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SIGLAS E ACRóNIilOS

Eh - (Potencial redox) potencial de um eléctrodo inerte submerso numa

solução onde se verifica o fenómeno de oxi-redução, medida em relação

ao eléctrodo de referência.

ICNB - (lnstituto de Gonservação da Natureza e Biodivercidade) órgão do

governo de Portugal que têm como objectivo acompanhar e assegurar a

execuçáo das políticas de conservação da natureza e da biodiversidade e

a gestão das áreas protegidas, visando a valorização e o reconhecimento

público do património natural.

ICP-MS - (lnductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) sigla em inglês

para a técnica utilizada na quantificação de metais pesados.

MO / OM - matéria orgânica.

nMDS (non-metric Multidimensional scaling), é um conjunto de técnicas

estatísticas relacionadas utilizado na visualização de informação para

explorar semelhanças ou diferenças nos dados.

MPs - Metais Pesados

pH - potencial hidrogénioiónico, é um índice que indica a acidez, neutralidade

ou alcalinidade de um meio qualquer.

PSD - (Particle Size Distribution) análise de distribuição de tamanho de

partículas usada para classiÍicar o tamanho de partículas do sedimento.

RPM - Rota@es por minuto
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SC -Amostra de controlo

Sl - Sedimento lnicial

TGA - (termogravimetric Analysis) técnica utilizada na determinação do teor

de matéria orgânica das amostras.
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RESUTUO

Este trabalho consistiu em avaliar a influência dos moluscos bivalves na especiação

de metais pesados (MPs) (Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb, Cr) em sedimento estuarino. Neste

estudo Íoi utilizado o molusco bivalve Scrobrc ularia plana (da Costa, 1778), uma

espécie bentónica predominantemente filtradora, que se distribui por toda costa

atlántica e Sul da Europa, e constitui um recurso haliêutico com alguma importância

em Portugal. Estudos têm demonstrado que S- plana é um bom bioindicador, razào

pela qual tem sido muito utilizada nos programas de biomonitorização, principalmente

quando se pretende investigar a presença de metais pesados em substrato estuarino.

Os sapais escolhidos para a recolha dos animais e sedimentos situam-se no estuário

do Tejo: o sapal das Hortas (Alcochete), considerado de baixo nível de contaminação

por metais pesados e onde foram recolhidos os animais; e o sapal do Rosário (Moita),

seleccionado pelas suas características e considerável pressão antropogénica,

contendo níveis elevados de metais pesados, e onde foram recolhidas as amostras de

sedimento. Esta experiência decorreu num mesocosmos em ambiente laboratorial,

tendo sido monitorizados os parâmetros abióticos considerados relevantes para o

sucesso do ensaio. Ao todo foram utilizados 420 espécimes adultos da S. plana e 40

litros de sedimento, ambos previamente preparados. Os animais foram mantidos em

tanques com água salobra artificial e sedimento estuarino, aí permanecendo por 48h,

tempo necessário para se alimentarem, sendo depois colocados em tanques apenas

com água salobra artificial, para permitir a libertação e recolha dos pel/eÍs fecais Após

a recolha, amostras dos pel/ets, do sedimento inicial (Sl) e sedimento controlo (SC) de

cada tanque foram centrifugadas, liofilizadas e armazenadas a 4'C. No processo de

extracção sequencial, foi utilizado o procedimento descrito por Tessier et al' (1979) e

modificado posteriormente por Hullebush et a/. (2005). A determinação dos metais

pesados foi feita através de espectrometria de massa com indução de plasma (lCP-

MS). Foi determinado o teor de matéria orgânica (MO) por análise termogravimétrica

I
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OGA) e a distribuição de partículas (PSD) pela técnica de foto-sêdimentação

(HORIBA). Neste trabalho foi avaliada a alteração na especiação química dos metais

pesados induzida pela acção da s- plana através da comparação da concentração dos

metais pesados nas diêrentes fracções definidas operacionalmente, no Sl, nos pel'ets

e no SC. Nos resultados, o teor de MO variou entre 7'5% e 9.3%, tendo os valores

maiores oconidos nos perlêÍs, mas as diferenças não foram estatisticamente

signiÍicativas (p>0.05.), tal como não foi significativa a correlação entre a MO e a

concentração de nas vármetais pesados nas francçóes. os pel/eÍs apresentaram

maior concerúração de Cd, Cu, Pb e Zn, no entanto, esta diferença não foi

estatisticamente significativa. A maioria dos metais pesados está ligada principalmente

à fracCão residual do sedimento. O teor de metais pesados nas amostras oooÍrêU na

seguinle ordem: fracção residual > fracção ligada ao complexo MO e sulfuretos >

fracçáo ligada aos carbonatos > fracção de troca. Na fraccão de troca as diferenças

não foram significativas para a maioria dos metais, excepto para o Cu e Zn entre o SC

e os outros dois grupos de amostras; nesta fracção houve aumento de três (Cu) a

dezassete vezes (Zn) nos pel/eÚs em relação ao Sl e SC. Na ffaccãS-liSAdg--a9§

carbonatos houve diferenças entre os pel/eÍs e SC e entre Sl e SC para o Cd, o Co, o

