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RESUMO

ONO, Fabio Benedito. Bioacessibilidade de arsénio em area de mineracdo de
ouro, Paracatu (MG). 2009. 70 p. Disserta¢do (Mestrado em Ciéncia do Solo)
— Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Areas de mineragio de ouro sdo importantes do ponto de vista do
desenvolvimento econdmico, porém os solos destas areas sdo drasticamente
alterados por atividades antropicas. Além disso, o material de rocha que contém
o ouro, geralmente estd associado a presenga do arsénio (As), um elemento
toxico e carcinogénico. Tal elemento, quando exposto a camada superficial do
solo, sofre alteragcdes na sua forma quimica e ou é transferido para outros meios
(e.g., agua, ar), podendo entrar na cadeia tréfica. Criangas, em contato frequente
com solos contaminados por As, tém como principal rota de exposi¢cdo ao
elemento, a ingestdo involuntaria desses solos. Considerando a importancia
dessa via de exposigdo, testes de bioacessibilidade de As s@o utilizados no
intuito de estimar a contribui¢do desta rota em uma avaliagdo de risco a saude
humana. Tais estudos podem indicar se ha ou ndo risco de contaminacdo dos
habitantes destas areas, norteando politicas publicas que busquem melhorias na
qualidade de vida local. O presente estudo foi realizado com os objetivos de: (i)
replicar e validar o protocolo de bioacessibilidade In vitro gastrintestinal para
avaliar a bioacessibilidade de As em amostras estratificadas (0-2 e 2-10 cm) de
uma area de mineracao de ouro em Paracatu (MG); (ii) comparar os teores de As
bioacessivel com o extraido por Mehlich-1; e, (iii) avaliar a exposi¢do humana
aos materiais contaminados com As, considerando um cenario hipotético de
maximo risco (ingestdo de solo por criangas). Nas dependéncias da mina
aurifera, as areas amostradas foram: RPPN, B1, Exp. B1, B2, estéril e rejeito. Os
teores de As bioacessivel (gastrico e gastrintestinal) encontrados no material de
referéncia (NIST 2710) se aproximaram dos valores reportados em outros
estudos, validando a reprodugdo e a aplicagdo do protocolo. Os menores teores
de As total, extraido por Mehlich-1 e bioacessivel foram encontrados para a area
RPPN. Todas as amostras da area de mineragdo apresentaram baixos percentuais
de As bioacessivel. O calculo da dose de exposicdo, para o cendrio hipotético de
risco, indicou que, com excecao do rejeito, os materiais das areas contribuem, no
maximo, pela rota de exposigdo em questdo (ingestdo de solo), com 9,5% da
entrada de As maxima permitida por dia (0,3 ug kg BW dia™"). Correlagio entre
os teores de As extraido por Mehlich-1 e o bioacessivel foi verificada para a fase
gastrica, nas duas profundidades de coleta, e gastrintestinal para a profundidade
de2al0cm.

*Qrientador: Luiz Roberto Guimaraes Guilherme — UFLA
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ABSTRACT

ONO, Fabio Benedito. Bioaccessibility of arsenic in a gold mining area,
Paracatu (MG). 2009. 70 p. Dissertation (Master in Soil Science) — Federal
University of Lavras, Lavras, MG.*

Gold (Au) mining areas are important from the standpoint of economic
development, nevertheless soils from these areas are drastically altered by
anthropic activities. In addition, the Au-carrying rock material usually contains
arsenic (As), a toxic and carcinogenic element. When exposed to the soil surface
layer, arsenic undergoes alterations in its chemical form and, or, is transferred to
other media (e.g., water, air), being able to enter into the food chain. Involuntary
soil ingestion by children is a major route of exposure in As-contaminated soils.
Considering the importance of this route of exposure, bioaccessibility tests with
As are used with the intent of estimating the contribution of this route in a
human health risk assessment. Such studies are useful for estimating risks for
people living nearby gold-mining areas and might help decision makers and
regulators seeking improvements in public health. The present study aimed at:
(i) replicating and validating the In Vitro Gastrointestinal (IVG) bioaccessibility
protocol to evaluate the bioaccessibility of As in stratified samples (0-2 and
2-10 cm) of a gold mining area in Paracatu (MG), Brazil; (ii) comparing the
bioaccessible levels of As with those extracted by Mehlich-1; and, (iii)
evaluating human exposure to As-contaminated materials, considering a
hypothetical maximum risk scenario (soil ingestion by children). The selected
areas in the gold mine were: reference area = Private Natural Reserve, B1 =
mined oxidized soil layer, Exp. Bl = experiment over B1, B2 = mined reduced
soil layer, sterile, and pond tailings. The concentrations of bioaccessible As
(gastric and gastrointestinal) found in the reference material (NIST 2710)
matched those reported in other studies, validating the reproduction and
application of the IVG protocol. The lowest total-, Mehlich-1- and
bioaccessible-extracted As levels were found for the reference area. All samples
of the mining area presented a low percentage of bioaccessible As. The
calculated dose of exposure for the hypothetical risk scenario indicated that,
except for the pond tailings, in all other areas the exposure route considering soil
ingestion contributed at most to 9.5% of the maximum allowed As ingestion per
day (0.3 pgkg' BW day"). Correlation between As levels extracted by
Mehlich-1 and bioaccessible As was verified for the gastric phase, at the two
sampling depths, and for the gastrointestinal phase for samples collected at 2 to
10 cm.

*Adviser: Luiz Roberto Guimardes Guilherme - UFLA
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Na natureza, o arsénio (As) estd normalmente associado a formas
geoquimicas pouco nocivas ao homem. Contudo, atividades antrdpicas,
especialmente a minera¢do ¢ o beneficiamento de bens metélicos, tendem a
expor esse elemento as condigdes do meio (e.g., oxida¢do) que podem
transforma-lo em formas nocivas.

Embora as atividades de mineragdo sejam de fundamental importancia
para a obtencdo de materiais necessarios para a fabricacdo de bens
indispensaveis para o0 homem e muitos os beneficios que proporcionam para a
sociedade e o desenvolvimento do pais, elas podem causar impactos ambientais
que levam a danos ao ambiente, comprometendo os ecossistemas, a saude da
populagdo e a vida das geracdes futuras.

As técnicas de mineragdo do ouro, realizadas por maquinas, fragmentam
e expdem a superficie do solo material de rocha que contém As e outros
elementos-traco. Este material, apoés a extragdo do ouro, normalmente
permanece na superficie (como substratos de rocha ou rejeitos), propiciando
condicdes para o As assumir formas nocivas aos seres humanos. O esgotamento
do ouro nas minas e ou o encerramento das atividades de exploragdo podem
deixar arcas extensas contaminadas, favorecendo um enorme risco de
contaminag@o de pessoas, especialmente criangas, que sdo as mais frageis em
um cenario de avaliagdo de risco.

Diante do exposto e dada a relevancia da atividade de exploragdo de
ouro em Minas Gerais, pesquisas avaliando a bioacessibilidade de As adquirem

elevada importdncia em 4reas impactadas por atividades de mineragdo,



informacgao esta ainda inexistente no estado. Estudos dessa natureza podem dar
um indicativo de risco de contaminagdo pela exposicao dos habitantes proximos
a essas areas, podendo, inclusive, nortear politicas publicas nesse sentido.

A bioacessibilidade de um contaminante estd sendo cada vez mais
utilizada como um indicador chave de risco do contaminante para a satde
humana (Adriano et al., 2004). Esse tipo de teste reune caracteristicas para uma
avaliagdo de risco rapida e confiavel, sendo considerado uma boa alternativa,
caso métodos in vivo ndo possam ser utilizados (Bosso, 2007).

O objeto deste estudo € uma area de mineragdo de ouro situada em
Paracatu, MG, cuja atividade tem sido realizada ha mais de 20 anos. Hoje, a

atividade da empresa responsavel pela mineracdo ¢é considerada o mais

importante empreendimento industrial da regido (Kinross..., 2009).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Arsénio

O arsénio (As) ¢ classificado como o niimero um na lista de poluentes
nocivos a saide humana pela Agéncia de Substancias Toxicas e Registro de
Doengas - ATSDR (2007). Trata-se de um metaloide de ocorréncia natural em
ambientes terrestres e aquaticos e componente de mais de 245 minerais, cuja
concentragdo média na crosta terrestre situa-se ao redor de 1,5 a 3 mg de As kg™
(Mandal & Suzuki, 2002).

Entretanto, tém sido encontrados elevados teores de As no ambiente, o
que pode representar risco para a saide humana (Rodriguez et al., 1999; Ruby et
al., 1999; Pouschat & Zagury, 2006; Rieuwerts et al., 2006; Smith et al., 2008;
Girouard & Zagury, 2009), especialmente no entorno de areas de mineracao de
ouro (Borba et al., 2003; Juhasz et al., 2007; Lee et al., 2008; Choe et al., 2009).

O metaloide pode ser encontrado em superficie e subsuperficie de corpos
d’agua, alimentos e solos, embora o risco de exposi¢do seja muito maior pela
ingestdo de dgua potavel do que pelo alimento ou solo (Brown & Ross, 2002). O
arsénio tem a tendéncia de se concentrar nos horizontes superficiais dos solos,
devido a deposicao atmosférica e a reciclagem da vegetagcdo (Alloway, 1990).
Assim, a exposi¢do ao As pela ingestdo de produtos agricolas, contato com a
pele e ingestdo de solo pode resultar em risco para a saide humana (Zakharova
et al., 2002).

O As tem sido muito utilizado em diversas aplicagdes, tais como na
indastria, na medicina, na formulagdo de pesticida e inseticida, como aditivo de
alimento animal e na conserva¢do de madeira (Mandal & Suzuki, 2002). Como
exemplo, tem-se o arsenato de sédio, que tem sido extensivamente utilizado
como um pesticida (e.g., desfoliante em algoddo) em campos agricolas, elevando

as concentragoes de As no solo (Datta et al., 2007).



Diariamente, os humanos sdo naturalmente expostos a baixos niveis de
As, por meio de ingestdo de alimentos e agua e pela inalacdo do ar (Basu et al.,
2001). O As é um elemento tdxico e carcinogénico cujas principais patologias
provocadas pela intoxica¢do aguda e crénica sdo problemas no metabolismo,
tumores cutineos, ulceras, gastrites, diarreias, arritmias cardiacas, cancer do
pancreas ¢ pulmdo, maior frequéncia de abortos espontineos, fetos com baixo
peso, dores de cabega, confusdo mental e anemias (Hutton, 1987; Morton &
Dunnette, 1994; Chen & Lin, 1994; United States Environmental Protection
Agency - USEPA, 2000; World Health Organization - WHO, 2001).

O As ocorre nos solos, na sua maioria, no estado de oxidagéo Il e V.
Sua forma oxidada (V), denominada arsenato, ocorre em solos bem aerados,
enquanto em ambiente quimicamente reduzido prevalecem espécies de arsenito
(III). Embora arsenito seja a forma mais toxica, arsenato ¢ também toxico a
humanos, plantas e microrganismos (Datta et al., 2007). Portanto, a toxidez do
elemento depende muito de sua forma quimica e de seu estado de oxidagdo
(Mandal & Suzuki, 2002).

O As elementar ndo ¢é toxico, mas, se ingerido, é rapidamente convertido
a produtos toxicos pelo organismo humano. A maior parte dos compostos
contendo As, sejam eles organicos ou inorganicos, penta- ou trivalentes, acaba
sendo convertida pelo organismo ao trioxido de As, o qual reage muito
rapidamente com os grupos sulfidrilas (-SH) de proteinas, inibindo a agdo
enzimatica ¢ bloqueando a respiragdo celular (Tsalev & Zaprianov, 1985). A
toxicidade das diversas espécies de As decresce na seguinte ordem: compostos
de As’ inorganico>compostos de As’" inorginico>compostos de As’®
organico>compostos de As”" organico (USEPA, 2000).

