudo foram efetuadas 10 medidas independentes de 

s
RSD(%) = x 100

X
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amostras de tecido de ostra certificado (NIST 1566b) para obtenção dos valores de RSD 

em percentual. 

 

4.10.2 Exatidão 

 

A exatidão é definida como o grau de concordância entre resultados individuais 

encontrados em um determinado ensaio com um valor de referência (INMETRO, 2003). 

Segundo Gonzáles et al. (1999) um dos métodos principais, propostos para o estudo da 

exatidão é o uso de material de referência certificado (MRC). A exatidão também pode ser 

estabelecida mediante comparação entre os resultados obtidos pelo método proposto 

com os resultados alcançados por um método analíticos padrão nas mesmas faixas de 

concentração que se pretende realizar a validação (Ribani et al., 2004). 

 A exatidão do método analítico proposto com o procedimento de extração ácida 

sob condições otimizadas foi confirmada através de 10 medidas independentes do tecido 

de ostra certificado (NIST 1566b). Após a obtenção dos resultados de concentração dos 

analitos foi realizado o teste de desvio de medidas analíticas recomendado pela NIST que 

avalia a exatidão dos métodos químicos. Este teste consiste em fazer uma série de 

medidas e comparar o valor médio com o valor certificado do material de referência. Se o 

valor medido não diferir significativamente do valor certificado (p > 0,05), pode-se concluir 

que os dados não estão distorcidos (NIST, 1992). Este teste calcula os seguintes 

parâmetros para um dado analito: 

 

 

 

 

Onde ∆  é a estimativa do desvio, que expressa a variação do dado medido em relação 

ao valor de referência; X  é a média das concentrações do analito obtidas; 0X  é 

concentração do analito certificada; c∆  valor crítico; ;( 1)α 
  −nt  é o valor da distribuição t 

de Student a um nível α  de significância em (n – 1) graus de liberdade; s é o desvio 

padrão da concentração do analito obtida; n é o número de medidas independentes do 

MRC e U a incerteza do analito no MRC calculada pela NIST. Caso c∆ < ∆ o resultado 

para aquele analito é aceitável, isto é não há desvio detectado no nível de significância de 

0,05. 

0

[ ; ( 1)]n

X X

s
c t x U

n
α −

−∆ =

∆ = +
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Além disso, foram selecionadas as amostras de sete localidades de estudo 

(estações nº. 1, 2, 3, 4, 5, 11 e 13), para estudar a exatidão com a comparação dos 

resultados obtidos das concentrações dos metais com os valores de concentração 

encontrados em métodos analíticos com digestão ácida (digestão ácida com microondas 

com cavidade e digestão ácida com bombas Parr). 

 

4.10.3 Limite de Detecção (LOD) 

 O limite de detecção (LOD) é uma estimativa teórica da concentração mínima que 

pode ser detectada por um instrumento analítico para um dado analito em um nível de 

confiança específico. Esse limite depende da razão da magnitude do sinal analítico em 

relação à grandeza da flutuação estatística do sinal do branco (Rousseau, 2001; Skoog, 

2009). Para o cálculo do limite de detecção em ICP OES é apropriado usar o parâmetro 

BEC, que é definido como a concentração requerida de um analito para produzir a mesma 

intensidade de sinal como do fundo (“background”) em um dado comprimento de onda 

(Schiavo et al., 2009). Este parâmetro é considerado uma avaliação mais realística da 

detecção do analito em matrizes de amostras reais (principalmente em matrizes 

complexas), porque ele dá a indicação do nível de fundo definido como um valor de 

concentração (Thomsen, 2000). Além disso, a incorporação dos valores do BEC no 

cálculo do LOD permite uma avaliação de qualquer mudança nas condições operacionais 

(Schiavo et al., 2009). A concentração equivalente de fundo (BEC) é calculada da 

seguinte maneira: 

 

 

Onde Ibranco é a intensidade de emissão da solução de branco e m o coeficiente angular da 

curva de calibração. A equação empregada para o cálculo do LOD com o BEC é: 

 

 

 

No qual o RSDbranco é o desvio padrão relativo de 10 medidas da solução do branco.  

 

4.10.4 Limite de Quantificação (LOQ) 

 O limite de quantificação é a menor quantidade de analito em uma amostra que 

branco3 x BEC x RSD 
LOD =

100

m

brancoI
BEC =
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pode ser quantitativamente determinada com precisão e exatidão adequadas. 

Normalmente é o ponto mais baixo da curva de calibração, excluindo o branco (Mermet, 

2008). A determinação do LOQ representa um compromisso entre a concentração, a 

precisão e a exatidão exigidas. Isto significa que, quando decresce o nível de 

concentração do LOQ, a medição torna-se menos precisa (Ribani et al. 2004). Nesse 

estudo, o limite de quantificação foi calculado através de uma fórmula semelhante a do 

Limite de detecção, ou seja: 

 

 

 

4.11 Avaliação do uso do ultrassom na extração ácida empregando ácidos 

diluídos e centrifugação 

 

O possível efeito que a radiação ultrassom teria sobre a extração ácida foi 

avaliado. Para tanto, aplicou-se 15 minutos de sonicação nas alíquotas de tecido de ostra 

certificado (NIST 1566b) no meio ácido com a concentração otimizada em um banho de 

ultrassom à temperatura ambiente. Após a sonicação, o líquido sobrenadante foi 

separado da fase sólida por centrifugação nas condições otimizadas de rotação e tempo 

de centrifugação. Em seguida, o líquido foi transferido para outro tubo de centrifuga de 

15,0 ml para análise em ICP OES. Os brancos do procedimento foram preparados da 

mesma maneira. Esse experimento teve sua curva analítica construída com base no valor 

otimizado de concentração da mistura ácida. 

Os resultados obtidos das 10 medidas independentes de MRC empregando o 

procedimento de extração ácida com uso da centrífuga e extração ácida com uso da 

centrífuga e ultrassom, ambos sob condições otimizadas, foram comparados usando o 

teste t de Student pareado, executado através do software STATISTICA 6.0® no módulo 

“Basic_Statistics/Tables – t-test dependent samples”. Magnusson e Mourão (2003) 

demonstram que o teste t de Student pareado (ou teste t para amostras dependentes) é 

usado para comparar a diferença média entre duas populações estatísticas ( Diferençaµ ), 

onde cada observação (medida) da primeira população é pareada com uma observação 

da segunda população. Segundo Pátaro e Borgatto (2005) essa comparação é expressa 

pela seguinte fórmula: 

branco10xBECxRSD 
LOQ =

100
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;( 1)

1 2
~cal n

d

X X
t t

s

n

α − 

−
=

  

Onde, 1 2−X X  é a diferença das médias das medidas das populações estatísticas, n é o 

tamanho da população, ;( 1)α 
  −nt  é o valor tabelado (ou crítico), a um nível α  de 

significância e (n – 1) o grau de liberdade. O parâmetro ds  é o desvio padrão dos desvios, 

ou seja, o desvio das diferenças entre as medidas das populações.  A Tabela 8 mostra 

um exemplo da aplicação do teste t de Student pareado em duas populações estatísticas. 

 

Tabela 8. Exemplo de aplicação de teste t de Student pareado 

População estatística 1 População estatística 2 

a1 b1 

a2 b2 

a3 b3 

 
Obs. a e b são medidas 

 

Assim, considerando a fórmula do teste t de Student pareado ( calt ), os parâmetros 1X , 

2X e sd seriam calculados com as seguintes fórmulas: 

 

 

 

Onde: 

 

 

 Se tcal>ttab (valor de t calculado > valor de t tabelado) considera-se a diferença 

entre as médias populações como significativa. Em termos de valor de p (probabilidade) 

as hipóteses a serem testadas nesse teste são: 
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diferença estatística entre as médias populacionais (as medidas dos métodos analíticos) é 

estatisticamente diferente de zero, ou seja, a hipótese nula é rejeitada. Neste caso, no 

nível de significância estudado na comparação dos resultados obtidos do ICP OES com 

as extrações ácidas (centrífuga vs centrífuga + ultrassom), α  = 0,05, existiria menos que 

uma chance em 20 de que a diferença entre os dois métodos analíticos não exista. 

 

4.12 Procedimentos de digestão ácida seguidos da determinação multi-

elementar em ICP OES 

 

4.12.1 Digestão ácida assistida por radiação microondas 

O método foi aplicado para análise de amostras de sete áreas de estudo da BTS 

(estações nº. 1, 2, 3, 4, 5,11 e 13) com a finalidade de confirmar a exatidão do método 

analítico proposto. As comparações dos resultados de concentração dos analitos nas 

amostras com os dois métodos foram realizadas através do teste t de Student pareado, 

executado no STATISTICA 6.0®.  

Para iniciar o procedimento de digestão ácida, foi pesada aproximadamente 250 

mg de amostra (material certificado ou mariscos) nos recipientes de digestão TFM e foram 

adicionados 7,0 ml de HNO3 concentrado, 1,0 ml de H2O2.  Em seguida, os recipientes 

com mecanismo de alívio de pressão foram fechados e inseridos no rotor para a digestão. 

Cada amostra foi digerida em triplicata.  

Ao término da digestão, os frascos foram retirados do forno de microondas e 

mantidos à temperatura ambiente para resfriamento. Após essa etapa, as amostras 

digeridas, incluindo o branco, foram transferidas para tubos plásticos e diluídos para 25,0 

ml com água ultra-pura.  

Para a determinação da acidez final dos digeridos, uma alíquota de 100 µl foi 

tomada e titulada com uma solução de NaOH 0,09972 mol L-1, usando solução de 

fenolftaleína (1,0% m/v em etanol) como indicador. Os padrões da curva analítica de 

calibração foram preparados com a mesma concentração ácida dos digeridos. O 

programa de aquecimento do forno de microondas, pré-estabelecido para esse tipo de 

amostra é mostrado na Tabela 9. 