Cu e o Pb; o Gd Íoi cerca de dez vezes superior nos pel/eÍs; o Ni apresentou

diferenças significativas entre os pel/eÍs e o Sl e o SC. Para o Zn houve diÍerenças

significativas entre os perlets e o sl. Na fraccão liqada à Mo e sulfuretos houve

diferenças entre o Sl e os pel/ets para o Co, Ni e Zn, e para Cd e Cu entrc os pelleÍs e

SC. Na fraccão residual. o Cd , Cu, Pb e Zn apresentaram diferenças entre os perleÍs e

SC. Os resultados obtidos evidenciaram a importância da S. plana na

biodisponibilizaÉo de determinados elementos, principalmente o Ni, não parecendo

ter a mesma relevância no caso do Co, Cr e Pb.

Palavras-chave: Scrobicutaia p/ana,- metais pesados; sêdimentos estuarinos;

bioindicador, especiação química; estuário do Tejo, Portugal.
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The objeclive of this work was to evaluate the iníluencê of bivalve mollusca in thê

speciation of heavy metals, namely cobalt (Co), nickel (Ni), copper (Cu), zinc (Zn),

cadmium (Cd), lead (Pb) and chrome (Cr) in estuarine sediment. For this study we

used thê bivalve Scroó,bura ia plana (da Costa, 1778), a predominantly benthic Íiher-

feeding species. lt is geographically distributed throughout the Atlantic coast and

southern paÉ of Europe and constitutes a fishery resource of some importance in

Portugal. Resêarch has shown that Scroôrbu/anb plana is a good bio-indicator, Íeason

for which it has been widely used in biomonitoring programs, especially to investigate

the presence of heavy metals in estuarine substrate. The salt marshes chosen to

collect the specimens and sediments used in the experiment are located in the Tagus

estuary: HoÍtas saltmarsh (Alcochete), considêred a place with low-level of heavy

mêtals contamination and whêre the animals were collec'ted, and Rosário saltmarsh

(Moita), presenting high levels of hêaw metals contamination and where thê sediment

samples were collected. This experience took place in macrocosm environment in the

laboratory and ênvironmêntal conditions monitored. Altogether 420 adult specimens of

Scrobiculaia plana and 40 literÊ of sediment were used, both previously treated. The

animals were placed into tanks with artificial brackish water and estuarine sediment

and remained there for 48 hours, which was considercd to be enough time for feeding

to occur; after that period the animals were placed in tanks with artificial brackish water

for elimination and collec'tion of fecal pellets. Afier collection, the pêllets and sediment

samples from each tank were centrifuged, freeze dried and stored at 4'C. ln the

sequerúial eÍraction procedure, we used the method described by Tessier eÍ a/.

(í979) and later modified by Hullebusch eú aL (2005). Mass spec{rometry with induced

coupled plasma (|CP-MS) was used to determine the heary metals.

The contênt of organic matter (OM) was determined by Thermo gravimetric Analysis

(TGA), and particle size distribution (PSD) was also determined using the of photo-

3
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sedimentation technique by HORIBA. The change in chemical speciation of heavy

metals induced by the action oÍ Scrobiculaia plana was assessed by comparing the

concentration of heavy metals in different frac{ions of the initial sediment, of pellets and

control sediment. The relationship between the concentration of heavy metals and

organic matter (OM) was also studied. The OM content ranged between 7 .5oÂ and

9.30%, the higher values occurred in the pel/eÍs, but the differences were not

statistically significant (p>0.05) nor was a significant conelation between OM and

heavy metal fractions in all samples.

The pellets had higher concentrations of Cd, Cu, Pb and Zn, however, this difference

between groups was not statistically signiÍicant, thê concentration of heavy metals in

the pellets differ from other samplês for Cd, Co, Cu, Ni, Pb and Zn. Most heavy metals

are primarily bonded to residual fraction. The content of heavy metals in the frac{ions

occuned in the following order: residual frac{ion> organic matter and sulfide complex >

carbonates fraction > exchange fraction. ln the exchanqeable fraclion the differences

were generally not significant, except for Cu and Zn, where differences were Íound

between initial sedimênt and the other two groups of samples; metals in this traction

increased by three times (Cu) to 17 times (Zn) in the pellets when compared to the

initial and control sediment. ln the fraction bound to carbonates differences were found

betweên the pellets and control, and the control and the initial sediment for Cd, Co, Cu

and Pb; Cd was about ten times higher in pellets; Ni presented differences between the

pellets and the initial and control sediments. For Zn there were significant differences

between the pellets and initial sediment. ln the fraction bound to orqanic matter and

sulfides there were differences bêtween the initial sediment and the pellets for Co, Ni,

Zn and Cd and Cu between the pellets and control. ln the residual fraction, Cd, Cu, Pb

and Zn showed differences between the pellets and control. The results obtained in

this work have evidenced the importance oÍ S. plana in thê bioavailability of certain

elements, particularly Ni; in the case of Co, Cr and Pb this species does not seem to

affect the availability to the biota.
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Keywords: Scrobiculaia ptana, heavy metals, estuarine sediment, bio indicators,

chemical speciation, Tagus estuary, Portugal.
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1 TNTRoDUÇÃo