O risco dos humanos em contato com solos contaminados com As tem
aumentado consideravelmente nas ultimas décadas, como resultado da expansdo

de areas residenciais em direcdo a areas agricolas (Cohen et al., 1998) e de



atividades de mineracdo e beneficiamento de metais. Neste ultimo caso, a
geragdo de grandes quantidades de rejeitos e seu inadequado manejo podem
contaminar a regido e levar a entrada do elemento na cadeia troéfica. Nessas areas
contaminadas, criangas que estdo frequentemente em contato com o solo podem
ingeri-lo involuntariamente, sendo esta considerada a principal via de exposi¢do
ao As (Cohen et al., 1998; Rodriguez et al., 1999; Hemond & Solo-Gabriele,
2004; Kwon et al., 2004).

O risco associado a presenca de elementos toxicos, como o As, no
ambiente, ¢ influenciado por trés fatores: (a) quantidade total de metal presente
no ambiente, (b) sua toxicidade e (c) sua biodisponibilidade (Brown et al.,

1999).

2.2 Biodisponibilidade (teste in vivo)

O fator biodisponibilidade, também chamado de testes in vivo, ¢é
estudado principalmente pela exposi¢ao oral. O termo biodisponibilidade oral ou
absoluta ¢ definido como a fragdo da dose administrada que atinge a circulagao
sanguinea a partir do trato gastrintestinal (Ruby et al., 1999). A
biodisponibilidade de As a partir da ingestdo de solos/rejeitos contaminados
depende da solubilidade nos fluidos e da absor¢do gastrintestinal, sendo ambas,
solubilidade e absor¢do, dependentes da espécie quimica do As, do tamanho da
particula e das condi¢gdes nutricionais do individuo (Valberg et al., 1997).

O maior risco do As ¢é associado as suas formas biodisponiveis, que
entram no sistema circulatério de animais e humanos. Existem poucos métodos
para quantificar a percentagem de As biodisponivel em solos ou para estimar o
risco de ingestao acidental de materiais contaminados por ele.

Avaliagdes de risco desenvolvidas para locais contaminados especificos
tém utilizado o pressuposto de que todo o As (i.e., 100%) presente em

solos/rejeitos ¢ biodisponivel. Entretanto, a biodisponibilidade de As ndo pode



ser arbitrariamente assumida como sendo o teor total do elemento no material,
como confirmado por diversos autores (Ruby et al., 1996; Rodriguez et al.,
1999; Yang et al., 2002; Sarkar et al., 2005; Juhasz et al., 2007; Girouard &
Zagury, 2009), pois ela ¢ influenciada por uma variedade de pardmetros do solo
(Juhasz et al., 2007) e, também, pelas caracteristicas do individuo, como idade,
dieta, condi¢des nutricionais (Ruby et al., 1999), local ¢ condi¢des de moradia,
entre outros.

A avaliacdo dos riscos de exposi¢do de humanos ao As, via ingestdo de
solos, € indireta, utilizando-se métodos de avaliagdo in Vvivo, que empregam
cobaias, como coelhos, suinos, ratos, macacos ¢ outros (Hettiarachchi &
Pierzynsky, 2004), ou métodos in vitro, que simulam as condi¢des do trato
gastrintestinal de humanos por meio do uso de solu¢des contendo enzimas
similares aquelas encontradas naturalmente no trato destes (Ruby et al., 1999).

Os testes de biodisponibilidade de As tém sido empregados em alguns
rejeitos de mineracdo e beneficiamento por meio de ensaios utilizando modelos
animais. A escolha do animal a ser testado para estimar a biodisponibilidade de
As em criangas exige uma sele¢do baseada na similaridade de idade e das
caracteristicas anatomicas e fisioldgicas. Os suinos, nesses estudos, sao
preferidos pela similaridade do trato digestivo, das necessidades nutricionais, do
desenvolvimento 6sseo e do metabolismo mineral ao dos humanos (Dodds,
1982).

Além disso, os suinos, como os humanos, tendem a ingerir alimentos
intermitentemente, permitindo que o estdmago se evacue periodicamente. Essa
fisiologia é coerente com a forma como criangas ingerem materiais
contaminados com As, que é provavelmente entre as refeicdes, quando o pH
gastrico € mais baixo. Por isso, suinos imaturos tém sido utilizados com sucesso
como um modelo para a func¢do gastrintestinal de criangas (Miller & Ullrey,

1987; Weis & Lavelle, 1991). Os testes in Vivo sdo os tnicos capazes de medir a



biodisponibilidade de contaminantes presentes em matrizes naturais (Freeman et
al., 1992).

A biodisponibilidade relativa (BR) € um termo muito utilizado nos testes
in vivo e se refere a comparacdo de biodisponibilidades de diferentes formas de
uma substancia ou para diferentes meios de exposicdo contendo a substincia
(e.g., biodisponibilidade de As em solo via oral em relag@o a biodisponibilidade
de arsenato de sodio via intravenosa) (Ruby et al., 1999).

A biodisponibilidade de As em solos tem sido avaliada em ensaios que
foram desenvolvidos inicialmente pela Agéncia de Prote¢do Ambiental (EPA)
norte-americana para estimar a biodisponibilidade de chumbo (Pb), utilizando
suinos imaturos. Ao longo dos estudos com Pb, a EPA também avaliou a BR de
As em quatorze amostras de solos e rejeitos contaminados por As. Grupos de
cinco suinos (cinco a seis semanas de idade) foram dosados, duas vezes ao dia,
durante quinze dias, com solos ou rejeitos ou com arsenato de s6dio. Os dados
de As na urina dos animais, para as quatorze amostras, indicaram que a absor¢ao
relativa de As no estudo variou de proximo de 0 a 50%, com excegdo de duas
amostras de Aspen (estado do Colorado, EUA) (Casteel et al., 1997). A grande
amplitude nos dados de biodisponibilidade de As foi funcdo das diferentes
caracteristicas das amostras em estudo, além de ser influenciada também pela
forma quimica do elemento presente nas amostras.

Em um dos primeiros estudos de BR de As em solos, coelhos brancos da
Nova Zelandia foram utilizados para estudar a absor¢do oral de As em uma
amostra de solo de Anaconda (estado de Montana, EUA) que havia sido afetada
principalmente por emissdes de uma fundigdo de cobre (Freeman et al., 1993).
Diferentes grupos de coelhos machos e fémeas (5/sexo/grupo) foram tratados via
oral com o solo contaminado por As, como também receberam arsenato de s6dio

via gavagem (método de introdu¢do de alimentos liquidos no estdmago por meio



de um tubo de polivinil colocado pelo nariz ou boca) e injecao intravenosa. Com
base nos dados de As na urina, a BR de As estimada foi de 48%.

A BR de As de amostra de solo obtida em area residencial da fundic¢do
Anaconda foi determinada em um segundo modelo animal, o0 macaco (Freeman
et al., 1995). Trés fémeas de macacos da espécie Cynomolgus receberam uma
unica dose oral de solo ou de poeira doméstica (coletadas em residéncias de
Anaconda), ou de arsenato de sddio por gavagem ou intravenosa. De acordo com
os dados de As na urina, a BR estimada foi de 20% para solo e 28% para poeira
doméstica, em relagdo ao arsenato de sodio (fixado em 100%). Os resultados
ajudam a explicar a falta de significdncia do impacto do As nas criangas de
Anaconda, a partir da exposi¢do ao solo.

Os testes in vivo, apesar de serem os unicos testes padronizados para
quantificar a biodisponibilidade de elementos toxicos em solos e rejeitos e serem
considerados os mais confidveis (Freeman et al., 1992), sdo caros, consomem
tempo, requerem pessoal especializado no tratamento de animais e necessitam
de infraestrutura apropriada para serem executados (Hettiarachchi & Pierzynski,
2004). Uma alternativa sugerida por Ruby et al. (1993) sdo os testes de
bioacessibilidade realizados em ensaios laboratoriais com solugdes que simulam
as condigdes fisico-quimicas do trato gastrintestinal humano e que permitem
avaliar a solubilidade de certos elementos contaminantes, caso o material seja
ingerido por criangas. Além disso, esses testes sdo uma alternativa que
possibilita a minimizagdo do uso de animais de laboratorio em estudos
cientificos, permitindo resultados tdo eficazes quanto aqueles fornecidos por

testes in vivo.

2.3 Bioacessibilidade (teste in vitro)
Bioacessibilidade, também chamada de testes in vitro, é o termo adotado

para substituir a antiga convic¢do de que a concentragdo total de um elemento



pode estimar a resposta bioldgica de organismos vivos, incluindo humanos
(National Research Council - NCR, 2003).

A bioacessibilidade se baseia na fisiologia do trato gastrintestinal e
simula as condi¢des da digestdo humana. No lugar da saliva, dos sucos gastrico
e duodenal naturais sdo utilizadas solucdes artificiais que simulam o meio de
cada um dos compartimentos digestivos. Além da composi¢do das solucdes,
também sdo considerados a temperatura e o tempo de residéncia do solo nos
orgdos do sistema digestivo (Ruby et al., 1993). Desse modo, a bioacessibilidade
oral de uma substancia ¢ definida como a fra¢do soluvel nas condi¢bes do trato
gastrintestinal e que esta disponivel para absor¢ao (Datta et al., 2007).

As solugdes simuladoras do trato gastrintestinal empregadas nos testes
de bioacessibilidade contém enzimas, aminodcidos, sais organicos e inorganicos
e acido cloridrico. Em geral, pepsina e pancreatina sdo as enzimas utilizadas. A
pepsina é uma enzima acida cuja fungao é metabolizar proteinas e a pancreatina,
secretada no duodeno, ¢ uma mistura de enzimas capazes de metabolizar
proteinas, gorduras e carboidratos complexos (Guyton & Hall, 2006).

Com os testes de bioacessibilidade pode-se determinar a quantidade
maxima de um contaminante soltivel e passivel de ser absorvido via ingestao de
material contaminado. Esse tipo de teste reine caracteristicas para uma
avaliacao de risco rapida e confiavel, sendo considerado uma boa alternativa,
caso métodos in vivo ndo possam ser utilizados em avaliagdes de risco (Bosso,
2007).

A bioacessibilidade de um contaminante estd sendo cada vez mais
utilizada como um indicador chave de risco do contaminante para a saide
humana (Adriano et al., 2004). Estudos tém fornecido estimativas da quantidade
de As no solo ingerido por criangas (Binder et al., 1986; Calabrese et al., 1989),
permitindo, assim, uma avaliagdo de risco mais precisa nas areas contaminadas

pelo metaloide.



Um método de bioacessibilidade proposto por Ruby et al. (1993) para
avaliar o Pb bioacessivel, e mais tarde (1996) proposto também para avaliar o
As, ¢ denominado de teste de extracdo baseado na fisiologia (PBET, do inglés
physiologically based extration test). E um teste in vitro para se estimar a
biodisponibilidade de metais de uma matriz so6lida e integra pardmetros do trato
gastrintestinal representativos dos humanos (incluindo pH e substancias
quimicas do estdmago ¢ intestino delgado, razdo solo-solugdo, contragdo do
estdmago e taxas de evacuacdo do estomago).

Para o Pb, os resultados do PBET foram linearmente correlacionados
com resultados de biodisponibilidade a partir de um modelo de rato Sprague
Dawley (’=0,93 entre resultados in vitro e in vivo). A dissolugdo do Pb no meio
acido que simula o ambiente do estdmago foi fortemente dependente do pH do
meio, no qual a dissolu¢do do Pb diminuiu 65% quando o pH do estdmago
passou de 1,3 para 2,5. Para o As, os resultados do PBET superestimaram os de
um estudo de biodisponibilidade em coelho e macaco (2% a 11% de diferenca
entre os resultados in vitro e in vivo). A solubilidade de As na simulagdo do
estdmago diminuiu apenas 16% durante o mesmo intervalo de pH que o
estudado para Pb.

Segundo Ruby et al. (1996), o PBET nao foi desenvolvido para substituir
os estudos de biodisponibilidade utilizando animais, mas sim para estimar a
biodisponibilidade de Pb e As quando resultados de estudo animal ndo sdo
disponiveis.