 

 

 

 



 

67 

Tabela 9. Programa de aquecimento do forno de microondas com cavidade (Ethos EZ) com 

frascos fechados 

Estágio Tempo (min) Temperatura (°C) Potência (W) Descrição 

1 4 90 1000 Pré-aquecimento 

2 2 90 1000 Aquecimento 

3 6 180 1000 Aquecimento 

4 15 180 1000 Aquecimento 

5 10 25 0 Resfriamento 

 

4.12.2 Digestão ácida com bombas Parr 

 Simultaneamente ao desenvolvimento da extração ácida de elementos maiores e 

traço em bivalves, a digestão ácida por bombas Parr estava sendo empregada no preparo 

de amostras coletadas na Baía de Todos os Santos para a determinação de diversos 

elementos (Al, As, Ba, Ca, Cd, Co, Cu, Cr, Fe, K, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Se, Sr, V e Zn) em 

ICP OES. Os elementos que tiveram recuperações acima de 90% no tecido de ostra 

certificado (NIST 1566b) foram utilizados nesse estudo. As bombas Parr compõem-se de 

sete peças para montagem: Disco do fundo, mola, corpo, tampa de rosca, placa de 

pressão superior e inferior e copo de PTFE (Poli-tetra-fluor-etileno). A Figura 18 mostra 

cada uma dessas peças.  
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Figura 18. Peças da bomba de digestão ácida Parr (adaptado do manual da Parr Instrument 

Company) 

Após a montagem do cilindro metálico (disco e corpo), a amostra (~0,25 g) e o 

ácido HNO3 concentrado (2,0 ml) foram colocados no copo de PTFE. Em seguida, 

adicionou-se 2,0 ml de água Milli-Q e fechou-se o copo empurrando a tampa firmemente 

para baixo, com movimento de torção. O copo foi inserido no cilindro metálico, seguido da 

placa inferior de pressão, mola e placa superior de pressão. Logo depois, a tampa de 

rosca foi firmemente apertada. Já fechadas, as bombas foram levadas para uma estufa 

ventilada (Nova Ética, modelo 400/D) a uma temperatura de 120º C por 16h. Cada 

amostra foi digerida em triplicata.  

Após o procedimento de decomposição, as bombas foram resfriadas por 

aproximadamente 20 min e cuidadosamente abertas em uma capela. A solução final foi 

avolumada para 20,0 ml com água Mill-Q para posterior determinação dos analitos por ICP 

OES. Os brancos foram tratados da mesma maneira. Para a determinação da acidez final 

dos digeridos, uma alíquota de 100 µL foi tomada e titulada com uma solução de NaOH 

0,09972 mol L-1, usando solução de fenolftaleína (1,0% m/v em etanol) como indicador. 

Os padrões da curva analítica de calibração foram preparados com a mesma 

concentração ácida dos digeridos. 
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Os dados de concentração obtidos foram comparados com as concentrações 

máximas permitidas pelas resoluções brasileiras (ANVISA 1965; 1998) e pelas agências 

especializadas em saúde de outros países (JECFA, FNB, UK EVM e ANFZA). Para 

realizar essa comparação, as concentrações dos analitos encontradas neste trabalho em 

peso seco foram convertidas para peso úmido, que é usado para expressar os limites 

máximos permitidos de contaminantes inorgânicos em alimentos pelas agências 

reguladoras.  Essa forma de concentração é adotada principalmente para caracterizar a 

forma de ingestão dos alimentos. A conversão foi feita multiplicando o valor obtido em 

peso seco por um fator baseado nos teor de água presente nos tecidos moles dos 

moluscos. Esse fator de conversão é calculado com a seguinte fórmula:  

 

 

Onde Págua é a percentagem de água no molusco bivalve. Segundo dados da literatura o 

fator de conversão para as espécies Crassostrea rhizophorae, Mytella guyanensis e 

Anomalocardia brasiliana é 0,15, que corresponde aproximadamente a 85% de água nos 

tecidos moles desses bivalves (Silva et al., 2001; Oliveira et al., 2001; Hunt et al., 2005).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Fator  (peso seco para peso úmido)
100 -Págua

=
100
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5. Resultados e discussão 

5.1 Otimização da extração ácida empregando ácidos diluídos e 

centrifugação 

Os resultados dos ensaios do planejamento de Doehlert demonstraram que os 

elementos maiores (Ca, K, Mg e Na) e os metais traço (Cd, Cu, Mn, Sr e Zn) presentes no 

MRC (tecido de ostra, NST 1566b) foram os elementos possíveis de serem quantificados. 

Os elementos Al, As, Ba, Co, Ni, Fe, Pb, Sb, Se e V não foram recuperados nas 

condições experimentais estudadas. A matriz Doehlert com os valores reais e codificados 

das variáveis e as recuperações de Ca, Cd, Cu, K, Mg, Mn, Na, Sr e Zn obtidas se 

encontram na Tabela 10. 

 
 
Tabela 10. Matriz Doehlert da extração ácida com centrífuga empregando tecido de ostra 

certificado NIST 1566b. 

 

Recuperação dos analitos em MRC (%) 
Ensaio V.R. Tempo Conc. 

Ca Cd Cu K Mg Mn Na Sr Zn R.M. 
1 8000 25 2,0 80,9 41,0 63,9 91,8 89,5 67,8 83,0 70,8 79,8 8,0 
2 10000 25 2,0 87,6 45,8 69,6 95,7 95,1 73,4 86,8 77,1 84,9 8,63 
3 9000 40 2,0 65,0 23,4 47,4 85,2 75,5 52,4 75,8 56,0 66,8 6,45 
4 9000 30 3,0 81,8 42,7 68,1 92,3 92,2 69,3 84,3 69,5 81,5 8,21 
5 6000 25 2,0 82,5 42,4 66,5 92,3 90,4 69,4 83,6 72,2 80,8 8,19 
6 7000 10  2,0 52,4 14,5 39,8 72,1 64,0 43,7 65,0 47,3 57,5 5,34 
7 7000 20 1,0 88,9 47,3 66,1 98,2 94,9 73,2 88,6 78,9 86,5 8,70 
8 9000 10 2,0 79,6 39,7 64,0 89,9 88,7 67,6 81,9 69,1 79,2 7,93 
9 9000 20  1,0 90,9 50,8 68,9 99,6 97,1 76,0 90,5 84,2 88,7 9,02 
10 7000 40 2,0 84,4 44,9 69,7 95,1 93,9 72,6 86,6 72,5 84,4 8,49 
11 8000 35 1,0 89,8 46,5 65,6 100,2 95,0 73,4 90,0 82,9 86,5 8,78 
12 7000 30 1,0 79,5 41,7 65,0 89,9 88,9 67,0 80,7 68,8 78,3 7,95 

13 8000  15 3,0 73,3 35,6 61,1 86,8 85,6 62,7 79,7 62,6 75,8 7,46 

 
Onde: V.R = velocidade de rotação, Conc.=concentração da mistura ácida 
 

Na Tabela 11 são mostrados os modelos matemáticos obtidos com os dados 

processados no STATISTICA 6.0®. 
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Tabela 11. Resultados dos elementos individuais e da resposta múltipla obtidos com o 

planejamento Doehlert 

Analitos Modelos matemáticos R2 

Ca 
R =32,99 + 9,2 0t - 3,71 x10-3 

VR - 55,47 C - 0,05 t2 + 10,38 x 10-7 
VR

2 + 5,03 C2 

- 77,42 x 10-5 
VRt - 0,08 Ct + 3,93 x 10-3 

CVR 
0,845 

Cd 
R = 28,34 + 8,90 t + 0,02 VR – 50,76 C - 0,05 t2 + 7,63 x 10-7 

VR
2 + 5,09 C2 - 

7,83 x 10-4 
VRt  + 0,07 Ct + 0,03 CVR 

0,863 

Cu 
R = 13,03 + 8,64 t - 4,15 x 10-3 

VR - 45,37 C - 0,04 t
2 + 1,03 x 10-6 

VR
2
 + 3,36 C2

 

- 77,58 x 10-5 
VRt  - 0,04 

Ct + 0,04 CVR 
0,821 

Mg 
R = 35,53 + 8,33 t - 1,28 x 10-3 

VR - 50,02 C – 0,04 
t
2 + 8,04 x 10-7 

VR
2 + 4,38 C2 

– 71,99 x 10-5 
VRt - 0,08 Ct + 3,88 x 10-3 

CVR 
0,834 

Mn 
R = 16,41 + 8,34 t - 2,72 x 10-3 

VR - 47,05 C  - 0,04 
t
2 + 9,06 x 10-7 VR2 + 4,02 C2 

- 7,35 x 0-4  
VRt 

 - 0,06 Ct + 0,04  
CVR 

0,844 

Na 
R = 56,88 + 5,04 t - 1,92 x 10-3 

VR- 38,22 C – 0,03 
t
2
 + 5,71 x 10-7 

VR
2 + 3,67 C 

2- 4,63 x 10-4 
VRt - 0,10 Ct + 27,42 x 10-4 

CVR 
0,845 

Sr 
R = 21,80 + 7,91 t - 20,63 x10-4 

VR - 42,10 C - 0,05 t2 +9,56 x 10-7 
VR

2 + 5,38 C2 
- 63,83 x 10-5 

VRt - 0,12 Ct + 20,17 x10-4 
CVR 

0,834 

Zn 
R = 40,41 + 7,49 t - 19,56 x 10-4 

VR - 48,93 C – 0,04 
t
2 +7,69 x 10-7 

VR
2 + 4,49 C2 

- 65,33 x 10-5
VRt – 0,07 

Ct + 35,42 x 10-4 
CVR 

0,835 

R.M. 
R= 3,0 + 69,97 x10-2 

t - 0,21 x 10-3 
VR - 4,15 C - 37,07 x 10-4 

t
2 +7,61 x10-8 

VR
2
 + 

0,39 C2 – 5,99 x 10-5  
VRt +2,99 x 10-4 

CVR - 6,92 x 10-3 
Ct 

0,845 

 
Onde: T= tempo de centrifugação; VR= velocidade de rotação da centrifuga; C= concentração da mistura 
ácida 

 

Os modelos apresentados na Tabela 11 explicam a percentagem de variação total 

das respostas observadas. Para o cálcio, por exemplo, o seu modelo explica 84,5% da 

variação total e o restante fica por conta dos resíduos. Com a obtenção das equações que 

relacionam a percentagem de recuperação com as variáveis que afetam o sistema, pode-

se aplicar o critério de Lagrange. A seguir será mostrado esse procedimento matemático 

sendo aplicado em todas as funções quadráticas obtidas para determinar a natureza dos 

pontos estacionários em cada elemento e na resposta múltipla.  