Segundo Pritchard (1967), um estuário é um corpo de água costeiro, semi-

fechado, que possui uma ligação Iivre como o mar e que no seu interior a água se

diluem de forma mensurável com a água doce proveniente da drenagem terrestre. No

estuário podem definir-se diferentes zonas em relação ao nível de salinidade: zona

limnética (*0,5), oligohalina (0,5 5), mesohalina (5 18), polihalina (18 -30) e

euhalina (30 - 40). Os ecossistemas estuarinos estão sujeitos a níveis muito elevados

de contaminação, devido à sua localização, que, sendo privilegiada, está na origem

das elevadas pressões antropogénicas que sobre eles se abatem. E neste contexto

que se enquadra a contaminação dos respectivos sedimentos por metais pesados.

{F-- -*-eilrr

*"'!

\

Figura 1 - Distribuição geográfica de estuários a nível mundial.

Os sedimentos constituem um reservatorio natura! com concentrações vestigiais

de metais pesados, que ocorrem nos ambientes aquáticos por processos naturais (e.9.

intemperismo). Porém, os níveis de contaminação são, às vezes, potenciados pelo

efeito das actividades antropogénicas. Os metais depositados nos sedimentos podem

passar para a teia trófica estuarina ao serem incorporados pelos organismos de forma
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directa, como é o caso de alguns organismos bentónicos, ou indirecta, através de

relações tróÍicas. A incorporação dos metais pesados nos organismos pode produzir

efeitos adversos se a concentração desses elementos atingirem níveis que

reprêsentem toxicidade (Long eÍ al. 199O. Os metais vestigiais estão presentes em

diferentes formas químicas, e a sua biodisponibilidade para diferentes organismos

aquáticos é fortemente dependente destas formas (Ru2ió, í996). Para além disso,

dependendo da concentração e do grau de complexidade, o metal pode limitar o

crescimento ou ser tóxico para organismos vivos (Meylan et al.' 2004).

A contaminação por metais pesados e organometais nos estuários e águas

costeiras tem origem principalmente nas actividades antropogénicas, e tem causado

grandes preocupações aos investigadores, administradores e decisores políticos

(Mikac eÍ ar-, 1996). O processo de acumulação de contaminantes nos organismos

aquáticos poderá contribuir, em parte, para bioacumulação e, de certa forma,

produzirá efeitos negativos sobre o biota (Byrne & O'Halloran, 200,l). A relação entre a

acumulação de metais pesados nos sedimentos e o comportamento trofico dos

organismos bentónicos é um importante factor que afecta a biodisponibilidade de

diferentes metais no ambiente aquático (Monperrus et al,2OO7).

A importância dos organismos bentónicos na dinâmica dos metais através dos

respectivos dejectos depositados na superfície do sedimento é vista pela comunidade

científica com alguma preocupação, tendo sido feitos vários trabalhos focados na acção

dos pel/eÍs fecais (daqui em diante designados pel/eÍs) e sobre o processo de transporte

daqueles poluentes para o fundo do mar (Fowler, 1982). Para alguns organismos os

dejectos são o principal meio de eliminação de metais pesados (Small & Fowler 1973).

Existem poucas informações disponíveis sobre os metais vestigiais contidos no

material fecal dos invertebrados bentónicos. As partículas filtradas pelos filtradores

bentónicos são depositadas nos sedimentos estuarinos atÍavés dos perleÍs e das

pseudo-fezes (pseudo-fezes são grupos de finas partículas que são processadas pelos

7
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bivalves e não ingeridas, são envolvidas pelo muco, mantidas dentro da cavidade do

manto, e depois expelidas pelo sifáo inalante ou pela margem ventral do manto (Berg eÍ

a/., 1996). Este processo, conhecido como biodeposição, adiciona novo material ao

sedimento e pode ser um importantê caminho para a deposição de quantidades

vestigiais de metais nêste ambiente.

Estudos realizados nos pel/eÍs de invertebrados bentónicos revelaram a sua

influência na concentração de matéria orgânica, e a geração de núriêntes durantê a

decomposição (Brown, 1986), demonstrando a possibilidade de os perlêÍs iníluenciarem

significativamente o ciclo biogeoquímico dos elementos vestigiais nos ecossistemas

estuarinos. Muitos estudos têm demonstrado que a concentração de metais pesados no

sedimento está relacionada com o tamanho das partículas e com a concentração de

matéria orgânica no sedimento (Fôrstner, 1979, Thorne & Nickless, '1981), e que tanto

os animais que se alimentam da matéria orgânica em suspensão, como os que rêtiram

os seus alimentos de uma faixa restrita de tamanho de partículas do sedimento estáo

expostos a este tipo de contaminação. É importante comparar as concentrações dos

metais encontrados nos pelreÍs com o tamanho das partículas e a composiÉo de

carbono orgânico, pois são dados essenciais para investigar a influência do tamanho

das partículas na alimentação e a concentração de metais nos pel/ets excretados pelos

animais bentónicos. Um dos objectivos dê estudar o ciclo biogeoquímico dos metais

pesados é desenvolver meios de compreender o impacto biológico destes

contaminantes com base nas suas concentrações no ambiente, e para isto é necessário

compreender o comportamento biológico e geoquímico destes metais.