Outro método também utilizado para estimar a biodisponibilidade de As
em solos e rejeitos ¢ o In vitro gastrintestinal (IVG), proposto por Rodriguez et
al. (1999). Os autores testaram trés diferentes métodos in vitro IVG, IVG-AB e
PBET), comparando-os com um método in vivo em suinos imaturos para a
valida¢ao do método. A diferenga entre os métodos IVG e IVG-AB ¢é que, no

ultimo, o hidréxido de ferro em gel ¢ utilizado para simular a absor¢do de As.
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Todos os trés métodos foram conduzidos em condi¢des anaerdbias com agitacio
adequada e houve duas fases distintas para cada método: a fase gastrica, que
envolveu a redugdo do pH com acido cloridrico e a fase gastrintestinal, na qual o
pH ¢ aumentado com a adi¢gdo de bicarbonato de soédio. Quinze solos
contaminados coletados de areas de mineracdo ¢ fundicdo com teores de As
variando de 401 a 17.460 mg kg foram analisados. O As extraido pelo método
IVG nas fases gastrica e gastrintestinal foi linearmente correlacionado (r=0,83 e
0,82, respectivamente; p<0,01) com As in vivo. Similarmente, o método
IVG-AB foi linearmente correlacionado (r=0,79; p<0,05) com o As
biodisponivel in vivo. Todos os métodos IVG extrairam quantidades similares de
As e forneceram estimativas de As biodisponivel em meio contaminado. O
método PBET apenas foi linearmente correlacionado (1=0,75; p<0,05) para a
fase gastrintestinal.

Os métodos in vitro ndo sdo perfeitos € a escolha de um determinado
método baseia-se na sua validagdo, em geral com base na comparagdo de
resultados de testes in vivo, na fidelidade da simulagdo das condigdes
fisiologicas humanas e, também, na adequacfio & infraestrutura disponivel. E
importante ressaltar que os testes de bioacessibilidade ndo incluem os
microrganismos presentes no trato digestivo e ndo consideram os mecanismos

de absor¢do que ocorrem preferencialmente no epitélio duodenal (Bosso, 2007).
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3 OBJETIVOS

Replicar ¢ wvalidar o protocolo de bioacessibilidade In vitro
gastrintestinal (IVG), com certas modifica¢Ges, para avaliar a bioacessibilidade
de As em amostras estratificadas (0 a 2 e 2 a 10 cm) de materiais provenientes
de uma area de mineracdo de ouro em Paracatu, MG, Brasil, visando obter, de
forma inédita no estado, informagdes pertinentes a bioacessibilidade.

Comparar os teores de As bioacessivel (IVG) com os extraidos por
Mehlich-1 dos materiais da area de mineragao.

Avaliar a exposi¢d0 humana aos materiais contaminados com As
considerando um cenario hipotético de maximo risco (ingestdo de

solo/substrato/rejeito).
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CAPITULO 2

REPLICACAO DO PROTOCOLO IVG PARA ESTIMAR ARSENIO
BIOACESSIVEL EM MATERIAIS DE AREA DE MINERACAO DE
OURO EM PARACATU (MG)

1 RESUMO

Atividades de mineragdo e beneficiamento de metais, como o ouro,
podem ser uma significativa fonte de contaminacdo do ambiente por elementos-
trago (e.g., arsénio). O arsénio (As) ¢ um metaloide considerado carcinogénico e
sua principal rota de exposi¢do aos seres humanos, no caso de criangas, ¢ via
ingestdo involuntaria de solos contaminados. Considerando a importancia dessa
via de exposigdo, testes visando estimar a bioacessibilidade de As (in vitro), por
serem uma ferramenta reproduzivel, simples e de menor custo, podem ser
utilizados em uma avaliagdo de risco a saude humana. Tais testes sdo
constituidos por ensaios em laboratorios com solugdes que simulam as
condicdes do trato gastrintestinal humano, permitindo avaliar a solubilidade de
diferentes elementos. Pesquisas com a finalidade de estimar o As bioacessivel
em areas com atividades de mineragdo de ouro, no intuito de uma avaliacdo de
risco & saide humana, sdo inéditas no Brasil. O estudo teve como objetivos (i)
replicar o protocolo de bioacessibilidade In vitro gastrintestinal em amostras de
uma area de mineragdo de ouro no Brasil e em material de referéncia (NIST
2710), para permitir avaliar a reproducdo do protocolo e (ii) comparar os teores
de As bioacessivel com o extraido por Mehlich-1. Determinaram-se os teores de
As total, bioacessivel e extraido por Mehlich-1 em amostras coletadas em quatro
areas (RPPN, B2, estéril e rejeito) de uma mineradora em Paracatu (MG). A
bioacessibilidade de As encontrada nos materiais da area de mineragdo foi muito
baixa. Os valores de As bioacessivel (gastrico e gastrintestinal) encontrados no
NIST 2710 se aproximaram dos reportados em outros estudos, validando a
reproducdo e a aplicacdo do protocolo. A area RPPN nado apresenta riscos a
saide humana por apresentar baixos teores de As e, embora as demais areas
apresentem altos teores de As total, a populacdo ndo tem acesso livre a esses
locais. Correlacdo entre o As bioacessivel, na fase gastrica, e o As extraido por
Mehlich-1 foi verificada, possibilitando o uso do método Mehlich-1 para
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mensurar o As bioacessivel (gastrico), em amostras da area do estudo, na
auséncia de testes in vivo/vitro validados.
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2 ABSTRACT

Mining activities and metals processing such as for gold can be a
significant source of environmental contamination by trace elements (e.g.,
arsenic). Arsenic (As) is a metalloid considered carcinogenic and its main route
of exposure to humans (e.g., children), is through involuntary ingestion of
contaminated soils. Considering the importance of this route of exposure, tests
seeking an estimate of As bioaccessibility in soils (in vitro), due to their
reproducibility, simplicity and low cost, can be a useful tool for human health
risk assessments. Such tests are made up of laboratory assays with solutions that
simulate the conditions of the human gastrointestinal tract, allowing to evaluate
the solubility of different elements. Research data estimating bioaccessible As in
gold mining areas with the purpose of human health risk evaluations are
unpublished in Brazil. Therefore, we developed this study in order to: (i)
replicate the In Vitro Gastrointestinal (IVG) bioaccessibility protocol in samples
of a gold mining area in Brazil and in a reference material (NIST 2710), to
evaluate the reproducibility of the protocol; and, (ii) to compare soil
bioaccessible As concentrations with those extracted by Mehlich-1. Total-,
bioaccessible- and Mehlich-1-extracted As levels were determined in samples
collected in four areas (hereafter called reference area = Private Natural Reserve,
B2 = mined oxidized soil layer, sterile, and pond tailings) of a mining company
in Paracatu (MQG), Brazil. The bioaccessibility of As found in all materials
collected in the mining area was very low. Bioaccessible As concentrations
(gastric and gastrointestinal) found in the reference material (NIST 2710)
matched those reported in other studies, validating the reproduction and
application of the IVG protocol. The reference area does not pose a threat to
human health due to its low As concentrations. Although As concentrations
found in other areas are high, the population does not have free access to these
locals. A good correlation was found between bioaccessible As (in the gastric
phase) and As extracted by Mehlich-1, suggesting that the use of the Mehlich-1
method could be possible to measure bioaccessible As (gastric) in samples from
the study area, in the absence of validated in vivo/vitro tests.
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3 INTRODUCAO

Atividades de mineragdo e beneficiamento de metais, como ouro (Au),
podem ser uma significativa fonte de contaminacdo do ambiente por elementos-
trago (e.g., arsénio), a partir da exploracdo do mineral, transporte e refino do
minério e disposi¢do de grandes quantidades de rejeitos ao redor das minas. Os
contaminantes, neste caso, geralmente, estdo presentes no material de origem da
rocha.

Em areas de mineracdo de Au, geralmente tém sido constatados elevados
teores de arsénio (As) (Borba et al., 2003; Lee et al., 2008; Choe et al., 2009).
Arsenopirita (FeAsS) ¢ o mineral mais abundante que contém As (Mandal &
Suzuki, 2002), cuja presenga estd geralmente associada a tais areas de
mineracdo. Quando a arsenopirita ¢ submetida a condicdo de oxidacdo, o As
contido nela ¢ liberado, tornando-se mais livre no sistema solo.

O As ¢ classificado como o numero um na lista de poluentes nocivos a
satide humana pela ATSDR (2007), sendo suas propriedades toxicas conhecidas
ha muitos séculos. E comumente aceito que a exposicido a elevados teores de
formas inorganicas do elemento esta associada com o aumento do risco de
cancer de pele e de outros 6rgaos (WHO, 2000).

O risco a saude associado a presenca de elementos toxicos no ambiente ¢
influenciado pela quantidade total do elemento presente no ambiente, sua
toxicidade e biodisponibilidade (Brown et al., 1999).

A principal rota de exposicdo de humanos ao As ¢é via ingestdo
involuntaria de solos por criangas, que tem contato frequente com o solo, em
regides com a presenga de teores elevados do elemento (Cohen et al., 1998;
Rodriguez et al., 1999; Hemond & Solo-Gabriele, 2004; Kwon et al., 2004). As

rotas de exposicdo ao As via inalagdo e absor¢do dérmica sdo consideradas
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insignificantes quando comparadas com a ingestdo (Know et al., 2004; De
Miguel et al., 2007).

Considerando a importincia dessa via de exposi¢do para humanos
(ingestdo de solos) e em funcdo da restricdo a realizacdo de estudos utilizando
seres humanos como amostras, dois tipos de testes (biodisponibilidade e
bioacessibilidade) sdo atualmente utilizados, no intuito de se estimar a dose de
exposi¢do, passo importante em uma avaliacdo de risco para a saide humana.

O termo biodisponibilidade ¢ definidko como a fragdo de um
contaminante (e.g., As) que chega ao sistema circulatorio a partir do trato
gastrintestinal, enquanto a bioacessibilidade é a fragdo do contaminante
dissolvida no sistema gastrintestinal e que estd potencialmente disponivel para
absor¢do (Ruby et al., 1996; Ruby et al., 1999; Koch et al., 2007).

Os testes de biodisponibilidade (in vivo), que utilizam cobaias
(e.g., suinos juvenis, ratos, coelhos, macacos e cachorros, entre outros) nas
avaliagdes, sdo os unicos capazes de medir a fragdo soltivel do contaminante em
matrizes naturais (Freeman et al., 1992). No entanto, esses testes sdo de alto
custo e requerem tempo e mao-de-obra especializada para o manejo dos animais
e também infraestrutura adequada (Hettiarachchi & Pierzynski, 2004).

Outra alternativa sdo os testes de bioacessibilidade (in vitro), isto é,
ensaios em laboratorios com solugdes que simulam as condigdes do trato
gastrintestinal humano e que permitem avaliar a solubilidade de elementos
contaminantes (Oomen et al., 2002; Girouard & Zagury, 2009; Ruby et al.,
1999). Antecessores de tais testes foram originalmente desenvolvidos para
avaliar a biodisponibilidade de ferro em alimentos, para estudos de nutri¢do
(Miller et al., 1981).

Os testes in vitro, baseados na fisiologia humana, tém sido
desenvolvidos como uma ferramenta reproduzivel, simples e de menor custo

(Oomen et al., 2002) e sdo atualmente Uteis na avaliagdo de risco a saude
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humana, no caso de existir exposi¢do a locais contaminados, especialmente em
caso de uma determinagdo de urgéncia, no intuito de uma rapida remediagdo
(Basta et al., 2001; Oomen et al., 2002).

Nos célculos da dose diaria de ingestdo de As via solo, geralmente ¢
considerado o teor total do elemento (i.e., 100% biodisponivel) para quantificar
a entrada de As por esta rota em uma avaliag@o de risco a saide humana. Assim,
tais calculos podem, na maioria das vezes, superestimar o resultado final, pois se
assume que o total do elemento presente no solo pode entrar na corrente
sanguinea. Estudos tém relatado que a bioacessibilidade de As em solos ndo
pode ser arbitrariamente assumida com o valor de 100% (Ruby et al., 1996;
Rodriguez et al., 1999; Yang et al., 2002; Sarkar et al., 2005; Juhasz et al., 2007;
Girouard & Zagury, 2009). Atualmente, algumas equacdes para o calculo da
dose diaria de ingestdo de As tém sido propostas, considerando a fragdo
bioacessivel nas estimativas de avaliagdo de risco, resultando em valores mais
proximos do real.