Para o modelo matemático do cálcio representado na Tabela 11, a aplicação do 

critério de Lagrange fornece os seguintes valores dos determinantes: 
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Portanto essa função possui ponto estacionário de sela. Para a função quadrática 

do cádmio mostrada na Tabela 11 (p.71) a aplicação do critério de Lagrange mostra os 

seguintes determinantes:  
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Assim essa função possui ponto de sela e não máximos ou mínimos relativos. 

Aplicando o critério de Lagrange na função quadrática do cobre representada na Tabela 

11 (p.71), são obtidas as seguintes derivadas parciais e matrizes: 
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Logo a função quadrática do cobre, também possui ponto de sela. Para o modelo 

matemático do magnésio representado na Tabela 11 (p.71) são obtidas as seguintes 

derivadas parciais e matrizes com a aplicação do critério de Lagrange: 
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Portanto essa função também possui ponto de sela. Aplicando o critério de 

Lagrange na função quadrática do manganês representada na Tabela 11 (p.71), os 

determinantes obtidos são: 
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Assim, os determinantes indicam que função quadrática do manganês também 

possui ponto de sela. Aplicando o critério de Lagrange na função quadrática do sódio 

representada na Tabela 11 (p.71), são obtidos os seguintes determinantes: 
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 Os determinantes da função quadrática do sódio também indicam ponto de sela. 

Já para o estrôncio, com a aplicação do critério de Lagrange no seu modelo matemático 

mostrado na Tabela 11 (p.71), os seguintes determinantes são encontrados: 
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A função quadrática do estrôncio obtida também mostra ponto de sela, através dos 

valores dos determinantes. Usando o critério de Lagrange na função quadrática do zinco, 

mostrada na Tabela 11 (p.71), os seguintes determinantes são obtidos: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2

2

2

8

3 2

2

2

5,65 10 0

R R R

t t VR t C

R R R
x

VR t VR VR C

R R R

C t C VR C

−

 ∂ ∂ ∂
 

∂ ∂ ∂ ∂ ∂ 
 ∂ ∂ ∂

∆ = = − < ∂ ∂ ∂ ∂ ∂ 
∂ ∂ ∂ 

 ∂ ∂ ∂ ∂ ∂ 

3 5 3

4 7 5 4

3 4

5

3

4

2

7, 49 76,61 10 65,33 10 69, 44 10

19,56 10 15,38 10 65,33 10 35, 42 10

48,93 8,98 69, 44 10 35,42 10

65,33 10

69, 44 10

35,42 10

R
x t x VR x C

t

R
x x VR x t x C

VR

R
C x t x VR

C

R
x

t VR

R
x

t C

R
x

VR C

R

− − −

− − − −

− −

−

−

−

∂
= − − −

∂

∂
= − + − +

∂

∂
= − + − +

∂

∂
= −

∂ ∂

∂
= −

∂ ∂

∂
=

∂ ∂

∂ 3

2

2

7

2

2

2

76,61 10

15,38 10

8,98

x
t

R
x

VR

R

C

−

−

= −
∂

∂
=

∂

∂
=

∂

2
3

1 2
76,61 10 0

R
x

t

−∂
∆ = = − <

∂

2

2
7

2 2

2

5, 45 10 0

R R

t t VR
x

R R

VR t VR

−

 ∂ ∂
 

∂ ∂ ∂ ∆ = = − <
 ∂ ∂
 

∂ ∂ ∂ 



 

79 

  

 

 

 

 

Esses resultados mostram que a função quadrática do zinco obtida com o 

planejamento de Doehlert de três fatores não possui nem pontos máximos nem mínimos 

relativos. Para o modelo matemático da resposta múltipla representado na Tabela 11 

(p.71) os seguintes determinantes com a aplicação do critério de Lagrange são 

encontrados: 
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Portanto, o critério de Lagrange demonstrou que as superfícies de resposta de 

todas as recuperações dos analitos e da resposta múltipla possuem um ponto (níveis 

críticos) máximo incluso no domínio experimental, mas pontos estacionários de sela, onde 

há máximo de um fator independente, e mínimo de outro.  

Uma forma de estabelecer as condições experimentais aproximadas de otimização 

sem realizar outro planejamento é avaliar as superfícies de contorno das respostas 

analíticas (recuperação dos elementos e resposta múltipla) e empregar um teste de 

robustez. As superfícies de contorno da resposta múltipla são mostradas nas Figuras 19, 

20 e 21 são mostradas como exemplo. Segundo a superfície de contorno da Figura 19 as 

recuperações dos analitos são favorecidas com altas velocidades de rotação ou tempos 

de extração elevados. Portanto, foram confirmados os resultados esperados de tempo de 

extração, já que a mistura ácida (HNO3, HCl e CH3COOH) poderá quebrar mais ligações 

químicas dos analitos da matriz da amostra de MRC quanto mais tempo estiver em 

contato com ela. Adicionalmente, poderiam ser usadas as condições 6000 rpm e 40 min 

ou as condições de 15 min e 10000 rpm como possíveis valores de otimização.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Superfície de contorno da resposta múltipla obtida da matriz Doehlert para otimização 

da velocidade de rotação e tempo de centrifugação na extração ácida com centrífuga 
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 Na superfície de contorno da Figura 20, é indicada a condição experimental de 25 

min e 1,0 mol L-1 ou a condição de 25 min e 3,2 mol L-1 como aquelas que poderiam ser 

usadas para estabelecer os valores otimizados da extração ácida com centrífuga. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Superfície de contorno da resposta múltipla obtida da matriz Doehlert para otimização 

da velocidade de rotação e concentração da mistura ácida na extração ácida com centrífuga 

  

 Já o gráfico de contorno da Figura 21 mostra que baixas concentrações da mistura 

ácida (HNO3, HCl e CH3COOH), ou altas velocidades de rotação da centrífuga favorecem 

a extração ácida dos analitos das amostras de MRC. Além disso, poderiam ser usadas as 

condições de 1,0 mol L-1 e 6000 rpm ou a condição de 3,2 mol L-1 e 10000 rpm como 

possíveis valores de otimização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Superfície de contorno da resposta múltipla obtida da matriz Doehlert para otimização 
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do tempo de centrifugação e concentração da mistura ácida na extração ácida com centrífuga 

Apesar dessas observações, optou-se utilizar a condição experimental que 

ofereceu maior valor de resposta múltipla nos ensaios da matriz Doehlert do que estudar 

as condições aproximadas com um posterior teste de robustez ou realizar um novo 

planejamento. Assim as seguintes condições experimentais foram selecionadas: 20 min 

de tempo de extração, 9000 rpm de velocidade de centrifugação e 1,0 mol L-1 da mistura 

ácida.  

Vale ressaltar que o presente trabalho não realizou um planejamento experimental 

para seleção dos fatores mais significativos do sistema, como o planejamento fatorial 

completo, porque foram trabalhados os fatores da extração ácida com centrífuga 

indicados por Santos et al. (2008), um grupo de pesquisa de química Analítica da UFBA.  

Santos et al. (2008) estudaram a extração ácida de elementos maiores e traço em 

várias amostras de alimentos (incluindo frutos do mar) empregando centrifugação e 

determinação por ICP OES. Esses autores analisaram a massa e tamanho da partícula da 

amostra, velocidade de rotação da centrífuga e tempo de extração com planejamento 

fatorial fracionário de dois níveis. Santos et al. (2008) também estudaram a proporção 

ideal da mistura ácida HNO3, HCl e CH3COOH com planejamento centróide simplex. 

A partir dos resultados de Santos et al. (2008) o presente trabalho, focado na 

determinação de elementos maiores e traço em invertebrados marinos com ICP OES, 

pôde otimizar os fatores da extração ácida descritos na otimização do procedimento 

proposto (tempo, velocidade de rotação e concentração da mistura ácida). Por 

conseguinte, foi possível estabelecer o domínio experimental baseado nos efeitos mais 

significativos desses fatores, para serem estudados adequadamente na matriz Doehlert. 

Além disso, foi possível empregar a proporção de 1/3 da mistura dos ácidos HCl, HNO3 e 

CH3COOH, no presente estudo, pois esses ácidos ofereciam um efeito sinérgico segundo 

as conclusões de Santos et al. (2008).  

 

5.2 Validação do método analítico proposto 

 

5.2.1 Limite de detecção e quantificação 

 

 Os resultados da análise das dez medidas de brancos para análise do efeito do 

ultrassom na extração ácida mostraram que a sonicação promoveu uma leve melhoria 

nos limites de detecção e quantificação na maioria dos elementos, principalmente para os 
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metais magnésio e zinco (Tabela 12).  

 Além disso, os valores de LOD de Ca, Mg, Mn, Na e Zn da extração ácida com 

centrífuga associada ao ultrassom estão melhores que aqueles encontrados por Ladra-

Ramos et al. (2005) (4,75, 0,24, 0,02, 2,37 e 0,5 µg g-1 de peso seco,  respectivamente), 

que desenvolveram um método analítico empregando ultrassom no preparo de amostras 

de bivalves e o FAAS na detecção dos metais. O LOD de Mg obtido com o utlrassom está 

próximo daquele encontrado por Bermejo-Barrera et al. (2001) (0,07 µg g-1 de peso seco) 

que desenvolveram a extração acida com ultrassom seguida da determinação desses 

metais por FAAS em mariscos. O LOD do manganês do presente estudo empregando o 

ultrassom é igual ao obtido por Bermejo-Barrera et al. (2001) e menor que aquele 

encontrado por Yebra e Moreno-Cid (2003) (0,4 µg g-1 de peso seco), que determinaram o 

referido elemento utilizando um sistema de extração acida com sonicação em linha e o 

FAAS.  