Quando um metal é introduzido no ecossistema aquático é imediatamente

distribuído entre materiais particulados e soluções. A concêntração das partículas

(sedimento ou paÉículas em suspensão) ligadas ao processo de sedimentaçâo e a

dimensão das partículas do sedimento reflectem a combinação física e prooessos

biológicos (e.g- bioturbação) (Snelgrove & Búman, 1994; Aller & Aller '1998; Munay eÍ

3
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al.,2OO2; Meysman et al.,2006). Desta forma, os processos fisicos e biológicos afectam

as comunidades macrozoobentónicas. De modo que a relação entre sedimento e os

organismos é considerada um caminho bastante conveniente para se estudar a

sustentabilidade do habitat (Sanders, 1958).

Os bivalves que se alimentam de material particulado em suspensão obtêm os

seus alimentos a partir da coluna de água, enquanto os que se alimentam de máéria

depositada têm como fonte de alimento a matéria orgânica presente no sedimento.

Estes alimentos são oriundos sobretudo da produção primária e do material particulado

depositado da coluna de água, que pode ser fitoplânc{on, biodepósitos e/ou detritos

(Navarro & Thompson, 1997).

Os moluscos bivalves são capazes de acumular altas concentra@es de metais

tóxicos no seu organismo sem evidenciar nenhum efeito adverso (Mouneyrac eÍ ar.,

1998). Nas últimas décadas, os êfeitos decorrentes da absorção de metais pelos

bivalves têm sido investigados intensivamente. Estes êstudos abrangem a dimensão e o

sexo dos bivalves (Cossa eÍ al., 1979), as variaçóes de salinidade (Phillips, 't976), os

compostos orgânicos dissolvidos (Zamuda et a/., 1985), a concentração de metais

dissolvidos e êspeciaçáo destes metais (Cobelo-García et al., 2003), entre oúros. Os

moluscos bivalves sâo compostos por um número de sistemas sub-celulares

importantes na acumulação, regulação e imobilização dos metais essenciais e não

essenciais (Langston eÍ a/-, '1998).

A natureza geoquímica dos sedimentos, a associação metal-sedimento e a

distribuição relativa dos metais na água ligados ao sedimento, podem ter uma

influência considerável no destino final da biodisponibilidade dos metais nos

organismos aquáticos (Luoma & Bryan, 1982, Di Toro eÍ ar., 1990, Lee & Luoma,

1998). A transferência dos metais do sedimento para os organismos bentónicos pode

afec{ar o comportamento dos animais, nomeadamente o comportamento trófico,

I
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hábitos de vida, ciclo reprodutivo, taxa de crescimento e tamanho (Cain & Luoma

'1990, Wanen ef ar., í998). Também outros animais que fazem parte da teia tróÍica

podem sofrer impactos, dependo dos níveis de contaminação existente nestas fontes

de alimentos. A presença de metais pesados nos moluscos, mesmo em quarÚidades

vestigiais, representa um risco para a teia trófica, tanto para os indivíduos que se

alimentam directamente destes animais quanto indirectamente, pois estes têm muita

facilidade em reter substâncias tóxicas nos seus organismos. Pela forma como se

relacionam com o habitat, principalmente a forma como retiram os alimentos do meio,

os moluscos bentónicos estão directamente expostos à contaminação por metais. Na

sua alimentação, o Homem pode Íicar exposto directamente à contaminação presentê

nestes animais através do seu consumo, que dependêndo dos níveis de contaminação

e do tipo de metal podem trazer consequências irreversíveis para a sua saúde.
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í.í. Objectivos

1.í.í. Obiectivo Geral

o objectivo principal deste trabalho foi avaliar a possível alteraÉo na especiação de

metais pesados em sedimentos de sapal, após passagem pelo tracto digestivo do

molusco bivalve scroÓic ulaia plana, utilizando para a experiência os pel/eÍs fecais

desta espécie.

í.í.2. Objectivos EsPecíficos

i.Verificaradiferençaentreaconcentra@odemetaispesadosnosedimento

estuarino e nos pel/eÍs de Scrobicularia plana;

ii. Determinar a concentraÉo de metais pesados nas diÍerentes fracções do

sedimento estuarino e nos pelreÍs de Scrobiculaia plana;

iii. verificar a diferença no teor de matéria orgânica do sedimento e dos perreÍs;

iv. Determinar a relação entre o têor de matéria orgânica e concentração de

metais pesados no sedimento e nos pelreÍs;

11
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2 LoCAL DE ESTUDO

2.1 Estuário do Teio

O local escolhido como suporte do trabalho foi o estuário do Rio Tejo (Fig 2).O

estuário do Tejo (38'44'N,9o08'W) está entre os maiores estuários da Europa

ocidental, com aproximadamente 320 km2, e apresenta uma grande diversidade de

habitats, como salinas, sapais e vasa. Encontram-se neste estuário importantes locais

de reprodução, nidificação, alimento, repouso e abrigo para várias espécies. Este

estuário contém uma das mais importantes zonas húmidas da Europa, sendo

considerado um santuário para aves, peixes, moluscos e crustáceos.
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Figura 2 - Mapa do estuário do Teio, sapais das Hortas e do Rosário.