Estudos para determinar o As bioacessivel em dareas afetadas por
atividades de mineracdo de ouro, visando uma avaliacdo de risco a saude
humana e futuras a¢des de remediacao, sdo inéditos no Brasil.

Diante do exposto, o presente trabalho foi realizado com os objetivos de:
(i) replicar o protocolo de bioacessibilidade In vitro gastrintestinal, com certas
modificacdes, em amostras de uma area de mineracdo de Au e também em
material de referéncia (NIST 2710), para permitir a comparagdo com outros
métodos in vitro publicados e (ii) comparar os teores de As bioacessivel com o

extraido por Mehlich-1.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descrigdo do local de estudo e amostragem
As coletas das amostras foram realizadas, em julho de 2008, nas
dependéncias da mina aurifera situada no municipio de Paracatu, regido noroeste

do estado de Minas Gerais, Brasil (Figura 1).

Morro do Ouro Mine

FIGURA 1 Localizagdo da area de mineragdo de ouro (Paracatu, MG, Brasil).

Duas amostras compostas de material foram coletadas em cada uma das
quatro areas estudadas, na profundidade de 0 a 20 cm. As areas foram: 1)
Reserva Particular de Patrimonio Natural (RPPN), que ¢ a 4rea de reserva
permanente da mina com vegetacdo de Cerrado, abrangendo um total de 73,44
hectares; 2) B2, material pouco intemperizado, do qual se extrai o Au; 3) estéril,

material ndo aproveitavel economicamente, devido ao seu baixo teor de Au e 4)
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rejeito, area (lagoa de retengdo de residuos) com materiais provenientes do
beneficiamento do Au.

As amostras, apos coletadas, foram transportadas para o Departamento
de Ciéncia do Solo (DCS) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), secas ao
ar em temperatura ambiente (25+£5°C) e, em seguida, passadas através de peneira
de malha com 2 mm de didmetro de abertura. Todos os procedimentos analiticos

foram realizados no DCS.

4.2 Procedimento para determinacao dos teores de As
4.2.1 Teor de As total

O teor de As total foi obtido por digestdo, de acordo com o método
3051 A, da Agéncia de Protecdo Ambiental Norte-Americana (USEPA, 1998).
As amostras foram maceradas em moinho de agata e passadas através de peneira
de nailon de 150 um de abertura. Efetuou-se a digestdo das amostras em forno
de micro-ondas MARS-5. Para isso, adicionaram-se 1 g de material solido
(triplicata) ¢ 10 mL de HNO; concentrados em tubos de teflon®, os quais foram
hermeticamente fechados para o inicio do procedimento. Apos a digestdo, o
extrato foi filtrado em filtro tipo Whatman n° 40, juntamente com 10 mL de

agua bidestilada.

4.2.2 Teor de As extraido por Mehlich-1

Em erlenmeyers de 125 mL, colocaram-se 10 gramas de material solido
seco ao ar (fragio<2 mm) e 100 mL da solu¢do extratora Mehlich-1
(0,05 mol L' HCI + 0,0125 mol L' H,SO,). A solugio foi agitada, por 5
minutos, em mesa agitadora (150 rpm) e, em seguida, filtrada através de papel
filtro Whatman n° 42. Os extratos filtrados foram preservados sob refrigeragdo

(4°C), até serem analisados.
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4.2.3 Teor de As bioacessivel (Teste In vitro gastrintestinal)

O teste de bioacessibilidade In vitro gastrintestinal foi selecionado para
este estudo, pois tem sido validado com sucesso para o elemento-traco As, com
testes in Vivo (suinos juvenis) em paralelo, utilizando amostras de areas de
mineragdo (solos e rejeitos) com elevados teores de As (Rodriguez et al., 1999).

O teste consistiu em determinar o teor de As soluvel em duas fases
sequenciais do trato gastrintestinal: i) fase gastrica, em que o pH do meio ¢ 4cido
e ii) fase intestinal, na qual o pH do ambiente ¢ alcalino.

As amostras dos materiais foram maceradas em moinho de agata e
passadas através de peneira de nailon de 150 um de abertura, para obter a fragdo
do material que pode ser aderido aos dedos de criancas e, possivelmente,
ingerido.

A fase gastrica consistiu na mistura de 1 g de material sélido (<150 pum),
seco ao ar, com 150 mL da solucdo gastrica constituida de 1% de pepsina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Cat. No. P7000) em NaCl 0,15 mol L! (p.a.,
Merck, Darmstadt, Germany). A solugdo gastrica foi acidificada, antes de se
adicionar o material s6lido, com HCI concentrado (37%, Merck, Darmstadt,
Germany), atingindo pH=1,80+0,05. Os frascos (erlenmeyers de 250 mL) com a
solucdo gastrica e o material so6lido foram colocados em banho-maria (tipo
Dubnoff com ajuste de temperatura digital e agitagdo), a temperatura de
37+0,5°C (simula¢do da temperatura do corpo humano) e deixados sob uma
agitacdo horizontal constante (100£2 rpm), por 1 hora.

O meio intestinal consistiu no ajuste do pH da solugdo gastrica para
5,540,1, com NaHCO; (p.a., Merck, Darmstadt, Germany). Adicionaram-se a
solugdo 0,525 g de bile extraida de suino (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Cat.
No. B8631) e 0,053 g de pancreatina (Sigma-Aldrich, Cat. No. P1500). O
recipiente com a mistura foi também deixado sobre agitagdo horizontal

(10042 rpm), por 1 hora, a 37+0,5°C.
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Ao final de cada fase (géstrica e intestinal), 10 mL da solugdo foram
coletados e centrifugados a 10.000 rpm, por 15 minutos, sendo o sobrenadante
filtrado, através de membrana polietersulfonica (nailon) de 0,45 pm (25 mm de
diametro), para o interior de tubos de centrifuga de polipropileno com
capacidade de 15 mL. Os extratos filtrados foram preservados sob refrigeragao
(4°C), até serem analisados.

O teor de As (total, extraido por Mehlich-1 e bioacessivel) foi analisado
por espectrofotometria de absor¢do atdmica, com o equipamento Perkin Elmer
AAnalyst 800" com atomizador tipo forno de grafite. Os teores mais elevados
(>1,0 mg kg'") foram determinados por espectrofotometria de absor¢io atdmica
com atomizador tipo chama ar-acetileno.

O percentual de As bioacessivel foi calculado pela seguinte formula:

As in vitro y
As total

As bioacessivel (%) = 100

4.3 Controle e garantia da qualidade (protocolos QA/QC)

Agua ultrapura com resistividade de 18,2 MQ cm (Sistema de Agua
Milli-Q) foi utilizada no preparo das solugdes. Todas as vidrarias, frascos e
materiais empregados na pesquisa foram tratados com uma solugdo de HNO; a
10% por 24 horas e depois enxaguados trés vezes com agua destilada antes de
serem usados.

As amostras dos materiais foram analisadas em triplicata, com excec¢do
dos materiais certificados nos teores de As total (duplicata). Em cada bateria de
amostras procedidas, uma amostra em branco foi conduzida em paralelo, para
controle de qualidade das analises. Os teores de As em todas as amostras em
branco nos procedimentos analiticos foram sempre menores que o limite de
detecgdo calculado para o método, utilizando-se forno de grafite (4 ng de As

L.
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Para avaliar a reproducdo e a acuracia/precisdo dos procedimentos
analiticos nas determinagdes dos teores de As e também permitir a comparagao
com outros resultados publicados, utilizaram-se, nas determinagdes analiticas, os
materiais de referéncia certificados, NIST 2710 (Montana Soil, Highly Elevated
Trace Element Concentrations) e NIST 2709 (San Joaquin Soil, Baseline Trace
Element Concentrations). Os dois materiais de referéncia foram analisados pelo
método USEPA 3051 A (As total) e apenas o NIST 2710 foi testado pelo
método IVG (As bioacessivel). O material NIST 2710 tem sido utilizado em
outros estudos de bioacessibilidade de As (Hamel et al., 1998; Ellickson et al.,
2001; Koch et al., 2005, 2007; Pouschat & Zagury, 2006; Girouard & Zagury,
2009), ndo ocorrendo o mesmo para o NIST 2709, dados os baixos teores de

elementos-tragco encontrados neste ultimo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As percentagens de recuperagdo dos teores de As total para os materiais
de referéncia certificados NIST 2710 (626+38 mgkg') e NIST 2709
(17,7+0,8 mg kg'l) foram de 89,86+0,76 e 91,05+£2,03%, respectivamente
(Figura 2). Os desvios padrdes relativos (coeficiente de variacdo) para as
amostras (duplicata) foram de 0,85% (NIST 2710) e 2,23% (NIST 2709). Isso

indicou uma excelente acuracia e precisao do método.
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FIGURA 2 Teor de As total em amostras da area de mineragdo de ouro em
Paracatu, MG e em materiais de referéncia certificados. — e

, valor de intervengdo industrial para As em solos e limite
maximo de As, sem risco a saude, para solos estabelecidos pela
CETESB-SP, respectivamente  (Companhia  Estadual de
Tecnologia e Saneamento Basico do Estado de Sao Paulo -
CETESB, 2005). *materiais da area de mineragdo. ' tamanho de

particula <150 pum e <74 um, respectivamente. >** valor certificado
(626+38 ¢ 17,7+0,8 mg kg™).

No presente estudo, o As bioacessivel no NIST 2710 foi de 28,41+£2,13%
(fase gastrica) e de 27,41£1,55% (gastrintestinal) (Tabela 1). Tais valores foram
muito préoximos dos reportados por Pouschat & Zagury (2006) (27,6+0,4
gastrico e 25,2+0,3% gastrintestinal), Girouard & Zagury (2009) (25,7+4,7
gastrico e 23,4+3% gastrintestinal), ambos utilizando o método In vitro
gastrintestinal, Koch et al. (2005) (28+17% gastrico) e Koch et al. (2007) (36%

gastrico).
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Hamel et al. (1998), utilizando o método US Pharmacopoeia (USP),
obtiveram o valor de As bioacessivel de 41+18% para o NIST 2710, com a razao
solucdo:solido de 100:1. Considerando a amplitude do desvio padrao (£18%) do
resultado encontrado por esses autores, todos os valores médios de As
bioacessivel supracitados estdo dentro da faixa. Em experimentos in vivo,
usando, como cobaias, ratos Sprague Dawley, foi encontrado o valor de As

biodisponivel de 37,8% para o mesmo material s6lido (Ellickson et al., 2001).

TABELA 1 Bioacessibilidade de As em amostras coletadas em area de
mineragdo de ouro no municipio de Paracatu, MG e em material
de referéncia certificado.

As bioacessivel (%)’

)
Material Gastrica Gastrintestinal
RPPN <LD <LD
Estéril 2,46+1,04 3,52+1,80
Rejeito 2,68+1,53 2,48+0,64
B2 0,88+0,17 1,35+0,26
Média® 2,17 2,69
NIST 2710 28.41+2,13 27,41+1,55

<LD = menor que o limite de detecgio (4 pg L™). 'valor médio+desvio padrio (n=2, exceto NIST
n=3). *tamarnho de particula <150 pum, exceto para o material de referéncia certificado (<74pm).
materiais da 4rea de mineracéo, exceto RPPN.

As amostras dos materiais da area de mineragdo apresentaram ampla
faixa de variagdo nos valores médios de As total, variando de 10,19 a
1.849,50 mg kg' (média de 826,20 mg kg') (Figura 2). Além da enorme
variabilidade dos teores entre os diferentes materiais (solo, substratos e rejeito),
constatou-se elevada variabilidade entre as amostras de um mesmo local. Os
desvios padrdes relativos para os materiais foram de 10,60% (RPPN),

31,2% (estéril), 34,95% (rejeito) e 12,79% (B2). Isso demonstra a enorme
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heterogeneidade desses materiais nas suas condigdes de campo, o que ocorre
principalmente com materiais que estdo sujeitos a movimentagdo € ao
revolvimento constantes (e.g., estéril, rejeito e B2).