  

Tabela 12. Avaliação dos limites de detecção e quantificação obtidos da extração ácida com 

centrífuga e extração ácida com centrífuga associada ao ultrassom (µg g-1 de peso seco) 

 

Centrífuga Ultrassom + Centrífuga 
Elemento 

LOQ LOD LOQ LOD 

Ca 8,59 5,71 8,66 3,31 

Cd 0,30 0,09 0,30 0,09 

Cu 0,48 0,15 0,33 0,10 

K 3,86 1,16 3,01 0,9 

Mg 1,04 0,31 0,32 0,10 

Mn 0,10 0,03 0,08 0,02 

Na 3,05 1,48 4,30 1,87 

Sr 0,05 0,01 0,04 0,01 

Zn 1,44 0,43 0,89 0,27 

 

 Tais resultados estão de acordo com os esperados para um espectrômetro de 

emissão óptica com fonte de plasma indutivamente acoplado, com limites de detecção 

comparáveis ou melhores do que outros métodos analíticos que empregam outras 

técnicas espectroscópicas atômicas (Skoog, 2009).   
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5.2.1 Exatidão e Precisão 

 

 A exatidão e a precisão do método para determinação de Ca, Cd, Cu, K, Mg, Mn, 

Na, Sr e Zn empregando ICP OES e a extração ácida sob as condições otimizadas 

(tempo de extração e velocidade de rotação da centrífuga, concentração do meio ácido) 

foram avaliadas através da análise de amostras de MRC (NIST 1566b). Para tanto, foram 

feitas 10 medidas independentes dessas amostras para o método com a extração ácida e 

centrífuga e outras 10 medidas independentes de amostras de tecido de ostra certificado 

para avaliação do uso do ultrassom na extração ácida. 

Segundo os resultados da análise de MRC para avaliação da exatidão do método 

analítico proposto, a extração ácida com centrífuga associada ao ultrassom promoveu 

uma melhora na quantificação da maioria dos metais, principalmente para Cd, Cu, Mn e 

Sr (Tabela 13). 

 

Tabela 13. Concentrações dos elementos maiores e traço em tecido de ostra certificado (NIST 

1566b) determinadas por ICP OES após a extração ácida com centrífuga e extração ácida com 

centrífuga associada ao ultrassom 

Elementos Valores 
certificados  

Valores obtidos 
com a centrífuga 

(1) a 

Valores obtidos com 
ultrassom + centrífuga 

(2) a 

Melhora de 
(1) em 

relação à (2) 

R% de (2) 
no MRC  

Ca 838 ± 2 763 ± 48 816 ± 27 7        97,4  
Cd 2,48 ± 0,08 1,51 ± 0,18 1,78 ± 0,08 18        71,8  

Cu 71,6 ± 1,6 55,7 ± 5,7 63,9 ± 2,4 15        89,3  

K 6520 ± 90 6241 ± 150 6357 ± 113 2        97,5  

Mg 1085 ± 23 905 ± 53 973 ± 24 8        89,6  

Mn 18,5 ± 0,2 14,4 ± 1,0 15,8 ± 0,5 10        85,2  

Na 3297 ± 53 2879 ± 80 2960 ± 57 3        89,8  

Sr 6,8 ± 0,2 4,6 ± 0,3 5,0 ± 0,2 9        73,4  

Zn 1424 ± 46 1182 ± 64 1264 ± 29 7        88,8  

 
a – Resultados expressos como média ± desvio padrão (n=10) 

 

De fato, os resultados do teste t de Student pareado, mostrados na Tabela 14, 

indicam que se deve rejeitar a hipótese nula = 0DiferençaH0 : µ  a um nível de significância 

α =0, 05, para todos os analitos, pois os valores de p são pequenos (p < 0,05). Com 

esses resultados encontrados, verificou-se que, em média, o método que usou o 
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ultrassom e centrífuga no preparo de amostras, forneceu medidas de concentração mais 

altas que o método analítico que usou somente a centrífuga na extração ácida.  

 

Tabela 14. Dados do teste t de Student pareado para avaliação do ultrassom na extração ácida 

 

Analito Procedimento 
do método 

Média das 
concentrações 

Desvio 
padrão n 1 2X X−  ds  Tcal gl p 

Ca Ultrassom + 
Centrífuga 

816 27       

 Centrífuga 763 48 10 52,9 45 3,710 9 0,0048 

Cd Ultrassom + 
Centrífuga 

1,78 0,08       

 Centrífuga 1,51 0,18 10 0,27 0,13 6,360 9 0,0001 

Cu Ultrassom + 
Centrífuga 

63,9 2,4       

 Centrífuga 55,7 5,7 10 8,2 4,4 5,925 9 0,0002 

Ultrassom + 
Centrífuga 

6357 113       
K 

Centrífuga 6241 150 10 116 128 2,855 9 0,0189 

Mg Ultrassom + 
Centrífuga 

973 24       

 Centrífuga 906 53 10 66 48 4,407 9 0,0017 

Ultrassom + 
Centrífuga 

15,8 0,5       
Mn 

Centrífuga 14,4 1,0 10 1,4 0,8 5,498 9 0,0004 

Ultrassom + 
Centrífuga 

2960 57       
Na 

Centrífuga 2879 80 10 82 74 3,479 9 0,0069 

Ultrassom + 
Centrífuga 

5,0 0,2       
Sr 

Centrífuga 4,6 0,3 10 0,4 0,3 4,847 9 0,0009 

Ultrassom + 
Centrífuga 

1264 29       
Zn 

Centrífuga 1182 64 10 82 58 4,443 9 0,0016 

 
 

 

Verifica-se na Tabela 13 (p.84) também que todos os dados obtidos da extração 

com centrífuga e da extração com centrífuga associada ao ultrassom estão distorcidos 

X1- X2 = diferença das médias das concentrações.
sd = desvio padrão das diferenças entre as concentrações.

gl = graus de liberdade.

p = valor da probabilidade da hipótese nula.

tcal = valor de t calculado
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( c∆ < ∆ ) em relação aos valores certificados segundo o teste de medidas analíticas 

recomendadas pela NIST (tópico 4.10.2, p. 62). Assim há diferenças significativas entre 

os valores encontrados e os de referência (p<0,05). Entretanto os resultados de 

recuperação dos metais no MRC obtidos com o ICP OES após a extração ácida auxiliada 

por ultrassom e centrífuga indicaram que esse método pode ser adequado para análise 

quantitativa dos analitos, pois estes valores estão na faixa de 70 a 120%, que é aceitável 

para determinação de elementos maiores e traço, segundo a literatura (Ebdon et al., 

2001; Cazes 2004; FDA, 2009). 

 A exatidão do método com extração ácida por centrífuga associada ao ultrassom 

foi analisada também mediante a comparação dos resultados da determinação dos metais 

nos bivalves coletados em sete localidades da BTS (Figura 3) com aqueles obtidos com o 

método com a digestão ácida assistida por microondas. Na Tabela 15, observa-se que 

foram encontradas diferenças não significativas (p > 0,05) entre o método analítico 

proposto e o método de referência na determinação de cálcio. 

 

Tabela 15. Comparação das medidas de concentração de cálcio (µg g-1 de peso seco) em bivalves 

da BTS (n=3) 

Amostra Estação Ultrassom + Centrífuga Microondas p 

13 8030 ± 195 8938 ± 646 0,0917 
5 7774 ± 248 7002 ± 760 0,3008 Chumbinho 

4 9774 ± 371 12768 ± 1446 0,0664 

2 2655 ± 614 3192 ± 54 0,2885 
1 3712 ± 58 3517 ± 33 0,0074 Sururu 

3 3803 ± 24 4141 ± 672 0,4626 

11 4835 ± 166 5276 ± 49 0,0238 
2 6101 ± 966 5807 ± 482 0,4122 Ostra 

3 6032 ± 458 6274 ± 939 0,7547 

 
 

A tabela 16 mostra os valores de concentração de Cd nos tecidos das amostras de 

bivalves da BTS. Observa-se que o procedimento de digestão ácida possibilitou maior 

quantificação do metal, segundo o valor de referência tecido de ostra certificado (94% de 

recuperação do Cd contra 72% de recuperação do referido metal obtido pelo método 

proposto). Isso pode ser justificado pelo fato do cádmio nos moluscos bivalves estar 

associado às metalotioneínas, proteínas cujas sínteses são estimuladas principalmente 

pela presença desse metal e outros como o cobre e zinco. A estrutura dessas moléculas é 
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rica em grupos sulfidrila (-SH) que lhe conferem elevada capacidade de ligação ao Cd 

(Nordberg, 1998; Santiago-Rivas et al., 2007). Logo, um preparo de amostras com 

condições mais energéticas, como a digestão ácida assistida por microondas tornam 

possíveis quantificações mais elevadas, pois promove a completa destruição da matriz 

convertendo o Cd na forma inorgânica.  

 

Tabela 16. Comparação das medidas de concentração de cádmio (µg g-1 de peso seco) em 

bivalves da BTS (n=3) 

Amostra Estação Ultrassom + Centrífuga Microondas  p 

13 1,44 ± 0,70 1,82 ± 0,04 0,4377 
5 < LOD < LOD - Chumbinho 

4 < LOD < LOD - 

2 < LOD < LOD - 
1 < LOD < LOD - Sururu 

3 < LOD < LOD - 

11 12,62 ± 0,71 15,80 ± 0,40 0,0302 
2 < LOD < LOD - Ostra 

3 < LOD 0,11 ± 0,03 - 

 

A Tabela 17 mostra que foram encontradas concentrações similares de cobre nas 

amostras com o uso de ambos os métodos. O cobre é um dos metais que está associado 

às metalotioneínas, logo a digestão ácida proporciona quantificações mais elevadas de 

cobre do que a extração ácida, que não decompõe totalmente a amostra. Por isso, foram 

observadas mais diferenças significativas entre o método proposto e o de referência do 

que não significativas. 