2.2 Definição de sapal

Os sapais são ecossistemas intertidais que constituem uma interface entre o

meio terrestre e o meio marinho (um estuário ou o mar), possuindo elementos e

atributos de ambas as comunidades, terrestre e aquática (Wiegert et al., 1981). Em

geral, os sapais encontram-se distribuídos nas médias e altas latitudes de todo o

planeta, sendo substituídos por mangais nas regiões tropicais (Boaden & Seed, 1985).

Ocorrem em zonas adjacentes a estuários, baías ou rias, em áreas protegidas da

J

u
F-
oío
ÍL

Lisboa

o

lt

J

I

'l i rr)

,p aancosdcvasa

Rosárro

Sapal

§apal

das Honas

Canal prÍncípale

esteiros

0ceano

Atlântico

m



lnftuência dos invertebrados estuarinos hentônicos na especíaçáo de metais pesados.' espécie estudada Scrobicularia plana

acção directa das vagas e das correntes. Formam-se na zona inteftidal pela

deposição sucessiva de sedimentos finos provenientes das marés que periodicamente

os inundam (Wiegert & Freeman, 1990). A vegetação é um elemento caracterizante

dos sapais, como também intervém activamente na sua formação. Actua como uma

armadilha de sedimentos, permitindo a sua deposição, e protege-os da erosão

(Packham & Willis, 1997).

2.3 Sapal das Hortas (Alcochete)

Neste sapal, localizado no concelho de Alcochete (N3Bo45'24.79" e

W8o57'59.59'), foi feita a recolha dos animais para o trabalho experimental. O sapal

das Hortas (Fig. 3) está inserido na Reserva na Natural do estuário do Tejo, que faz

parte das áreas protegidas pelo ICNB. A razáo da escolha deste ambiente para a

colheita dos animais prendeu-se com o facto de deste sapal apresentar baixos níveis

de perturbaçõa de origem antropogénica. De acordo com estudos feitos anteriormente

neste local, verifica-se a existência de valores baixos de contaminação por metais

pesados, justificando assim a nossa escolha.

Figura 3 - Bancos de vasa inteÉidais do Sapal das Hortas.

13



tnfluência dos invertehrados esÍua rinos benlônicos na especÍaçáo de metais pesados-' espécie esÍudada Scrobicularia plana

2.4 Sapal do Rosário (Moita)

O sedimento utilizado no trabalho experimental foi recolhido no sapal do Rosário

("N38'39'20.85" e W8'59'48.35"). A escolha do sapal do Rosário (Fig.a) como

fornecedor do sedimento para a experiência relacionou-se com o facto de este ser um

sapal que apresenta grandes perturbações de origem antropogenica. Neste sapal

existe um pequeno porto onde ocorrem vários tipos de contaminações, como

consequência da actividade pesqueira e de actividades correlacionadas; recebe

tambem efluentes domésticos, industriais e agrícolas. De acordo com estudos feitos

anteriormente neste sapal, verificou-se um nível elevado de contaminação por metais

pesados. Com base nestes estudos e nos aspectos observados pode-se concluir que

é um local que está sob grande impacto ambiental, justificando então escolha deste

como local de colheita dos sedimentos, de forma a potenciar a observação de

resultados.

Figura 4 - Bancos de vasa intertidais do Sapal do Rosário.
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3 Espécie Estudada

3.1. Scrobicularia plana - Ecologia

O molusco bivalve Scrob icularia plana (da Costa 1778), a lambujinha, vive em

buracos permanentes que podem atingir os 20 cm de profundidade, nos sedimentos

intertidais com características polihalinas, que podem ser, desde a lama a areia, e às

vezes cascalho (Verdelhos et al., 2005). Embora obtenha parte do seu alimento

através dos seus Iongos sifões, filtrando as partículas da água quando a maré está

cheia, S. plana (Fig. 5) ingere essencialmente partículas que se depositam no

sedimento (Hughes, l 969), principalmente nos períodos de maré baixa. Os seus

sifões são por vezes predados por caranguejos, peixes e aves; contudo, a auto

regeneração ocorre em poucas semanas. A reprodução ocorre normalmente no verão;

as larvas são livres, com uma fase planctonica que dura 2 a 3 semanas até sofrerem

metamorfose para a fase adulta. Esta espécie tem uma ampla distribuição geográfica,

podendo ser encontrada desde a costa Atlântica até ao sudoeste de lnglaterra e Africa

(Tebble,1976). E uma espécie mais tolerante às variações de salinidade e temperatura

do que a maioria dos bivalves estuarinos (Bryan & Hummerstone, 1977)- A sua

longevidade pode chegar a mais de dez anos, geralmente atingindo um comprimento

de 4-5 cm, e a sua taxa de crescimento pode ser estimada a partir dos anéis da

concha (Hughes, 1970).

15
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Figura 5 - Scrobicularia plana.