As amostras da area RPPN (unico solo do estudo utilizado como amostra
controle) apresentaram valor médio de As total de aproximadamente 1,5 vez
menor do que o limite méaximo para solos (15 mg kg'), sem risco a saude
humana, estabelecido pela CETESB (2005) e de, aproximadamente, 2 vezes
menor que o do Guia de Referéncia da ATSDR, para populacdo infantil
(20 mg kg™") (ATSDR, 2007) (Figura 2).

O mesmo solo também apresentou o menor valor médio de As extraido
por Mehlich-1 (0,08 mg kg™) e bioacessivel (<LD) (Figura 3). A area RPPN
vem sendo visitada ao longo do ano por criangas de diversas escolas da regido.
Desse modo, pode-se inferir que, como os valores de As nesta localidade sdo
baixos, a exposi¢do das criancas nessa area ndo ocasionaria riscos a saude,

mesmo porque as visitas sdo esporadicas.
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FIGURA 3 Teor de As extraido por Mehlich-1 e bioacessivel em amostras da

area de mineracdo de ouro em Paracatu, MG e As bioacessivel em
material de referéncia certificado. *materiais da area de mineracéo,
exceto RPPN. <LD = menor que o limite de detecgdo (4 pgL™).
"tamanho de particula <2 mm e <150 pm, exceto material de
referéncia certificado (<74 pm), respectivamente.

Valores de referéncia para interpretar resultados de analises de

elementos-traco em rejeitos de mineragdo e substratos sdo escassos (Silva et al.,

2004). Assim, no intuito de avaliar o grau de contaminacdo dos materiais

avaliados no presente estudo, tomou-se como base o valor de intervencdo

industrial para As em solos (150 mg kg") sugerido pela CETESB (2005). Os

teores de As médio no estéril, rejeito e B2 foram superiores, aproximadamente,

4, 6 e 12 vezes, respectivamente, ao valor de intervengao industrial da CETESB

(Figura 2).

Desse modo, para a disposicao final desses materiais, ha a necessidade

de um planejamento adequado para que os elementos contaminantes presentes
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nos materiais ndo contaminem o ambiente. Apesar dos elevados teores de As
total nos materiais dessas areas, a populacdo ndo tem acesso livre a essas
localidades, ndo ocorrendo, portanto, riscos pela auséncia da exposicao.

Os valores médios de As bioacessivel (%) das amostras, tanto da fase
gastrica, variando de <LD a 2,68+1,53 (média de 2,17), como da gastrintestinal,
variando de <LD a 3,52+1,80 (média de 2,69), foram muito baixos (Tabela 1),
quando comparados aqueles encontrados em outros estudos de bioacessibilidade.

Pouschat & Zagury (2006) ; Sarkar et al. (2007); Girouard & Zagury
(2009), utilizando o teste IVG em amostras de materiais com elevados teores de
As, encontraram amplitudes (valor minimo e maximo) de As bioacessivel (%) na
fase gastrintestinal de 25+2,7 a 66,6+2,3 (média de 40,7+14,9), 3 a 90 (média de
37), e 17+0,4 a 46,9+1,1 (média de 30,5+3,6), respectivamente.

Rieuwerts et al. (2006), analisando amostras de poeira doméstica (em
carpete) e de solo de jardim, coletadas em casas ao redor de uma area de
mineragdo inativa no sudoeste da Inglaterra, encontraram teores de As total
maximos de 486 mg kg (poeira doméstica) e 471 mg kg (solo de jardim). O
As bioacessivel (método PBET) foi determinado em duas amostras de poeira
doméstica e de solo de jardim. Os valores obtidos na fase gastrintestinal, para as
duas amostras, foram de 28,7% e 58,6% (poeira doméstica) e de 32,1% e 37,5%
(solo de jardim).

Diferentes valores de bioacessibilidade de As em solos/rejeitos sdo
influenciados pela ampla variagdo de suas propriedades, tais como teores de
oxidos de Fe, Mn e Al, teores de P, mineralogia, pH, carbono organico total,
teores de argila, entre outros, como relatado em alguns estudos (Yang et al.,
2002; Ruby, 2004; Pouschat & Zagury, 2006; Sarkar et al., 2007; Girouard &
Zagury, 2009).

Os teores de As bioacessivel entre as amostras (estéril, rejeito e B2)

mantiveram-se proximos (Figura 3), mesmo havendo grande variabilidade dos
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teores totais de As (Figura 2). Em um céalculo de avaliagdo de risco comparando
dois materiais, B2 (1.849,5 mg As kg' e 1,35% bioacessivel) e estéril
(573,39 mg As kg™ e 3,52% bioacessivel), considerando os dois pardmetros (teor
total e percentual bioacessivel) e fixando os demais para ambas as amostras,
observa-se que os valores estimados sdo aproximadamente equivalentes (entre
20 e 25 mg de As kg estariam na forma bioacessivel). Situagdo muito diferente
seria encontrada considerando apenas o teor total do elemento (100%
biodisponivel) nos céalculos das estimativas ou fixando um mesmo valor
bioacessivel para ambas as amostras, como ¢ feito para algumas equagodes de
avaliagdo de risco para o Pb (30% biodisponivel) (USEPA, 2002).

Vale ressaltar que, mesmo havendo extensdes significativas de minas
auriferas no Brasil e de ter sido constatada a presenca de elevados teores de As
ao redor delas, estudos de bioacessibilidade de As em areas de mineragdo de
ouro, até o momento, sdo inéditos no Brasil. Desse modo, os dados do presente
estudo ndo podem ser comparados com os de outros realizados em areas no pais.

Observou-se que o valor de As bioacessivel médio na fase gastrintestinal
(2,69%) foi ligeiramente maior que o da fase gastrica (2,17%) (Tabela 1).
Estudos realizados por Pouschat & Zagury (2006); Sarkar et al. (2007); Girouard
& Zagury (2009) apresentaram a mesma tendéncia, em que as diferengas entre
as fases foram de 4,5%, 4,36% e 3,6%, respectivamente. Tendéncia inversa
ocorreu para o NIST 2710, em que o As bioacessivel foi ligeiramente maior na
fase gastrica (Tabela 1). Pouschat & Zagury (2006), em trés amostras de solo
referéncia (NIST 2710, NIST 2711 e CRM 025) e Girouard & Zagury (2009)
utilizando o NIST 2710, encontraram a mesma tendéncia.

A média dos teores de As médio extraido por Mehlich-1 dos materiais
(estéril, rejeito e B2) foi de 26,72 mg kg e o bioacessivel gastrintestinal de
22,42 mg kg (Figura 3). Observa-se que a média dos teores para os dois

métodos ¢ muito proxima. Analises de correlagdo paramétricas de Pearson entre
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os teores de As bioacessivel e extraido por Mehlich-1 mostraram a existéncia de
correlacgdo significativa e positiva somente para a fase gastrica (r=0,78; p<0,05).
Portanto, como o método Mehlich-1 ¢ uma analise de rotina simples e de
baixo custo, em comparagdo com os testes in Vivo e in Vvitro, ha a possibilidade
do uso desse método para estimar o As bioacessivel (fase gastrica) em amostras
da area de mineracdo do presente estudo, em caso da impossibilidade do uso de

um teste in Vivo ou in vitro validado.

6 CONCLUSOES

Considerando os resultados reportados de As bioacessivel para o
material NIST 2710 pelos autores, pode-se afirmar que a replicacdo e a
acuracia/precisdo do protocolo IVG foram validos, podendo ser aplicadas em
amostras de area de mineragdo de ouro situada no Brasil.

A area RPPN ndo apresenta riscos a saude humana por seus baixos
teores de As. As demais areas do estudo, apesar dos altos teores de As total
encontrados, a populagdo ndo tem acesso livre e o percentual de As bioacessivel
foi muito baixo.

Houve correlagdo entre os teores de As extraido por Mehlich-1 e o
bioacessivel na fase gastrica. Apesar da forte correlagdo entre os métodos, ha,
ainda, a necessidade de mais pesquisas envolvendo maior nimero de amostras
com amplas faixas de teores de As total, extraido por Mehlich-1 e bioacessivel,
para que o método de menor custo (rotina) possa ser aplicado com maior

seguranca em outras areas de minerag@o de ouro do Brasil.
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CAPITULO 3

BIOACESSIBILIDADE E AVALIACAO DE RISCO A SAUDE PARA
ARSENIO EM AREA DE MINERACAO DE OURO, PARACATU (MG)

1 RESUMO

Em solos, substratos ¢ rejeitos de areas de mineracdo de ouro do Brasil
tém sido mensurados elevados teores de arsénio (As) total, porém, testes de
bioacessibilidade para o elemento ainda nao t€m sido realizados nesses
materiais. Estudos desta natureza podem indicar o risco de contaminagdo pela
exposi¢do dos habitantes das regides proximas a essas areas. Diante do exposto,
o estudo foi realizado com os objetivos de: (i) avaliar a bioacessibilidade de As
em amostras estratificadas de uma area de mineragdo de ouro; (ii) comparar 0s
teores de As bioacessivel com os extraidos por Mehlich-1 e (iii) avaliar a
exposi¢do humana aos materiais contaminados. Nas dependéncias de uma mina
aurifera situada no municipio de Paracatu (MG), foram coletadas cinco amostras
compostas em cada area (RPPN, Exp. B1, B1 e estéril) e em duas profundidades
distintas (0 a 2 e 2 a 10 cm). Adicionalmente, na lagoa de retengdo de rejeitos,
foram retiradas, em dois pontos, duas por¢des significativas do material; de uma
delas retiraram-se duas amostras e, em outra, trés amostras, compondo cinco
amostras para serem analisadas. Determinaram-se, em todas as amostras, os
teores de As total, extraido por Mehlich-1 e bioacessivel (In vitro
gastrintestinal). A estimativa da ingestdo diaria de As foi calculada para um
cenario hipotético de risco, considerando-se a ingestao involuntaria de solo por
criangas como sendo a rota mais relevante. Nas amostras da area de mineragao
foram constatados altos teores de As total e baixos percentuais de As
bioacessivel. A area RPPN (controle) apresentou os menores teores de As total,
extraido por Mehlich-1 e bioacessivel, enquanto o rejeito apresentou os maiores
teores. As amostras coletadas na profundidade de 2 a 10 cm, em comparagio
com as de 0 a 2 cm, apresentaram os maiores teores médios de As total e
bioacessivel (gastrico e gastrintestinal) e o inverso ocorreu para os teores de As
extraido por Mehlich-1. Os valores estimados da taxa de ingestdo de As para as
amostras selecionadas foram baixos, exceto para o material rejeito, o qual foi
acima de 0,3 ng de As kg' BW dia”. O calculo da dose de exposi¢io, para o
cenario hipotético de risco, indica que, com excegdo do rejeito, os materiais das
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areas contribuem, no maximo, pela rota de exposi¢cao em questdo, com 9,5% na
entrada de As maxima permitida (0,3 ug kg™ BW dia™). Correlagio significativa
entre os teores de As extraido por Mehlich-1 e bioacessivel foi verificada para a
fase gastrica, nas duas profundidades, e gastrintestinal para a profundidade de 2
a 10 cm.
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2 ABSTRACT