 

Tabela 17. Comparação das medidas de concentração de cobre (µg g-1 de peso seco) em bivalves 

da BTS (n=3) 

Amostra Estação Ultrassom + Centrífuga Microondas p 

13 8,69 ± 0,13 9,34 ± 0,7 0,0733 
5 5,14 ± 0,06 5,01 ± 0,13 0,0650 Chumbinho 

4 5,33 ± 0,08 5,15 ± 0,09 0,0016 

2 6,56 ± 2,01 11,06 ± 0,23 0,0519 
1 13,76 ± 0,29 19,85 ± 0,36 0,0028 Sururu 

3 14,06 ± 0,74 25,34 ± 1,08 0,0077 

11 136,77 ± 8,87 153,48 ± 2,31 0,0883 
2 26,85 ± 0,30 28,18 ± 0,15 0,0046 Ostra 

3 28,93 ± 0,17 32,01 ± 0,28 0,0005 
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A Tabela 18 mostra valores de p < 0,05 indicando que os dois métodos são 

significativamente diferentes para quantificarem o potássio em moluscos bivalves. 

Entretanto, o método proposto teve maior valor de recuperação em MRC do que a 

digestão ácida com microondas, ou seja, 98% para o método proposto e 94% para o 

método de referência (digestão ácida com forno de microondas e ICP OES). 

Consequentemente, o método desenvolvido proporciona quantificações mais elevadas. 

 

Tabela 18. Comparação das medidas de concentração de potássio (µg g-1 de peso seco) em 

bivalves da BTS (n=3) 

Amostra Estação Ultrassom + Centrífuga 

(µg g-1 de peso seco) 

Microondas 

(µg g-1 de peso seco) 

p 

13 14372 ± 509 10985 ± 111 0,0079
5 13028 ± 461 10809 ± 165 0,0148Chumbinho 

4 12453 ± 92 10031 ± 217 0,0052

2 6883 ± 1355 6441 ± 116 0,6370
1 10567 ± 435 8183 ± 99 0,0119Sururu 

3 10711± 336 8130 ± 82 0,0061

11 10633 ± 583 8689 ± 81 0,0347
2 14541 ± 172 10770 ± 174 0,0026Ostra 

3 15371 ± 165 11254 ± 109 0,0009

 
 
 

 Os dados da Tabela 19 indicam que as concentrações de Mn nas amostras reais 

com os dois procedimentos foram próximas, porém foram observadas diferenças 

significativas (p < 0,05). As recuperações de Mn em MRC mostram que, as condições 

mais drásticas da digestão ácida possibilitaram maior quantificação do metal. 

 
 

Tabela 19. Comparação das medidas de concentração de manganês (µg g-1 de peso seco) em 

bivalves da BTS (n=3) 

Amostra Estação Ultrassom + Centrífuga 

(µg g-1 de peso seco) 

Microondas 

(µg g-1 de peso seco) 

p 

13 22,3 ± 0,3 28,0 ± 1,8 0,0391
5 19,0 ± 0,9 20,5 ± 1,8 0,1091Chumbinho 

4 25,6 ± 0,3 33,9 ± 1,7 0,0108

2 31,9 ± 8,8 52,5 ± 0,8 0,0539
1 36,8 ± 0,8 44,6 ± 2,1 0,0228Sururu 

3 40,1 ± 0,8 52,2 ± 1,2 0,0036

11 24,9 ± 1,4 28,9 ± 0,3 0,0417
2 16,5 ± 0,3 18,9 ± 0,2 0,0009Ostra 

3 20,4 ± 0,2 24,3 ± 0,3 0,0026
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 A Tabela 20 indica que não existem diferenças significativas entre as 

concentrações de Sr obtidas com os dois métodos. Tanto o procedimento da centrifuga 

quanto o procedimento de microondas com cavidade permitem a quantificarem o 

estrôncio de forma semelhante, já que as recuperações do metal em MRC (tecido de 

ostra) foram significativamente iguais. 

 

Tabela 20. Comparação das medidas de concentração de estrôncio (µg g-1 de peso seco) em 

bivalves da BTS (n=3) 

Amostra Estação Ultrassom + Centrífuga 

(µg g-1 de peso seco) 

Microondas 

(µg g-1 de peso seco) 

p 

13 97,9 ± 3,9 106,2 ± 4,9 0,0674 
5 111,4 ± 3,2 86,6 ± 36,4 0,3825 Chumbinho 

4 135,5 ± 6,7 164,3 ± 16,1 0,0768 

2 45,1 ± 12,5 61,6 ± 1,3 0,1468 
1 64,2 ± 1,9 65,4 ± 0,9 0,1890 Sururu 

3 65,3 ± 0,7 75,0 ± 8,2 0,1997 

11 49,1 ± 2,9 51,6 ± 0,7 0,2471 
2 66,0 ± 4,5 64,3 ± 0,8 0,5357 Ostra 

3 67,8 ± 2,5 71,4 ± 3,7 0,3637 

 
 

A Tabela 21 mostra que não foram encontradas diferenças significativas entre a 

maioria dos resultados da metodologia proposta e os resultados da metodologia que 

emprega a digestão ácida em forno de microondas com cavidade. 

 

Tabela 21. Comparação das medidas de concentração de zinco (µg g-1 de peso seco)  em bivalves 

da BTS (n=3) 

Amostra Estação Ultrassom + Centrífuga 

(µg g-1 de peso seco) 

Microondas 

(µg g-1 de peso seco) 

p 

13 58,9 ± 2,0 63,8 ± 2,5 0,2030
5 62,8 ± 0,9 76,6 ± 15,4 0,4836Chumbinho 

4 59,8 ± 1,3 65,7 ± 5,5 0,1650

2 47,5 ± 17,4 73,5 ± 1,3 0,1176
1 64,8 ± 0,9 65,8 ± 1,7 0,3185Sururu 

3 60,0 ± 1,1 64,1 ± 1,0 0,0296

11 2333 ± 88 3267 ± 38 0,0024
2 1230 ± 14 1342 ± 19 0,0101Ostra 

3 1015 ± 7,8 1128 ± 5,0 0,0033

 

 Por último, não foi possível fazer uma avaliação da exatidão do método para 

determinação de Na e do Mg por comparação entre métodos. Houve um problema nos 
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resultados obtidos com a digestão ácida com radiação microondas, no qual a curva 

analítica desses elementos não foi traçada. 

 A precisão do método analítico é indicada na Tabela 22. Observa-se que houve 

um aumento da precisão para todos os elementos quando o ultrassom foi aplicado antes 

da centrifugação. Para o cálcio, por exemplo, a precisão aumentou de 6,27 para 3,27, ou 

seja uma diminuição de 48% do valor de RSD. Já para o cobre a precisão do método com 

o uso do ultrassom foi mais acentuada com uma diminuição de 65% do valor de RSD em 

comparação ao método proposto usando apenas a centrífuga na extração ácida. 

 

Tabela 22. Precisão do método proposto com somente a centrífuga e do método proposto com 

centrífuga associada ao ultrassom no tratamento de amostras de invertebrados marinhos 

 

Centrífuga Ultrassom + Centrífuga 
Elemento 

RSD (%) RSD (%) 

Ca 6,27 3,27 

Cd 11,76 4,70 

Cu 10,16 3,81 

K 2,40 1,78 

Mg 5,87 2,46 

Mn 7,28 2,99 

Na 2,77 1,94 

Sr 7,40 3,53 

Zn 5,43 2,30 

 

 Adicionalmente os valores de RSD foram melhores que aqueles encontrados por 

Krishna et al. (2004), que empregaram a sonicação com sonda e centrifugação de 

amostras de moluscos bivalves seguida da determinação desses elementos por ICP OES. 

Esses autores encontraram valores de RSD iguais ou superiores a 10% para os 

elementos discutidos.  

  

5.3 Considerações sobre o desenvolvimento do método analítico proposto 

 

 É importante ressaltar que o método proposto não foi aplicado para análise de 
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todas as amostras de mariscos coletados na BTS devido ao incidente ocorrido no mês de 

abril de 2009 no Instituto de Química da UFBA. Entretanto foi possível analisar todas as 

amostras de mariscos com o método analítico que emprega digestão ácida com bombas 

Parr, que estava sendo realizado concomitantemente ao método analítico em 

desenvolvimento. Portanto, optou-se utilizar (converter para peso úmido) apenas os 

dados obtidos com as bombas Parr seguida da determinação em ICP OES para a 

comparação com as concentrações máximas permitidas pela ANVISA e pelas agências 

especializadas em saúde internacionais.  Adicionalmente não foram realizadas as 

digestões ácidas de todas as amostras de marisco com o forno de microondas com 

cavidade devido a grande procura que esse aparelho tem nos grupos de pesquisa de 

química analítica da universidade. 

 Valem destacar também que as concentrações dos metais nos tecidos moles dos 

bivalves de algumas estações de estudo obtidas com o método proposto e o método com 

digestão ácida com forno de microondas (mostrados no tópico 5.2.1, p.86) foram 

utilizadas apenas para discussão dos resultados da etapa de desenvolvimento do método 

analítico. Além disso, as elevadas concentrações dos metais encontradas nos tecidos dos 

bivalves por esses métodos foram também discutidas no artigo baseado neste trabalho 

publicado no ano de 2010 na edição 95 do Microchemical Journal, cujo título é: 

Optimization of a centrifugation and ultrasound-assisted procedure for the determination of 

trace and major elements in marine invertebrates by ICP OES. 