A Scrobicularia plana tem várias características que a tornam muito apelativa

como objecto de estudo, principalmente pela sua resistência às variações da

salinidade e temperatura. Por ser muito resiliente a alteraçôes ambientais tem sido

muito usada, tanto em programas de biomonitorização, como em testes de toxicidade

(Byrne & O'Halloran, 2001; García-Luque et a\.,2004). Por todas estas características,

este molusco bivalve tem sido largamente utilizado em vários trabalhos,

principalmente quando se pretende investigar bioacumulação de substâncias tóxicas,

como os metais pesados. E ainda uma espécie de alguma importância económica em

Portugal e em todo o litoral mediterrânico.
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4 MATERTAL E MÉToDos

4.1. Gonstrução do mesocosmos

Para a realização deste projecto foi necessário montar uma estrutura em

laboratório que representasse uma réplica o mais proxima possível do habitat de S.

plana, composto pelos seguintes elementos: um tanque em vidro com capacidade total

de 800L, 7 pequenos tanques rectangulares com capacidade de 30L cada (Fig.6). No

tanque de maior capacidade foi colocada água até uma altura de 12 cm, onde foi

instalado sistema de refrigeração e circulação de água, com objectivo de manter a

temperatura constante (17oC +l- 1.0'C). Foi instalado também um sistema de

iluminação artificial para simular a alternância dia/noite do habitat (12D.12N). Estas

condições ambientais foram definidas a partir de informações encontradas na literatura

e das simulações feitas durante a fase do teste experimental.

Figura 6 - Foto do mesocosmos.
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4.2. Delineamento EspêÍimental

Este trabalho consistiu em avaliar em ambiente de mesocosmo a possível

alteração na especiação de metais pesados presentes no sedimento de sapal, após

passagem pelo trac{o digestivo do molusco bivalve s. plana. Foi realizado tendo em

conta o pressuposto que que os espécimenes adultos de S' plana, através do seu

procêsso de alimentação e excreçáo, poderão influenciar uma possível alteração na

especiação de metais pesados nos sedimentos estuarinos. Para testar esta hiÉtese

foi avaliado o teor de metais pesados contido nos pel/eÍs excretados pelos animais,

comparando com o sedimento do início e do final da experiência (sedimênto controlo).

4.3. Avaliação preliminar do proiecto

Foi montado um dispositivo experimental com o objectivo de avaliar e definir as

condições a aplicar no projecto final (Fig. 7). Esta fase serviu tamkÉm para testar a

eficiência do mesocosmos em reproduzir em laboratório as condições próximas às

existentes no habitat de s. plana. Nesta experiência teste foram utilizados 60 animais

num tanque com sedimento e água preparada artificialmênte com salinidade de 24

PSU e condições ambientais equivalentes às encontradas no habitat de origem.

A partir do suoesso obtido no teste, e promovendo algumas conecções em função das

dimensôes da experiência, foi possível deÍinir as condiçõês para a configuração final

do trabalho.

4.4. Rêcolha e preparação do sêdimento

Para o trabalho foi necessário um total de c- 40 L de sedimento que foi recolhido

no sapal do Rosário- As amostras foram recolhidas a partir da camada superior do

sedimento (0.5 a I cm de profundidade). Apos a recolha, e no mesmo dia, as

amostras de sedimentos foram passados por um cÍivo com malha de 250 pm, com o

18
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objectivo de remover a macrofauna, detritos e areia grosseira' Após o processo de

crivagem, as amostras foram homogeneizadas e distribuídas em duas fases distintas

pelos aquários de 30L, até uma altura de cerca de 7cm; em seguida foi adicionada a

água salobra preparada artificialmente até atingir 15 cm de altura. Os aquários foram

condicionados durante 24h em condiçôes controladas de temperatura, salinidade,

luminosidade e oxigenação próximas das ambientais, para a posterior coloução dos

animais. O sedimerúo remanescente, utilizado na segunda fase da experiência, foi

preservado a 4"C.

Sim

Metodologia
Experiência teste

Recolha dos animais e

sedimento

Construção do
li-.I:FltfdaFfi'im

Depuraçáo em água artificial

por 48h, cond. ambientais

controladas.

Recolha e preparação
dos animais e sedimento

Exposição ao sedimento por

48h, condi@es ambientais

controladas.
Exposição dos animais e
recolha dos pel/eÍs

Não

DepuraÉo em água salina por

48h, recolha dos pel/efs fecaisAvaliação preliminar do
experimento

Centritugação, lioÍilizaÉo e

extraÉo sequencial dos metais

Leitura amostras, tratamento

estatístico redacção da tese.

Figura 7 - Desenho expeÍimental do ptojecto.
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4.5. Recolha ê pÍepaÍaçâo dos animais

Para a experiência foram utilizados 420 exemplares adultos de S. prana,

recolhidos no Sapal das Hortas. Após a recolha, os animais foram colocados em água

salobra preparada artificialmente durante 7 dias em condiçõês controladas idênticas

às ambientais (temperatura, salinidade, luminosidade e oxigenação), com o objec{ivo

de eliminar o conteúdo residual existente nos respectivos tractos digestivos dos

exemplarês e aclimatá-los para a experiência. Após o período de depuração os

animais foram distribuídos nos sete tanques previamente preparados com o

sedimento, perfazendo um total de 60 animais por tanque.