High concentrations of total arsenic (As) have been measured in soils,
substrates and mine tailings of gold mining areas of Brazil. However,
bioaccessibility tests for As have not yet been conducted in those materials.
Such studies are useful for estimating risks for people living nearby gold-mining
areas and might help decision makers and regulators seeking improvements in
public health. This study aimed at: (i) evaluating the bioaccessibility of As in
stratified samples from a gold mining area; (ii) comparing the bioaccessible
levels of As with those extracted by Mehlich-1; and, (iii) evaluating human
exposure to As-contaminated materials. Five composite samples were collected
from different materials found in a gold mine area located in Paracatu (MQG),
Brazil (hereafter called reference area = Private Natural Reserve, Bl = mined
oxidized soil layer, Exp. Bl = experiment over Bl, and sterile) and at two
different depths (0 to 2 and 2 to 10 cm). In addition, in the waste retention pond
(pond tailings) two significant portions of the material were taken from two
points. From one portion, two samples were taken and from the other, three
samples, comprising five samples to be analyzed. Total, Mehlich-1 extracted,
and bioaccessible (In Vitro Gastrointestinal) As concentrations were determined
in all samples. An estimate of the daily As ingestion was calculated using a
hypothetical risk scenario considering the involuntary ingestion of soil by
children as being the most relevant route of exposure. High total As
concentrations and low percentage of bioaccessible As were verified in all
samples from the mining area. The reference area (control) presented the lowest
total, Mehlich-1 extracted and bioaccessible As concentrations, while the pond
tailings presented the highest. Samples collected at the depth of 2 to 10 cm
presented higher concentrations of total and bioaccessible (gastric and
gastrointestinal) As when compared with those from 0 to 2 cm. The opposite
occurred for As extracted by Mehlich-1. The estimated values for the As
ingestion rate from the selected samples were low, except for the pond tailing
material, which was above 0.3 pug of As kg”! BW day™'. The calculated dose of
exposure for the hypothetical risk scenario indicated that, except for the pond
tailings, in all other areas the exposure route considering soil ingestion
contributed at most to 9.5% of the maximum allowed As ingestion per day
(0.3 ug kg BW day™). Correlation between As levels extracted by Mehlich-1
and bioaccessible As was verified for the gastric phase, at the two sampling
depths, and for the gastrointestinal phase for samples collected at 2 to 10 cm.
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3 INTRODUCAO

O arsénio (As) ¢ classificado como o niimero um na lista de poluentes
prioritarios nocivos a saude humana pela ATSDR (2007). Embora seja toxico e
carcinogénico, o elemento ¢ utilizado em diversos ramos, tais como na industria,
na medicina, na formulag¢do de pesticida e inseticida, em aditivos de alimentos
animais e na conservagdo de madeira (Mandal & Suzuki, 2002).

Tém sido constatado elevados teores de As no ambiente (Rodriguez et
al., 1999; Ruby et al., 1999; Pouschat & Zagury, 2006; Rieuwerts et al., 2006;
Sarkar et al., 2007a; Smith et al., 2008; Girouard & Zagury, 2009),
especialmente ao redor de areas de mineracdo de ouro (Borba et al., 2003;
Juhasz et al., 2007; Lee et al., 2008; Choe et al., 2009), podendo apresentar
riscos para a satide humana.

Atividades de mineragdo e beneficiamento de metais promovem geracao
de grandes quantidades de rejeitos e o seu inadequado manejo pode contaminar a
regido e levar a entrada do elemento na cadeia trofica. Nessas areas
contaminadas, criancas que estdo frequentemente em contato com o solo podem
ingeri-lo involuntariamente, sendo esta considerada a principal via de exposi¢do
ao As (Cohen et al., 1998; Rodriguez et al., 1999; Hemond & Solo-Gabricle,
2004; Kwon et al., 2004).

A alta toxicidade do As, para homens e animais, tem tornado crescente a
preocupagdo com a contaminagdo do meio ambiente com essa substincia. Em
uma avaliagdo de risco a satide humana, considerando como rota de exposi¢do a
ingestdo de solo contaminado, testes in vivo utilizando cobaias (i.e., ratos,
coelhos, macacos, suinos, entre outros) tém sido utilizados no intuito de estimar
a quantidade de As (fragdo do contaminante) que chega ao sistema circulatorio a
partir do trato gastrintestinal (biodisponivel) (Ruby et al., 1996, 1999; Koch et
al., 2007).
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Os testes de bioacessibilidade (ensaios in vitro), que simulam as
condi¢des fisico-quimicas gastrintestinais humanas e mensuram a fragdo do
contaminante potencialmente soluvel no trato gastrintestinal e disponivel para
ser absorvido (Ruby et al., 1996, 1999; Koch et al., 2007), constituem uma
ferramenta rapida, simples e de baixo custo em comparagdo com os testes in vivo
(Oomen et al., 2002).

Em materiais (solos, substratos e rejeitos) de areas de mineragdo de ouro
do Brasil, tém sido mensurados elevados teores de As total, porém, testes de
bioacessibilidade para esse elemento ainda ndo tém sido realizados para essas
areas. Em geral, tais areas de mineracdo estdo em regides bastante povoadas,
com cidades localizadas bem préximas das minas auriferas.

Diante do exposto, os estudos de bioacessibilidade de As, em materiais
de area impactada por atividades de mineracdo, visando obter, de forma inédita
no estado de Minas Gerais, informagdes pertinentes a bioacessibilidade
adquirem elevada importancia. Estudos dessa natureza podem dar um indicativo
de risco de contaminagdo pela exposi¢do dos habitantes proximos a essas areas,
podendo, inclusive, nortear politicas publicas neste sentido.

O presente estudo foi realizado com os objetivos de (i) avaliar a
bioacessibilidade de As (método IVG) em amostras estratificadas (0 a 2 e
2 a 10 cm) de materiais provenientes de uma area de mineracdo de ouro; (ii)
comparar os teores de As bioacessivel com o extraido por Mehlich-1 nesses
materiais e (iii) avaliar o risco da exposi¢cdo humana aos materiais contaminados

com As (ingestdo), considerando um cendrio hipotético de maximo risco.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descricgao do local de estudo e da amostragem

As amostras foram coletadas, em dezembro de 2008, nas dependéncias
da mina aurifera situada no municipio de Paracatu, regido noroeste do estado de
Minas Gerais, Brasil.

Cinco amostras compostas de material foram coletadas manualmente em
cada area, em duas profundidades (0 a2 cm e 2 a 10 cm), utilizando uma pa reta.
Na lagoa de retengdo de rejeitos, foram retiradas, em dois pontos, duas porgdes
significativas do material; de uma delas retiraram-se duas amostras e, em outra,
tré€s amostras, compondo cinco amostras, conforme as outras areas, porém, sem
profundidades distintas.

As areas de coletas foram: 1) Reserva Particular de Patrim6nio Natural
(RPPN), a qual ¢ a area de reserva permanente da mina com vegetacdo de
Cerrado, abrangendo um total de 73,44 hectares; 2) Experimento de Reabilitacdo
de Areas Mineradas (Exp. B1), experimento instalado em maio de 2004 sobre
material B1, visando testes de cobertura e revegetagdo da area com espécies
vegetais; 3) B1, substrato de mineragdo com baixo teor de ouro e que ainda é
utilizado no processo de extragdo. Este local de coleta esta situado em uma das
extremidades da area de mineracdo, existindo, nas suas proximidades, muitas
residéncias; 4) estéril, material ndo aproveitavel economicamente devido ao seu
baixo teor de Au e 5) rejeito, amostra obtida da lagoa de retencdo de residuos
com materiais provenientes do beneficiamento do Au.

As amostras coletadas foram transportadas para o Departamento de
Ciéncia do Solo (DCS) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), secas ao ar
a temperatura ambiente (25+£5°C) e, em seguida, passadas através de peneira de
2mm de didmetro de malha. Todos os procedimentos analiticos foram

realizados no DCS.
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4.2 Procedimento para determinacao dos teores de As
4.2.1 Teor de As total

O teor de As total foi obtido por digestdo, de acordo com o método
3051 A da Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (USEPA, 1998b). As
amostras foram maceradas em moinho de dgata e passadas através de peneira de
ndilon de 150 pum de malha. Efetuou-se a digestdo em forno de micro-ondas
MARS-5, sendo utilizado 1 g de material s6lido (triplicata) em 10 mL de HNO;
concentrado. Apés a digestdo, o extrato foi filtrado em filtro tipo Whatman n° 40

e o volume completado até 20 mL com agua.

4.2.2 Teor de As extraido por Mehlich-1

Para esta determinagdo, utilizaram-se 2,5 g de material sélido seco ao ar
(fragdo<2 mm) e 10 mL da solugdo extratora Mehlich-1 (0,05 mol L
HCI + 0,0125 mol L™ H,SO4). O material solido e a solugdo foram colocados em
tubo de centrifuga com capacidade de 15 mL e, apds ser agitado horizontalmente
(150 rpm) por 5 minutos, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm, por 10
minutos. A suspensao foi filtrada através de membrana polietersulfonica (ndilon)
de 0,45 pm (25 mm de didmetro). Os extratos filtrados foram preservados sob

refrigeracdo (4°C), até serem analisados.

4.2.3 Bioacessibilidade de As In vitro gastrintestinal

A bioacessibilidade de As nas amostras foi determinada utilizando-se o
protocolo In vitro gastrintestinal, proposto por Rodriguez et al. (1999), que
consta de duas fases sequenciais (gastrica e intestinal), com algumas
modificagdes.

A fase gastrica consistiu na mistura de 1 g de material solido (<150 pwm)
com 150 mL da solucdo géstrica constituida de 1% de pepsina (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, Cat. n°. P7000) em NaCl 0,15 mol L! (p.a., Merck, Darmstadt,
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Germany). A solucdo gastrica foi acidificada antes de se adicionar o material
solido, com HCI concentrado (37%, Merck, Darmstadt, Germany), atingindo
pH=1,80+0,05. Os frascos (erlenmeyers de 250 mL) com a solugdo gastrica e
material so6lido foram colocados em banho-maria (tipo Dubnoff com ajuste de
temperatura digital e agitacdo), a temperatura de 37+0,5°C e deixados sob
agitagdo horizontal constante (100+2rpm), por 1 hora.

O meio intestinal consistiu no ajuste do pH da solugdo géastrica, com
NaHCO; (p.a., Merck, Darmstadt, Germany), para 5,5£0,1 e adicionaram-se a
solucdo 0,525 g de bile extraida de suino (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Cat.
No. B8631) e 0,053 g de pancreatina (Sigma-Aldrich, Cat. No. P1500). O
recipiente com a mistura foi também deixado sob agitagdo horizontal
(100+2rpm), por 1 hora, a 37+£0,5°C.

Ao final de cada fase (gastrica e intestinal), 10 mL da solug¢do foram
coletados e centrifugados a 10.000 rpm, por 15 minutos, sendo o sobrenadante
filtrado através de membrana polietersulfonica (nailon) de 0,45 pm (25 mm de
didmetro), para o interior de tubos de centrifuga de polipropileno com
capacidade de 15 mL. Os extratos filtrados foram preservados sob refrigeragdo
(4°C), até serem analisados.

O teor de As (total, extraido por Mehlich-1 e bioacessivel) foi analisado
por espectrofotometria de absor¢do atomica, com o equipamento Perkin Elmer
AAnalyst 800" com atomizador tipo forno de grafite. Os teores mais elevados
(>1,0 mg kg") foram determinados por espectrofotometria de absor¢io atdmica
com atomizador tipo chama.

O percentual de As bioacessivel foi calculado pela seguinte formula:

As in vitro y
As total

As bioacessivel (%) = 100
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4.3 Controle e garantia da qualidade (protocolos QA/QC)

Agua ultrapura com resistividade de 18,2 MQ cm (sistema de agua
Milli-Q) foi utilizada no preparo das solugdes. Todas as vidrarias, frascos e
materiais empregados na pesquisa foram tratados com solu¢cdo de HNO; a 10%,
por 24 horas e depois enxaguados trés vezes com agua destilada antes de serem
usados.

As amostras foram analisadas em triplicata, com exce¢@o dos materiais
certificados nos teores de As total (duplicata). Em cada bateria de amostras
procedidas, uma amostra em branco foi conduzida em paralelo, para fins de
controle de qualidade das analises. Os teores de As em todas as amostras em
branco nos procedimentos analiticos foram sempre menores que o limite de
detec¢do calculado para o método, utilizando-se forno de grafite (4 pg de As
L.