 

5.4 Determinação multi-elementar em amostras de bivalves da BTS 

empregando ICP OES após a digestão ácida com bombas Parr 

 A análise do tecido de ostra certificado (NIST 1566b) necessária para seleção dos 

elementos no estudo de contaminantes inorgânicos nas amostras de Crassostrea 

rhizophorae (ostra), Anomalocardia brasiliana (chumbinho) e Mytella guyanensis (sururu) 

de diversas regiões da BTS revelou que os elementos Al, As, Ca, Cu, Fe, K, Mn e Zn 

tiveram recuperações quantitativas (maiores que 90%). Os resultados da determinação de 

Al, Ca, Cu, Fe, K, Mn e Zn nos tecidos moles dos bivalves (chumbinho, sururu e ostra) 

coletados em locais importantes de mariscagem da Baía de Todos os Santos são 

mostrados na Tabela 23. Pode-se observar que a concentração de Al nos tecidos moles 

dos bivalves variou na faixa de 161 a 2992 µg g-1, ou seja, valores muito acima daqueles 

obtidos pela literatura citada (Tabela 1, p.20). Verifica-se também que os bivalves 
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estudados tiveram concentrações do elemento traço As na faixa de 3,03 a 12,53 µg g-1 

(Tabela 23). Comparando com os dados de outros estudos citados neste trabalho (Tabela 

2, p.21-22), observa-se que as concentrações obtidas estão próximas daquelas relatadas 

por Jeng et al. (2002), Wagner e Booman (2004), Liu e Kueh (2005), que analisaram 

diferentes espécies de bivalves.  

 Foram encontradas concentrações de Ca, variando na faixa de 2559 a 8434 µg g-1, 

(Tabela 23) que são próximas daquelas obtidas por Wagner e Booman (2004), que 

analisaram o metal em um bivalve de água doce. As concentrações de Ca nos bivalves da 

BTS são menores que aquelas obtidas por Cevik et al. (2007) que estudaram esse metal 

no tecido mole da espécie Mytilus (Tabela 1, p.20).  

 A Tabela 23 mostra que, em geral, as concentrações de cobre nas amostras 

ficaram na faixa de 4,62 a 205 µg g-1. Em comparação aos resultados para cada espécie, 

foi observado que as amostras de Anomalocardia brasiliana possuem concentrações 

(4,62 a 8,84 µg g-1) menores que aquelas obtidas por Coimbra (2003), Gonçalves (2006) e 

Freire (2009) (Tabela 2 p.22-23). Para as ostras Crassostrea rhizophorae foram 

encontradas as concentrações de cobre na faixa de 28,1 a 205 µg g-1. Esses valores são 

maiores que os de Gonçalves (2006), Augusto et al. (2006) e Freire (2009), porém 

menores que aqueles obtidos por Amado-Filho (2008), que estudou essa espécie de ostra 

na BTS. Com relação ao sururu Mytella guyanensis, as concentrações de Cu nos tecidos 

moles das amostras (11,06 a 48,05 µg g-1) foram próximas daquela encontrada por 

Coimbra (2003) e de Gonçalves (2006). 

 Os resultados de ferro, mostrados na Tabela 23, indicam que o metal traço variou 

de 231 a 1185 µg g-1 nos tecidos moles dos bivalves da BTS. As concentrações obtidas 

estão entre as maiores registradas nos estudos citados (Tabela 2, p.21-23). Algumas 

amostras da espécie Crassostrea rhizophorae tiveram concentrações menores que 

algumas amostras analisadas por Amado-Filho et al. (2008) que realizaram estudos na 

BTS. Com relação à espécie Anomalocardia brasiliana, foi observado que as 

concentrações do referido metal são mais elevadas que aquelas relatadas por Coimbra 

(2003) que estudou o bivalve na Baía de Septiba, considerada moderadamente 

contaminada pela autora. 

 As concentrações do metal majoritário potássio nos tecidos moles dos bivalves 

variaram na faixa de 6748 a 11364 µg g-1 (Tabela 23). Os resultados obtidos são maiores 

que os relatados pelos estudos citados (Tabela 1, p.20). Wagner e Booman (2004) 

salientaram que além das fontes antropogênicas, a composição química de sedimentos 
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pode explicar as elevadas concentrações dos macro-elementos. Já os resultados de Mn, 

mostrados na Tabela 23, indicam concentrações na faixa de 8,45 a 52,0 µg g-1. Esses 

valores são menores que aqueles obtidos em diversos estudos citados. Adicionalmente, a 

faixa de concentração de manganês na espécie Crassostrea rhizophorae deste estudo 

(8,45 a 28,8 µg g-1) é próxima daquela encontrada por Silva et al. (2001). 

 Os resultados do metal traço Zn nos tecidos moles dos bivalves, mostrados na 

Tabela 23, indicam a faixa de concentração de 47,8 a 2976 µg g-1. Em geral, as 

concentrações encontradas estão entre as maiores já citadas neste trabalho. 

Comparando-se os valores de concentração de Zn para cada espécie com aqueles 

encontrados na literatura citada (Tabela 3, p.24-25), verifica-se que as amostras de 

Mytella guyanensis possuem uma faixa de concentração (50,8 a 159 µg g-1) maior que 

aquela obtida nas amostras analisadas por Gonçalves (2006).  Entretanto, as amostras de 

Anomalocardia brasiliana desse autor tiveram maiores concentrações de Zn do que as 

obtidas neste trabalho (47,8 a 51,5 µg g-1). Com relação à espécie Crassostrea 

rhizophorae foi observado que as amostras analisadas possuem concentrações de Zn 

(990 a 2976 µg g-1) maiores que aquelas obtidas por Gonçalves (2006). Adicionalmente, 

algumas amostras dessa espécie tiveram concentrações menores que algumas 

estudadas por Wallner-Kersanch (2000), Silva et al. (2001), e Amado-Filho et al. (2008).
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Tabela 23. Média (± desvio padrão, n=3) das concentrações de elementos maiores e traço (µg g-1 de peso seco) em moluscos bivalves coletados 

em diversas localidades da Baía de Todos os Santos 

 

Espécie Estação Al As Ca Cu Fe K Mn Zn 

          

4 2102 ± 37 10,11 ± 0,61 8434 ± 58 5,24 ± 0,07 1185 ± 8 9533 ± 139 32,33 ± 0,33 51,48 ± 1,44 

5 307 ± 5 14,83 ± 1,49 7632 ± 1253 4,62 ± 0,10 299 ± 7 9614 ± 100 21,20 ± 1,24 53,27 ± 2,43 

Anomalocardia 

brasiliana 

(Chumbinho) 
13 843 ± 39 8,95 ± 0,65 7640 ± 547 8,84 ± 0,36 502 ± 26 10934 ± 265 27,18 ± 1,39 47,83 ± 2,12 

           

1 251 ± 3 6,03 ± 1,13 3076 ± 42 145,13 ± 0,38 411 ±6 8781 ± 91 28,17 ± 0,15  2758 ± 6 

2 183 ± 3 5,55 ± 0,37 5187 ± 270 28,10 ± 0,24 347 ± 9 10805 ± 152 18,96 ± 0,31 1274 ± 13 

3 161 ± 3 6,67 ± 0,40 4410 ± 129 29,04 ± 0,56 293 ± 10 11364 ± 237 22,43 ± 0,53 1004 ± 14 

6 309 ± 7 5,55 ± 0,62 2929 ± 15 62,30 ± 1,40 377 ± 8 9679 ± 108 17,84 ± 0,42 1025 ± 20 

7 897 ± 74 3,03 ± 0,19 3893 ± 59 205,78 ± 2,96 638 ± 25 9691 ± 209 12,43 ± 0,57 2976 ± 20 

8 227 ± 12 12,30 ± 1,69 3941 ± 247 150,54 ± 4,63 231 ± 5 9835 ± 187 12,28 ± 0,28 2396 ± 52  

9 254 ± 14 8,46 ± 1,17 5062 ± 176 140,63 ± 2,36 275 ± 12 9055 ± 138 13,92 ± 0,82 2046 ± 39 

10 312 ± 8 4,47 ± 0,04 3624 ± 124 120,00 ± 1,84 295 ± 6  9252 ± 137 8,45 ± 0,14 2122 ± 36 

Crassostrea 

rhizophorae 

(Ostra) 

11 246 ± 1 6,26 ± 0,09  4341 ± 921 34,71 ± 2,22 315 ± 4 11021 ± 116 24,64 ± 0,21 990 ± 36 

          

1 1894 ± 22 10,97 ± 1,57 2997 ± 118 18,61 v 0,64 1074 ± 2 8114 ± 39 42,57 ± 0,88 54,90 ± 1,18 

2 2311 ± 62 12,53 ± 0,94 2559 ± 75 11,06 v 0,73 1421 ± 62 6748 ± 64 52,04 ± 1,22 59,62 ± 5,17 

3 2992 ± 34 12,82 ± 1,51 2985 ± 36 23,78 ± 0,28 1643 ± 39 8175 ± 159 49,17 ± 1,11 50,83 ± 0,47 

11 2656 ± 105 6,83 ± 1,34 3403 ± 918 41,85 ± 0,67 1625 ± 29 12056 ± 610 127,08 ± 1,82 60,86 ± 0,76 

Mytella guyanensis 

(Sururu) 

12 1810 ± 111 6,87 ± 0,31 2416 ± 274 22,15 ± 2,75 1258 ± 78 13594 ± 480 105,91 ± 7,15 159,62 ± 1,75 
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 Vale ressaltar que as concentrações dos analitos, expressas em µg g-1 de peso 

seco neste trabalho foram convertidas em µg g-1 de peso úmido, para se adequar às 

legislações brasileiras e as agências especializadas em saúde de outros países no estudo 

dos limites máximos de segurança na alimentação. Os valores de concentração em peso 

úmido dos elementos maiores e traço serão comentados a seguir. 