4.6. Recolha dos pelíeÍs

Durante a experiência os animais ficaram nos tanques expostos ao sedimênto

durante 48h, tempo definido na fase de teste como sendo o necessário para os

exemplares se alimentarem do sedimento. Após esse período os animais foram

retirados e colocados em água preparada artificialmente por mais 48h, para

eliminação do conteúdo do tubo digestivo. Após este período, e utilizando uma pipeta

descartável de 5 ml, foram feitas as colheitas dos pel/eÍs e colocados em tubos de

centrífuga de 10 ml. As amostras foram cerúrifugadas e armazenadas a 4oC. No

processo de recolha não foram consideradas as amostras de pseudofezes.

O processo descrito no passo 4.6 deste capítulo foi repetido por mais uma vez

utilizando os mesmos exemplares de S. plana, trocando apenas os sedimentos dos

tanques. O objec{ivo de replicar a experiência foi aumentar a quantidade de amostra

necessária aos testes. Para cada série do trabalho foram recolhidas amostras do

sedimento de todos dos tanques no início e no final de cada experiência. Após as

recolhas dos pel/eÍs nas duas fases, as amostras foram lioÍilizadas e armazenadas

para a posterior extracção de metais.
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4.7. QuantiÍicaçâo de matéria orgânica (TGA)

Para determinar o teor de matéria orgânica das amostras foi utilizada a técnica

Thermogravimetric Analysis oGA). Esta técnica consiste na dissociação de massa

orgânica com base em variações de temperatura. O sistema (IGA) é composto de um

forno de alta precisão com aquecimento controlado até a temperatura de 100@C, uma

micro-balança de alta precisão, em platina, resistente as altas temperaturas e que

regista a perda de peso em relação à variação de temperatura.

$mFL:f,orbsmpb4l2+4) TGA
tu D_D$C..{2{}Ú

3

n

Figura 8 - GráÍico de dêteminação da matéria otgânica'

Este sistema é alimentado por um gás inerte (Nz), gás de purga, e um gás de

combustáo (Oz). Uma grande vantagem deste sistema é poder trabalhar com

pequenas quantidades de amostra e mesmo assim permiti um elevado grau de

precisão nos resultados. No processo de decomposição/quantiÍicaçáo da matéria

orgânica, as amostras foram aquecidas da temperatura ambiente até uma tempêratura

de 550"C, (Fig. 8) (ponto de cálculo da MO), em atmosfera de Nz e uma taxa de

aquecimento de 3o"C/minuto para uma massa de aproximadamente 20 mg. Em

seguida a mesma amostra continuou sendo aquecida até 800"C em atmosfera de 02,

mantendo a mesma taxa de aquecimento (3o'C/min.), temperatura final onde é

calculado o têor de matéria inorgânica na amostra. Todas as amostras foram testadas
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em triplicado. os cálculos da percentagem de carbono orgânico e inorgânico foram

realizados utilizando um programa da TA lnstruments, que faz a interpolaçáo do pico

da dissociação da amostra na respectiva temperatura' tendo em consideração a

massa total de amostra utilizada.

4.8. Análise de distribuição dê paÉícules

Para a análise de distribuição de paÍtículas nas amostras foi utilizado o

equipamento Horiba CAPA-700 Particle Size Ditribution Analyzer e a técnica

correspondente. Esta técnica é baseada no princípio da foto-sedimentaçáo em fase

líquida. A medição é feita usando o princípio de transmissão óptica, que combina a

equação de sedimentação com a relação de proporcionalidade entre a absorvância e

a concentração de partículas, ou seja, uma determinada partícula se tem um diâmetro

(D) e uma densidade (p) dentro de uma solução de densidade (pn), e um coeficiente

de viscosidade (trtr) e, como tal, irá precipitar a uma velocidade constante de acordo

com a lei do efeito gravitacional. Na prática, as partículas têm vários diâmetros, e a

velocidade de sedimentação vai depender do tamanho da partícula. Partículas com

diâmetros maiores (D1) precipitarão primeiro. o método de transmissão óptico mede o

grau de sedimentaçáo da partícula pela quantidade de luz transmitida pela soluçáo, a

intensidade da luz transmitida é absorvida pelo detector localizado do lado oposto da

célula de leitura. A solução utilizada neste teste foi glicerina em água, a qual

apresentou uma viscosidade de 60.5 cP. As amostras foram homogeneizadas na

solução de glicerina com ajuda de um banho de ultra-sons, durante 15 segundos e

utilizando a potência mínima para não quebrar as partículas; como branco foi utilizada

a mesma solução de glicerina em água.

Com o objectivo de abranger uma distribuição com a maior amplitude possível'

as análises foram feitas em duas etapas, envolvendo intervalos distintos (í20pm a

4pme4Uma0.4pm).
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4.9. Extracção sequencial dos metais

Antes de iniciar a extracção, todo o material de laboratório envolvido no

processo foi devidamente descontaminado, primeiro numa soluçáo de HNOs a 10%

durante 24h, e depois numa solução de HCI a 10oÁ por 48h, e lavado em seguida por

três vezes com água desionizada para remover qualquer resíduo de ácido presente.