Para avaliar a reproducdo e a acuracia/precisdo dos procedimentos
analiticos nas determinac¢des dos teores de As e também permitir a comparacio
com outros resultados publicados, utilizaram-se, nas determinagdes analiticas, 0s
materiais de referéncia certificados, NIST 2710 (Montana Soil, Highly Elevated
Trace Element Concentrations) e NIST 2709 (San Joaquin Soil, Baseline Trace
Element Concentrations). Os dois materiais de referéncia foram analisados pelo
método USEPA 3051 A (As total) e apenas o NIST 2710 foi analisado pelo
método IVG (As bioacessivel). O material NIST 2710 tem sido utilizado em
outros estudos de bioacessibilidade de As (Hamel et al., 1998; Ellickson et al.,
2001; Koch et al., 2005; Pouschat & Zagury, 2006; Koch et al., 2007; Girouard
& Zagury, 2009), ndo ocorrendo o mesmo para o NIST 2709, dados os baixos

teores de elementos-trago encontrados neste ultimo.
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4.4 Estimativa para avaliacao da exposicéo

Para estimar, de forma preliminar, o risco ndo cancerigeno (parametros
utilizados para criangas, categoria mais susceptivel de uma populacdo) de
pessoas expostas a areas com materiais contaminados (solo/substrato/rejeito) e
tendo como base a ingestdo involuntaria de solos como via de exposi¢do ao As,
calculou-se a dose de exposigdo pela seguinte equacdo, conforme Pouschat &
Zagury (2006).

EPC x SIR x EF x Bx CF
BW

CDI =

em que CDI = As ingerido (ng kg massa corpérea dia™); EPC = teor de
As total nas amostras (mg kg™'); SIR = taxa de ingestdo de solo por uma crianga
(100 mg dia'); EF =frequéncia de exposigio (0,5 = 182 dias/ano);
B = bioacessibilidade (%) (estimada usando o método IVG); BW = massa
corpérea (15,4 kg para criangas de 0-6 anos de idade) e CF = fator de conversdo
de unidade (107).

A taxa de ingestdo de solo (SIR) de 100 mg dia™' por uma crianga esta de
acordo com USEPA (1997) e Dube et al. (2004); a frequéncia de exposicdo esta
de acordo com Hemond & Solo-Gabriele (2004) e o valor da massa corporal
(15,4 kg) de criangas entre 0-6 anos foi calculado a partir de dados disponiveis
na Pesquisa de Orgamentos Familiares 2002-2003 (Instituo Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE, 2006), por Guilherme & Marchi (2007).

A dose diaria média (CDI) de um contaminante via uma rota identificada
indica a quantidade da substancia quimica ingerida por kg de massa corpérea por
dia. O critério de toxicidade para substancias que podem potencialmente causar
efeitos ndo carcinogénicos baseia-se nas doses de referéncia (RfDs), sendo estas
o nivel limite além do qual podem resultar efeitos toxicos (Guilherme & Marchi,
2007). A razdo entre a dose didria média e a dose de referéncia (RfD) fornece o

quociente de risco (QR), que informa o quanto a rota de exposi¢cdo em questio
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(i.e., ingestdo de solo) contribui na entrada maxima permitida do contaminante.
A soma dos QRs possiveis de existir (i.e., via inalacdo, absor¢do dérmica,
ingestdo agua, alimentos, etc.) gera o indice de perigo (HI). Se o HI calculado é
menor do que 1, pode-se concluir que os efeitos adversos nao cancerigenos pelas
rotas de exposi¢cdo ao contaminante sdo insignificantes.

Para estimar o risco ndo carcinogénico, a avaliagdo da dose-resposta foi
obtida utilizando-se a RfD derivada do banco de dados da Integrated Risk
Information System (IRIS) (USEPA, 1998a). As RfDs cronicas orais sdo
desenvolvidas para ter um papel protetor da satde a exposi¢do a uma substancia

quimica por um longo tempo (Guilherme & Marchi, 2007).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Controle e garantia da qualidade (protocolos QA/QC)

A acurédcia e a precisdo na determinacdo dos teores de As total via
digestdo acida (USEPA 3051 A) foram verificadas utilizando-se os materiais
NIST 2710 e 2709. As percentagens de recuperagdo média obtidas no estudo
foram de 89,86+0,76 (NIST 2710) e 91,05+2,03% (NIST 2709), com desvio
padrdo relativo para as amostras de 0,85 e 2,23%, respectivamente. Isso indicou
uma excelente acuracia e precisdo do método.

A reproducdo do protocolo IVG foi avaliada utilizando o NIST 2710,
material que permite a comparagdo com outros testes in vitro publicados. Os
valores de bioacessibilidade obtidos foram de 28,41+2,13% (fase gastrica) e
27,41£1,55% (gastrintestinal). Tais valores foram muito préoximos dos
reportados por Pouschat & Zagury (2006), de 27,6+0,4 gastrico e 25,2+0,3%
gastrintestinal; por Girouard & Zagury (2009), de 25,7+4,7 gastrico e 23,4+3%
gastrintestinal, ambos utilizando o método In vitro gastrintestinal; por Koch et
al. (2005), de 28+17% géastrico e por Koch et al. (2007), de 36% géastrico. Desse
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modo, pode-se afirmar que a reproducao e a acuracia/precisdo do protocolo IVG

foram validas, podendo ser aplicadas nas amostras do presente estudo.

5.2 Teor de As total (USEPA 3051 A)

As amostras das areas do presente estudo apresentaram enorme
variabilidade em teores médios de As total, variando de 24,64 (RPPN, 0-2 cm) a
1.890,8 mg kg™ (rejeito) (Figura 1). Enorme variabilidade também foi verificada
entre as amostras (n=5) coletadas em mesma area e profundidade, apresentando
o estéril (2-10 cm) o menor desvio padrao relativo (DPR = 8,04%) e o rejeito, o
maior (40,9%) (Figura 1). Em &reas de mineracdo, ¢ comum a enorme
heterogeneidade nos teores de elementos-trago em amostras de uma mesma area
e entre areas, devido a movimentagdo ¢ ao revolvimento constantes dos
materiais a serem minerados.

Amostras coletadas na mina de Au e Ag, em Myungbong, na Coreia e ao
redor dela, apresentaram teores de As total (digestdo em agua régia) entre 25 ¢
131 mg kg™ para solos (DPR = 62,67%) e entre 1.946 a 3.090 mg kg nos
rejeitos (DPR = 25,93%) (Lee et al., 2008). Juhasz et al. (2007) encontraram
altissimos teores de As total em amostras (n=8) de solos contaminados de area
de mineragio de ouro, com o maior teor de 12.781 mg kg™

Nas amostras (n=5) do rejeito, os teores de As variaram de 1.065,42 a
2.665,63 mg kg™ (Figura 1). Vale salientar que tais amostras foram coletadas em
uma mesma lagoa de retengdo, porém, em dois locais (pontos) distintos. Os
teores médios de Astdesvio padrdo desses locais distintos foram 1.080,30+21,04
(n=2) e 2.431,13+317,61 mg kg (n=3), demonstrando o quanto o teor de As

varia no material em pontos distintos da lagoa de retengao.
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FIGURA 1 Teor de As total em amostras da area de mineragdo de ouro em
Paracatu, MG e em materiais de referéncia certificados. ' valor
certificado (626+38 ¢ 17,7+0,8 mg kg™).

Silva et al. (2004), trabalhando com uma amostra composta de rejeito,
formada por 30 amostras simples coletadas ao longo da barragem de rejeito
localizada em uma area de mineragdo de ouro em Minas Gerais, obtiveram o
valor de As total de 4.322 mg kg™ (4gua régia), valor este bem maior que o
encontrado no presente estudo.

Os teores médios de As total foram maiores na profundidade de
2al0cm (aproximadamente 41%, 28%, 96% e 8%), em comparacdo a
profundidade de 0a2cm, para as areas RPPN, Exp. Bl, Bl e estéril,
respectivamente (Figura 1). Observou-se que o material Bl teve a maior
discrepancia nos valores de As para a estratificagdo, variando de 280,53+102,44

(0 a2 cm) a 549,86+108,44 mg kg™ (2 a 10 cm).
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Para uma avaliagdo de risco considerando como rota de exposi¢do a
ingestdo involuntaria de solos por criangas, a camada de solo mais importante a
ser considerada nesta avaliagdo ¢ a mais superficial (primeiros centimetros). Em
areas com teores muito elevados de elementos-traco, poucas espécies vegetais
conseguem sobreviver, ficando tais areas descobertas. Assim, a camada mais
superficial dessas areas pode ser carreada pelo vento e agua (chuva) para areas
urbanas, rios, areas agricolas, etc. Desse modo, verifica-se a importancia de se
caracterizar, em uma avaliagdo de risco, ndo apenas a camada mais superficial,
como também um pouco abaixo desta, visto que, uma vez que os primeiros
centimetros forem carreados, a camada abaixo desses tornar-se-4 a mais

superficial.

5.3 Teor de As extraido por Mehlich-1 e bioacessivel

Os teores de As extraido por Mehlich-1 e bioacessivel nas amostras
coletadas estratificadas (RPPN, Exp. B1, Bl e estéril) foram muito baixos
(Figura 2), quando comparados com aqueles obtidos em outros estudos, tendo os
menores valores sido para a &rea RPPN, como esperado, por ser a area controle.
Salienta-se que os maiores valores encontrados nessas amostras foram sempre
menores que 10 mg de As kg™

Em um estudo avaliando a bioacessibilidade de As em duas amostras de
poeira doméstica e duas de solo de jardim, coletadas em residéncias ao redor de
uma area de mineragdo desativada, foram encontrados teores de As bioacessivel
para a fase gastrintestinal de 21,8 e 272 mg kg (poeira doméstica) e de 58,4 e
158,8 mg kg (solo jardim) (Rieuwerts et al., 2006). No caso do estudo de
Juhasz et al. (2007), foram encontrados teores de As bioacessivel maximo de
4473,35 mg kg em amostras (n=8) de solos contaminados de 4rea de mineragio

de ouro, valor esse bem acima dos encontrados nas amostras do presente estudo.
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FIGURA 2 Teor de As extraido por Mehlich-1 e bioacessivel em amostras da
area de mineragdo de ouro em Paracatu, MG ¢ As bioacessivel em
material de referéncia certificado. <LD = menor que o limite de
detecgdo (4 pgL™"). "“tamanho de particula <150 pm e <2 mm,
respectivamente, exceto material de referéncia certificado (<74 pm).

O maior teor de As extraido por Mehlich-1 (média de 79,09 mg kg™) e
bioacessivel (média de 68,63 géstrico e 79,03 mg kg™ gastrintestinal) nas areas
da mina foi encontrado para o rejeito (Figura 2). Silva et al. (2004), em estudo

em area de mineragdo de ouro em Minas Gerais obtiveram, em uma amostra
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composta de rejeito, teor de As extraido por Mehlich-1 aproximadamente de 2,4
vezes maior que a do presente estudo.

Observou-se também, de modo semelhante ao verificado para os teores
de As total (Figura 1), enorme variabilidade nos teores de As extraido por
Mehlich-1 e bioacessivel nas amostras de cada area, bem como nas diferentes
profundidades de coleta, com os maiores desvios padrdes relativos (DPRs) para
o material rejeito (DPRs = 59,79% extraido por Mehlich-1, 53,52% gastrico e
54,47% gastrintestinal) (Figura 2).

Os valores médios de As bioacessivel (gastrico e gastrintestinal) para as
amostras das areas, na profundidade de 2-10 cm, foram sempre maiores que 0s
da profundidade 0-2 cm (Figura 2), apresentando comportamento semelhante ao
dos teores de As total nas mesmas amostras. O inverso ocorreu para os teores de
As extraido por Mehlich-1.

Até o conhecimento dos autores, nenhuma pesquisa anterior de
bioacessibilidade de As em solo, substratos ¢ rejeito tem sido realizada em area
de mineracdo de ouro no Brasil, para que os dados do presente estudo pudessem

ser comparados.