 

5.5 Avaliação das concentrações dos elementos maiores e traço em peso 

úmido nos tecidos moles de bivalves da BTS obtidas da determinação por 

ICP OES após digestão ácida com bombas Parr 

 

5.5.1 Alumínio 

 

A Figura 22 mostra as concentrações de Al nos tecidos moles dos bivalves da BTS 

convertidas para peso úmido. O alumínio é um elemento cuja função biológica nos 

organismos é desconhecida (OMS, 1998).  Os resultados mostram que nos três bivalves 

estudados as concentrações de Al ultrapassaram muito o limite máximo estabelecido pela 

JECFA (1,0 µg g-1 de peso úmido), sendo que a estação nº. 3, um tributário do Rio 

Jaguaripe (Figura 3, p.44), tem o sururu com maior concentração de Al encontrada neste 

estudo (449 ± 5 µg g-1 de peso úmido).  Consequentemente, segundo esta junta, as 

concentrações de Al encontradas têm potencial para afetar o sistema reprodutivo e 

desenvolvimento do sistema nervoso (JECFA, 2006).  A ANVISA esclarece que o trato 

gastrointestinal dos humanos representa uma eficiente barreira à absorção deste metal, 

apresentando uma absorção efetiva de 0,0001 a 1% da quantidade ingerida. 

Adicionalmente a ANVISA reconhece que o metal é tóxico somente para pessoas com 

insuficiência renal crônica e que a neurotoxicidade e outros efeitos adversos estão 

associados à presença do metal nos fluidos de diálises (ANVISA, 2010).  Como os 

bivalves são organismos marinhos de hábito alimentar filtrador é provável que as 

elevadas concentrações de Al observadas estejam associadas ao material particulado em 

suspensão na água ou substrato (sedimento) com altas concentrações desse elemento. 

Estes valores também apontaram para uma maior contaminação por alumínio nas 

amostras de sururu e que esse bivalve concentrou mais o metal do que a ostra, nas 

mesmas localidades (1, 2, 3 e 11).  
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Figura 22. Concentrações de alumínio nos tecidos moles de bivalves da BTS (µg g-1 de peso 

úmido) determinadas pelo método de digestão ácida com bombas Parr e detecção por ICP OES 

 

5.5.2 Arsênio 

 

 As concentrações de arsênio nos tecidos moles de bivalves da BTS (Figura 23) 

indicaram amostras que excederam à concentração máxima permitida pela ANVISA       

(1,0 µg g-1), com exceção das estações nº. 2, 6, 7, 9 e 10. Todos os resultados foram 

superiores ao nível estabelecido pela JECFA (0,015 µg g-1). As principais fontes 

antropogênicas de arsênio no ecossistema aquático são os efluentes urbanos, queima de 

carvão vegetal e depósitos de rejeito (Carvalho et al. 1993). Observa-se pelos dados da 

Figura 22, que o sururu das estações n° 1, 2 e 3, tributários do Rio Jaguaripe (Figura 3, 

p.44), bioacumularam mais o elemento, do que as ostras coletadas nas mesmas 

localidades.  A maior concentração de arsênio encontrada nesse estudo foi no chumbinho 

da estação nº. 5, uma região localizada nas proximidades do Rio Jaguaripe (2,22 ± 0,22 

µg g-1 de peso úmido). Vale ressalta que os organismos marinhos têm uma habilidade 

limitada de acumular arsênio na forma inorgânica da água do mar ou dos alimentos e a 

maior parte do elemento está na forma de vários organoarsênicos que não são tóxicos ou 

carcinogênicos aos próprios organismos marinhos e aqueles que os consomem 

principalmente os humanos (Neff, 2002).  Dentre essas formas orgânicas do arsênio 

destacam-se a arsenobetaína que tem uma eficiência de biocumulação elevada nos 

JECFA
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bivalves em comparação as outras formas químicas do elemento, é metabolicamente 

inerte, não tóxica, e é rapidamente excretada pelos humanos (Neff, 2002; Carolli, 2007). 

Portanto, os dados sugerem que deve ser feito um estudo de especiação para indicar a 

espécie de arsênio que se encontra nos tecidos moles analisados. Apesar do arsênio nos 

organismos analisados não oferecer risco parente, os resultados acima do limite da 

ANVISA sugerem que o consumo deve ser moderado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Concentrações de arsênio nos tecidos moles de bivalves da BTS (µg g-1 de peso úmido) 

determinadas pelo método de digestão ácida com bombas Parr e detecção por ICP OES. 

 

5.5.3 Cálcio 

 

 Os resultados da determinação de cálcio nos tecidos moles dos bivalves da BTS 

são mostrados na Figura 24. O cálcio é um metal essencial que tem função estrutural nos 

ossos e dentes, e, além disso, atua na constrição e relaxamento dos vasos sanguíneos, 

transmissão de impulsos nervosos, contração muscular, secreção de hormônios e como 

cofator de enzimas (FNB, 1997). Segundo a FNB, não há relatos de toxicidade do metal 

resultantes do consumo de alimentos, mas somente de suplementos minerais. 

Adicionalmente, essa junta recomenda que a ingestão adequada de cálcio para saúde 

ANVISA

JECFA
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dos ossos é de 1200 mg dia-1 para adultos e 1300 mg dia-1 para adolescentes e 800 mg 

dia-1 para crianças (FNB, 1997).  As concentrações de Ca encontradas nos bivalves 

estudados fornecem a cada 100 g da parte comestível, quantidades do mineral próximas 

a de outros pescados e frutos do mar, como merluza (36 mg), bacalhau (59 mg), corvina 

(60 mg), camarão (90 mg) e pintado (114 mg) descritos na Tabela brasileira de 

composição de alimentos da NEPA (NEPA-UNICAMP, 2006). Segundo a tabela de 

composição de alimentos do Estudo Nacional da Despesa Familiar, o mexilhão (sururu) e 

a ostra possuem 52 e 68 mg de cálcio a cada 100 g de parte comestível (ENDEF-IBGE, 

1999). Esses valores são muito próximos daqueles obtidos neste estudo para 100 g de 

cada espécie. Além disso, pode-se observar na Figura 24, que a espécie Anomalocardia 

brasiliana teve as maiores concentrações do elemento nos seus tecidos moles.  Segundo 

Cozzolino (2005), a ingestão de cálcio está muito abaixo dos valores considerados 

adequados. Assim, os bivalves extraídos da Baía de Todos os Santos poderia ser uma 

opção alimentar do mineral. Dentre os moluscos estudados, o chumbinho (Anomalocardia 

brasiliana) poderia ser considerado uma fonte complementar mais indicada para suprir a 

necessidade de cálcio da população. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Concentrações de cálcio nos tecidos moles de bivalves da BTS (µg g-1 de peso úmido) 

determinadas pelo método de digestão ácida com bombas Parr e detecção por ICP OES. 
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5.5.4 Cobre 

  

 Os resultados da determinação de cobre nos tecidos moles dos bivalves da BTS 

são mostrados na Figura 25. O cobre é um metal traço essencial para os organismos, e 

atua como um componente funcional de uma série de enzimas que têm um papel 

importante em funções fisiológicas (produção de energia, formação de tecidos, 

metabolismo do ferro, funcionamento do sistema nervoso central, síntese de 

neurotransmissores, formação e manutenção de melanina e funções antioxidantes). 

Observam-se nos dados da Figura 25 que os teores de cobre, na maioria das amostras 

estudadas, estiveram abaixo do limite de consumo recomendado pela ANVISA e pela 

ANFZA (30 µg g-1 de peso úmido), com exceção da estação nº 7 localizada nas 

proximidades do Rio Paraguaçu (Figura 3, p.44). Os resultados mostram elevadas 

concentrações do metal nas ostras em relação às outras duas espécies avaliadas, o que 

pode estar relacionado com descargas de esgotos urbanos. Segundo os limites máximos 

de cobre preconizados pela UK EVM e JECFA (0,16 e 0,5 µg g-1 de peso úmido., 

respectivamente) todas as amostras de bivalves ofereceriam risco à saúde humana.  A 

OMS afirma que alimentos contaminados com quantidades muito elevadas de cobre, 

podem ocasionar a toxicidade aguda com o surgimento de sérios efeitos adversos, tais 

como, hemólise, icterícia, dano hepático, convulsões, coma e morte. Alimentos 

contaminados em quantidades pequenas de cobre podem ocasionar o vômito e diarréia, 

devido ao efeito irritante dos íons cobre sobre as mucosas (OMS, 1998). Do ponto de 

vista nutricional, observa-se que 100 g de parte comestível do chumbinho e sururu, 

fornecem quantidades próximas das consideradas adequadas para adultos do sexo 

masculino e feminino, isto é, 1,3 e 1,2 mg dia-1, respectivamente. 
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Figura 25. Concentrações de cobre nos tecidos moles de bivalves da BTS (µg g-1 de peso úmido) 

determinadas pelo método de digestão ácida com bombas Parr e detecção por ICP OES. 

 

5.5.5 Ferro 

 

 O ferro é um elemento traço essencial para os humanos, que faz parte de uma 

série de proteínas e enzimas e que tem importante papel no metabolismo (transporte e 

estocagem de oxigênio no sangue, transporte de elétrons nas mitocôndrias, função 

antioxidante, síntese de DNA). Observam-se nos resultados obtidos (Figura 26) que todas 

as amostras possuem elevados teores do elemento nos seus tecidos moles, que podem 

estar associados à filtragem de sedimento ou material particulado em suspensão com 

altas concentrações desse metal. Não existem evidências de efeitos tóxicos resultantes 

da sua ingestão em alimentos, somente de suplementos minerais (FNB, 2001). Segundo 

a ENDEF o sururu e as ostras possuem as maiores quantidades de ferro do que outros 

pescados de água salgada (12,7 e 7,2 mg de ferro, respectivamente, por 100 g de parte 

comestível). Portanto, tanto o mexilhão quanto as ostras possuem quantidades próximas 

daquelas relatadas na tabela de composição de alimentos do IBGE. A FNB recomenda 

que a ingestão de ferro em uma dieta, necessária para manter a saúde seja de               

18 mg dia-1 para adultos e 8 mg dia-1 para crianças (FNB, 2001). Adicionalmente, os 

resultados de ferro nas localidades 1, 2, 3 e 11 mostram que a espécie Mytella 
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guyanensis bioacumulou mais o metal que à espécie Crassostrea rhizophorae. A maior 

concentração do referido metal foi de 247 ± 6 µg g-1 (peso úmido) presente nas amostras 

da estação nº. 3, localizada próxima do Rio Jaguaripe (Figura 3, p.44). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Concentrações de ferro nos tecidos moles de bivalves da BTS (µg g-1 de peso úmido) 

determinadas pelo método de digestão ácida com bombas Parr e detecção por ICP OES 

 

5.5.6 Potássio 

 

Os resultados de potássio (Figura 27) revelaram elevadas concentrações do metal 

nos tecidos moles de chumbinho, ostra e sururu. O potássio é um elemento essencial 

importante paras células, além de atuar como cofator de enzimas. O referido metal não 

tem um limite máximo de segurança estabelecido, entretanto, sabe-se que o consumo de 

quantidades maiores que 18 gramas podem levar ao desenvolvimento de 

hiperpotassemia severa, que ocasiona formigamento nas mãos, pés, fraqueza, paralisia 

muscular e parada cardíaca (FNB, 2004).  Verificam-se também nos dados de potássio 

que não existe uma espécie com maior concentração do metal do que a outra. Segundo a 

tabela brasileira de composição de alimentos da NEPA os pescados e outros frutos do 

mar, possuem de 50 a 574 mg de potássio a cada 100 g de parte comestível. Assim, as 

concentrações encontradas sugerem que o chumbinho, sururu e ostra da BTS, fornecem 
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quantidades de potássio dentro da faixa do teor do mineral em alimentos marinhos. 

Adicionalmente, a FNB recomenda que os valores de ingestão adequada na dieta 

(aqueles que garantem uma boa saúde) sejam 4500 mg dia-1 para crianças e 4700 mg 

dia-1 para adultos (FNB, 2004). A maior concentração do metal obtida (2039 ± 72 µg g-1 de 

peso úmido) estava nas amostras de sururu da estação nº. 12 (Figura 3, p.44), localizada 

nas proximidades do Rio Subaé.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27. Concentrações de potássio nos tecidos moles de bivalves da BTS (mg g-1 de peso 

úmido) determinadas pelo método de digestão ácida com bombas Parr e detecção por ICP OES. 

5.5.7 Manganês 

 Os resultados de Mn, mostrados na Figura 28, indicaram que o sururu foi o bivalve 

que apresenta os mais altos valores de concentração nas mesmas localidades (1, 2, 3 e 

11) bioacumulou mais o metal que as ostras. Os dados mostram que a maior 

concentração de Mn encontrada corresponde ao valor de 19,06 ± 0,27 µg g-1, (peso úmido) 

presente no sururu da estação 11, localizada nas proximidades do Rio Subaé (Figura 3, 

p.44). O metal é um elemento traço essencial, porque é ativador de uma série de enzimas, 

além de desempenhar um papel importante em vários processos fisiológicos (cicatrização, 

crescimento dos ossos, função antioxidante) (FNB, 2001). Existem poucos relatos de 
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toxicidade de manganês, os quais se limitam à ingestão de altas doses de suplementos 

minerais (FNB, 2001). Os maiores sinais de toxicidade são a diminuição do apetite, do 

crescimento, inibição da absorção de ferro e funções neurológicas alteradas (Hathcook, 

2004).  A ANVISA e a maioria das agências especializadas em saúde internacionais, não 

estabeleceram CMPs para Mn em alimentos. Apenas a UK EVM sugeriu um nível seguro 

de 8,2 mg dia-1 do metal nos alimentos, baseado em poucos estudos epidemiológicos (UK 

EVM, 2003).  Dessa forma, verifica-se nos resultados obtidos que 100 g dos bivalves da 

BTS fornecem quantidades menores que aquela sugerida pela UK EVM que não 

ocasionaria o aparecimento de efeitos adversos. Segundo os dados obtidos os bivalves 

da BTS fornecem a cada 100 g de parte comestível, quantidades maiores do metal do que 

outros os frutos do mar e pescados descritos na tabela de composição de alimentos da 

ENDEF, que possuem 0,01 a 0,36 mg de Mn. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Concentrações de manganês nos tecidos moles de bivalves da BTS (µg g-1 de peso 

úmido) determinadas pelo método de digestão ácida com bombas Parr e detecção por ICP OES. 

 

5.5.8 Zinco 

 

 O zinco é um metal traço essencial para todas as formas de vida. Esse elemento 

desempenha um papel importante no crescimento, no desenvolvimento do sistema 
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imunológico, na função neurológica, reprodução e no metabolismo celular (FNB, 2001). 

Os dados indicados na Figura 29 mostram que os teores do metal nos tecidos moles das 

ostras estavam muito acima da concentração máxima permitida pela ANVISA (50 µg g-1), 

ANFZA (290 µg g-1), JECFA (1,0 µg g-1) e EVM (0,7 µg g-1). O zinco é um dos metais 

regulados pelos bivalves, o que dificulta avaliar a contaminação ambiental através dos 

dados de concentração deste elemento (Regoli e Orlando, 1994). Além disso, o 

mecanismo de estocagem e detoxificação das ostras é particularmente mais eficiente 

(Carvalho et al. 1993). Explicam-se assim, os elevados valores para esse metal nas 

ostras. Portanto, os bivalves das estações nº. 1, 2, 3, e 11, onde também tiveram coleta 

de sururu, bioacumularam mais o metal. A maior concentração de zinco foi de 446 ± 3 µg 

g-1 (peso úmido) encontrada nos tecidos moles das ostras da estação nº. 7, localizada 

próxima do Rio Paraguaçu (Figura 3, p.44). Os possíveis sinais toxicidade de zinco são: 

dor abdominal, diarréia, náuseas e vômitos. A maior conseqüência do consumo excessivo 

de zinco na dieta (em longo prazo) é a deficiência de cobre (OMS, 1998; FNB, 2001).   
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Figura 29. Concentrações de zinco nos tecidos moles de bivalves da BTS (µg g-1 de peso úmido) 

determinadas pelo método de digestão ácida com bombas Parr e detecção por ICP OES. 
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6. Conclusões 

 O presente trabalho atingiu os seus objetivos, ou seja, propor um método analítico 

que oferecesse um preparo de amostras fácil, rápido e eficiente para determinação multi-

elementar em moluscos bivalves por ICP IOES e realizar uma avaliação da contaminação 

de bivalves em alguns locais de mariscagem na Baía de Todos os Santos.  

A aplicação do planejamento de Doehlert de três fatores (tempo de centrifugação, 

concentração do meio ácido e velocidade de rotação) demonstrou que os elementos Ca, 

Cd, Cu, K, Mg, Mn, Na, Sr e Zn foram passíveis de serem quantificados. Além disso, foi 

demonstrado nesse planejamento que não havia pontos máximos inclusos nos domínios 

experimentais, mas sim pontos estacionários de sela. Dessa forma, foram consideradas 

as condições experimentais que forneceram maiores valores de recuperação dos metais 

em MRC NIST 1566b (tecido de ostra), ou seja, 20 min no tempo de centrifugação, 9000 

rpm na velocidade de centrifugação e 1 mol L-1 na concentração do meio ácido. Foi 

observado que o emprego do ultrassom na extração ácida, previamente a centrifugação, 

colaborava para um aumento nas extrações ácidas dos metais Ca, Cd, Cu, K, Mg, Mn Na, 

Sr e Zn no tecido de ostra certificado.   

O método foi validado através da avaliação dos seguintes parâmetros: LOQ, LOD, 

exatidão e precisão. Os limites de detecção e quantificação do método foram 

suficientemente baixos para permitir a determinação dos analitos no MRC (tecido de 

ostra, NIST 1566b). Os resultados de exatidão mostraram que a extração ácida com o uso 

do ultrassom permite melhores resultados de concentração dos analitos e que este 

poderia ser adequado para quantificação de todos os elementos estudados, segundo os 

dados de recuperação em tecido de ostra certificado. Porém, na comparação entre 

métodos, foram constatados que apenas os resultados de Ca, K, Sr e Zn obtidos com o 

método proposto, tiveram poucas diferenças significativas com os resultados do método 

analítico de referência. Dessa forma, pode-se afirma que o método proposto pode 

produzir resultados mais exatos para análise destes elementos citados anteriormente. 

Além disso, o método analítico mostrou ser preciso para todos os elementos possíveis de 

serem quantificados, (Ca, Cd, Cu, K, Mg, Mn. Na, Sr e Zn) apresentando valores de RSD 

menores que 5%. 

O estudo da determinação multi-elementar nas amostras de ostra (Crassostrea 

rhizophorae), sururu (Mytella guyanensis) e chumbinho (Anomalocardia brasiliana) da 

Baía de Todos os Santos, Bahia, Brasil mostrou elevadas concentrações de Al, As, Cu e 

Zn nos tecidos dos bivalves, que em algumas estações, ultrapassaram os limites máximos 
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para a dieta preconizados pela ANVISA e por agências de outros paises. Assim, o 

consumo de tais moluscos deve ser moderado principalmente por aquelas comunidades 

pesqueiras onde os moluscos bivalves representam uma das poucas alternativas de 

subsistência e renda. 

Este estudo foi de grande valia, uma vez que foi desenvolvida uma metodologia 

analítica nova para monitoramento de metais majoritários e alguns elementos traços em 

tecidos de invertebrados marinhos, podendo ser aplicado em análises químicas que visem 

baixo custo. Além disso, o estudo ambiental de algumas áreas de mariscagem da BTS 

forneceu informações importantes sobre a contaminação de metais majoritários e 

elementos traços.  

Sugere-se que seja feita uma completa avaliação de risco a saúde humana, nas 

áreas estudadas do presente trabalho. Para isso, seria necessário, coletar dados do 

histórico ambiental da área e dados da comunidade (peso corpóreo médio, posição social, 

profissão, idade, sexo), identificar o local onde está ocorrendo o evento de contaminação 

ambiental (efluentes industriais, derrames acidentais ou propositais) e avaliar a exposição 

(freqüência de consumo dos mariscos, quantidade). Além disso, a avaliação deve ser 

realizada visando medidas investigadoras ou minimização do risco a saúde humana nas 

áreas estudadas. 
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