5.4 Bioacessibilidade de As (%0)

O As bioacessivel (%) médio para cada area e profundidade foi
calculado pela razdo entre o teor médio de As bioacessivel e o total (Tabela 1).
O As bioacessivel (%) nas amostras foi muito baixo, com o menor valor para o

RPPN (<LD) e o maior para o rejeito (3,96% géstrico e 4,18% gastrintestinal).
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TABELA 1 Bioacessibilidade média de As em amostras coletadas em area de
mineragdo de ouro no municipio de Paracatu, MG e em material de
referéncia certificado.

As bioacessivel (%)' As bioacessivel (%)'
Material® (0-2 cm)* (2-10 cm)
Gastrica Gastrintestinal Gastrica Gastrintestinal
RPPN <LD <LD <LD <LD
Exp. Bl 1,82+0,30 1,76+0,31 2,02+0,40 1,85+0,27
Bl 2,47+0,24 2,69+0,16 1,39+0,16 1,40+0,14
Estéril 0,88+0,43 1,21+0,56 1,23+0,49 1,38+0,52
Média’ 1,72 1,89 1,55 1,54
Rejeito 3,63+1,94 4,184+2,28

NIST 2710 28,41£2,13 27,41£1,55

<LD = menor que o limite de detecgio (4 pug L™). 'valor médiotdesvio padrio (n=5, exceto NIST
n=3). *tamanho de particula <150 pum, exceto para o material de referéncia certificado (<74pm).
*(Exp. B1, B1 e estéril). “profundidade 0-2 cm, exceto rejeito e NIST 2710.

Observando o conjunto de amostras totais do estudo (n=45), ficaria facil
estipular uma percentagem generalizada de bioacessibilidade restrita (valor
maximo = 5,44%) para as amostras da area de mineracdo, visto que oOs
percentuais de bioacessibilidade das amostras foram todos baixos e proximos.
Este valor poderia ser utilizado, no caso de novas amostragens, para fins de
avaliacdo de risco, realizando nas amostras apenas o teor de As total.

Porém, afirmacdes dessa natureza ndo sdo seguras, devido a variacdo das
percentagens de bioacessibilidade que tém sido encontradas por varios autores.
Pouschat & Zagury (2006); Sarkar et al. (2007a); Girouard & Zagury (2009),
utilizando o teste IVG em amostras de materiais com elevados teores de As,
encontraram amplitudes (valor minimo e méaximo) de As bioacessivel (%) na
fase gastrintestinal de 25+2,7 a 66,6+2,3 (média de 40,7+14,9), 3 a 90 (média de
37)e 1740,4 a 46,9+1,1 (média de 30,5+3,6), respectivamente.
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5.5 Estimativa da dose de exposic¢éo

O célculo para a dose de exposicdo (CDI) (Tabela 2) foi efetuado em
uma amostra de cada area e profundidade, sendo selecionada a que continha,
com base no seu teor de As total e percentagem de As bioacessivel, o maior teor
de As bioacessivel.

Os calculos indicam que criangas expostas ao cenario hipotético
poderiam estar ingerindo As entre 0,022 (Exp. Bl, 0 a 2 cm) a
0,376 pg kg' BW dia™” (rejeito) (Tabela 2). Observou-se que todas as amostras
selecionadas tiveram o CDI baixo, exceto o material rejeito que foi maior que a
RfD de 0,3 pug kg BW dia™. Pouschat & Zagury (2006) encontraram valores de
ingestdo diaria de As entre 0,05 a 0,32 ug kg’ BW dia” (média de 0,18 ng kg™

BW dia™), para solos contaminados com As.

TABELA 2 Estimativa da dose de ingestdo diaria de As, por criangas, em
exposi¢do aos materiais da area de mineracdo de ouro no
municipio de Paracatu, MG.

Amostra’' EPC B CDI QR
Exp. B1* 334,52 2,02 0,022 0,073
Exp. B1’ 358,44 2,25 0,026 0,087
B1? 261,97 3,08 0,026 0,087
B1° 664,03 1,32 0,029 0,095
Estéril® 527,31 1,58 0,027 0,090
Estéril® 371,61 2,40 0,029 0,096
Rejeito 2665,63 435 0,376 1,254

'selecionada uma amostra de cada 4rea sendo a que continha o maior teor de As bioacessivel.
Z3coletadas na profundidade entre 0-2 e 2-10 cm, respectivamente. EPC = teor de As total nas
amostras (mg kg'); B = bioacessibilidade (%); CDI = As ingerido (ng kg' BW dia™);
QR = quociente de risco.

Estudo desenvolvido por Rieuwerts et al. (2006), estimando as doses de

ingestdo de As mediante exposicdo a solos de jardim de residéncias (n=20),
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utilizando uma taxa de ingestdo de 100 mg de solo dia™', e considerando uma
bioacessibilidade de 44% e uma massa corporea de 16,15 kg (criangas),
obtiveram valores de ingestdo de As entre 0,06 a 1,28 pg kg’ BW dia™. Neste
estudo, das 20 amostras de solo avaliadas, 95% excederam os 0,3 pg kg BW
dia”. Ao utilizar a bioacessibilidade de 8,5% para o mesmo cenario de risco,
nenhuma amostra excedeu o valor de 0,3 pug kg BW dia™.

A taxa de ingestdo de As entre as amostras estratificadas foram
semelhantes, sendo, em média, de 0,025 pg kg'l BW dia’ (QR = 0,083) no
estrato 0 a 2 cm e de 0,028 pg kg’ BW dia™ (QR = 0,093) no estrato 2 a 10 cm
(Tabela 2). Isso indica que aproximadamente 8% e 9%, respectivamente, da
entrada de As nesse cenario ¢ fungdo da rota de ingestdo de solo/substratos
contaminados. Outras rotas de entrada podem ser por inalagdo, absorgdo
dérmica, ingestdo de agua, alimentos, etc.

O material mais contaminado da area de mineragdo foi o rejeito, que teve
o seu QR estimado maior que 1,0 (Tabela 2). Esse valor (QR = 1,254) indica,
nesse cenario de risco, que a entrada méxima de As permitida (0,3 ug kg’ BW
dia™) ja foi ultrapassada em 25%, apenas considerando a via ingestdo de rejeito.

Lee et al. (2008), ndo considerando a bioacessibilidade de As para os
calculos da dose didria de As, encontraram QRs de 0,13; 0,85 e 7,82, para
ingestdo de solo, agua e arroz (graos), respectivamente, concluindo que o risco
toxico (entrada de As) por meio da ingestdo de arroz demonstrou ser uma rota
muito significativa.

No célculo da dose de As diario que poderd ser ingerido por uma
crianga, tendo em vista uma ingestdo de 100 mg de solo dia”', uma frequéncia de
exposi¢do (0,5) e considerando o As bioacessivel, fica claro que, com excecdo
do rejeito, os materiais das areas contribuem no maximo, pela rota de exposigao
em questdo, com 9,5% na entrada de As maxima permitida (0,3 pg kg’ BW
dia™) (Tabela 2).
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Com isso, fica evidente que valores de As limites (maximos), apenas
considerando o teor total, podem superestimar um calculo de quociente de risco
ou indice de perigo em uma avaliacdo de risco e gerar custos adicionais em
estratégias de remediacao de certas areas. Valores elevados de um contaminante
em um meio ndo sdo suficientes para diagnosticar o risco real, se a sua
biodisponibilidade é baixa. Nesse sentido, seria interessante que os Orgaos
reguladores passassem a considerar o As bioacessivel nesses materiais nas
avaliagdes de risco, por ser a ingestdo de solo a principal via de exposicdo a
criangas.

Vale frisar que os valores da dose de ingestdo de As foram calculados
em um cendrio hipotético de risco maximo (pior possivel) e pratico. Atualmente,
a populacdo ndo tem acesso livre & area de minera¢do em questdo, sendo esta
cercada e vigiada por equipe de seguranga, nao ocorrendo, portanto, risco a

saude pela auséncia de exposicao.

5.6 Correlacao entre os teores de As extraidos por diferentes extratores
Andlises de correlagdo paramétricas de Pearson mostraram ndo haver
relagdo significativa entre os teores de As total e bioacessivel (gastrico e
gastrintestinal) e também entre As total e o extraido por Mehlich-1,
considerando para o calculo as amostras (n=30) das areas Exp. B1, B1 e estéril.
Outros autores verificaram a mesma tendéncia entre o As total e bioacessivel,
concluindo que a variavel teor de As bioacessivel ndo ¢ influenciada linearmente
pelos teores de As total (Pouschat & Zagury, 2006; Girouard & Zagury, 2009).
Houve correlagdo positiva e significativa entre os teores de As pelo
método Mehlich-1 e bioacessivel gastrico em cada profundidade: 0-2 cm (n=15,
r=0,64, p<0,01) e 2-10 cm (n=15, r=0,84, p<0,001), considerando para o calculo
as amostras das areas Exp. B1, Bl e estéril (Figura 3). Ja entre o método

Mehlich-1 e bioacessivel gastrintestinal, apenas foi verificada correlagdo
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positiva e significativa na profundidade 2-10 cm (n=15, r=0,67, p<0,01).
Observou-se que, apesar da existéncia de correlagdo significativa entre os
métodos, os ajustes do modelo linear ndo foram satisfatorios, exceto entre o

Mehlich-1 e o bioacessivel gastrico, na profundidade de 2-10 cm.
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FIGURA 3 Correlagdo entre os teores de As extraido por Mehlich-1 e
bioacessivel (gastrico e gastrintestinal) em amostras estratificadas
(Exp. B1, B1 e estéril) de area de mineracdo de ouro. Linhas
pontilhadas representam o intervalo de confianca de 95%.

Outros modelos de equacdo podem proporcionar um melhor ajuste para
o conjunto de dados, porém, ndo se tem uma aplicagdo pratica para o objetivo do

trabalho. A equagdo da reta ¢ o modelo que melhor se ajustaria, de modo pratico,
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para expressar a relagcdo entre as duas varidveis, proporcionando estimar o As
bioacessivel por meio de valores de As extraido por Mehlich-1 na equagao do
modelo.

Houve correlagdo significativa (p<0,001) entre as duas fases de extracdo
bioacessivel (géstrica e gastrintestinal), considerando as amostras (Exp. B1, Bl e
estéril ) estratificadas do estudo no conjunto de dados (n=30, r=0,91) (Figura 4).
Sarkar et al. (2007b) relataram a mesma tendéncia, ou seja, a existéncia de
correlagdo significativa (r=0,95; p<0,001) entre as duas fases, indicando que

ambas extrairam As dos solos de forma similar.
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FIGURA 4 Correlagdo entre os teores de As bioacessivel gastrico e
gastrintestinal em amostras (Exp. B1, B1 e estéril) de area de
mineragdo de ouro. Linhas pontilhadas representam o intervalo de
confianc¢a de 95%.

Observa-se que a fase gastrica extraiu As de forma muito semelhante a
fase gastrintestinal (Figura 4). Desse modo, por custo e tempo para realizar a
segunda fase bioacessivel, em amostras de area de mineracdo, tem-se a
possibilidade de efetuar apenas a primeira fase, para determinar o As

bioacessivel, para ser utilizado em estimativas de avalia¢ao de risco.
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6 CONCLUSOES

Os menores teores de As total, extraido por Mehlich-1 e bioacessivel
foram encontrados para a area RPPN (controle) e os maiores para o rejeito.
Todas as amostras da area de mineragdo apresentaram baixos percentuais de As
bioacessivel.

Os valores estimados da taxa de ingestdo de As (CDI) para as amostras
selecionadas foram baixos, exceto para o material rejeito que foi maior que a
RfD de 0,3 ug kg’ BW dia™.

O calculo da dose de exposicao, para o cenario hipotético de risco, indica
que, com excec¢do do rejeito, os materiais das areas contribuem, no maximo, pela
rota de exposi¢do em questdo, com 9,5% na entrada de As maxima permitida
(0,3 ng kg BW dia™).

O teor de As extraido por Mehlich-1 apresentou relacdo direta com o
teor bioacessivel para a fase gastrica, nas duas profundidades e gastrintestinal

para a profundidade de 2-10 cm.
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