Para a êxtracção sequencial foi utilizado o procedimênto descrito por Tessier eÍ ar-

(í979) e modificado por Hullebusch et al. (2OO5). O método de extracção foi utilizado

para determinar a especiação química dos metais pesados (Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb e

Zn), tanto nas amostras de sedimento, como nos pellets, e consiste na extracçáo

sequencial de fracções definidas operacionalmente a partir de 1 g de amostra,

conforme se explica a seguit:

ío passo: extracção da fracção de troca com 10 ml de solução de acetato de

amónia (ph 7) 'lM; agita-se durante th a uma rotação de 150 rpm e à temperatura

ambiente e centrifuga-se durante 10 minutos a 4000 rpm; após a cêntrifugação, o

sobrenadante é recolhido para análise;

? passo: fracção ligada a carbonatos. Adicionam-se'10 ml de uma soluçáo 1M

de ácido aético, agita-se durante t h a uma rotação de 150 rpm e à temperatura

ambiente e centrifuga-se durante 10 minutos a 4000 rpm; após a centrifugação' o

sobrenadante é recolhido para análise;

30 passo: fracção ligada à matéria orgânica e sulfuretos. Adicionam-se 5 ml de

uma solução a 30% de HzOz (PH 2, ajustado com NHO3); agita-se durante 3h a 150

rpm e à temperatura de 35'C, cerúrifuga-se duÍante '10 minutos a 4000 rpm; após a

centrifugação, o sobrenadante é recolhido para análise;

40 passo, fracção residual ou litogénica - adicionam-se '10 ml de Aqua Regia

(HNOa:HC| 1:3, v/v) e submete-se a uma digestÉio de elevada pressão (em reactores

de TeÍlon@ fechados) durante 3h a 110'C; aguarda-se o retomo da solução à
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temperatura ambiente, filtra-se e períaz-se o volume para 10ml com água ultra-pura

(Miili-o);

50 passo: extracção total, em bombas de Teflon; pesa-se 0.1 g da amostra,

adicionam-se 2 ml de Agua Regra (HNO3/HC| 1:3 v/v), e submete'se a uma digestão

de elevada pressão (em reactores de Teflon@ fechados) durante 3h a '110"C; perfaz-se

o volume conforme necessário até 10 ml com água Mili-Q.

Após a extracção, as amostras foram armazenadas a 4"C. As concentrações

dos metais (Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb e Zn) foram determinadas através de

Espec{rometria de Massa com induçáo de plasma acoplada (|CP-MS).

4.'10. Análise estatísüca

Todas as análises foram realizadas no programa STATISTICA 9.0 Analysis Pack

(StatSoft, lnc., 2008). Foram úilizados os testes t-Student e Mann-Vvhitney para

comparar os grupos de amostras envolvidas na análise para os dados paramétricos e

não-paramélricos, respectivamente (Sokal & Rohlf, 1995: ZaÍ, 1999). Foi também feita

a análise de correlação entre os metais associados a cada fracção do sedimento e o

teor de matéria orgânica de cada amostra, tendo sido utilizado o coeÍiciente de

conelação de Pearson e análise de MDS por se ter verificado o carác{er paramétrico

dos dados para esta análise.
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5.í Análise da composição de matéria orgânica

O teor de matéria orgânica variou entre 7.5oÂ e 9.3o/o, para todas as amostras

avaliadas (sedimento inicial, perleÍs e sedimento controlo) (Fig. 9). As amostras de

pelreÍs (B) e controlo (C) apresentaram concentrações mais elevadas de carbono

orgânico em relação a amostra de sedimento inicial, porém, estas diferenças em

relação ao sedimento inicial (A) não foram estatisticamente significativas (p>0-05). O

valor médio mais elevado foi registado para os pel/eÚs, enquanto que o sedimento

inicial foi que apresentou menor valor médio de carbono orgânico.

p8,00
L'I z,so

7,OO

Figura 9: Composição de matéria orgânica no

Sedimento inicial (A), Pellets (B) e Sedimenb-

controlo (C).

A análise de correlação de Pearson entre a acumulação de metais nas várias

fracçôes do sedimento e dos pel/ets e o teor de carbono orgânico (Tab. l) não

apresentou valores significativos para nenhuma das fracções das amostras

comparadas.

9,50

9,00

&50

6,50

6,00

A B c

a
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Tabela I -valores de p para análise de correlaçâo de Pearson entre a @ncentlEção de metais

pesados em cada fracçáo do sedimento e teor de carbono orgânico das amostras; n.d. - abaixo

do limite de detecçáo.

TÍoca Carbonatos
at orgânica e

sulÍuretos
itEflíIl?tl

cd
Go

Cr

Cu

Ni

Pb

Zn

0.43í

0.081

o.921

0.435

0.205

0.405

0.194

0.503

o.717

0.903

o.444

o,324

0.665

0.393

o.120

0.366

0.653

0.733

0.293

n.d.

o.279

o.224

0.26ô

0.160

0.288

0.26'l

o.428

o.521

5.2 Análise de distribuição de

A análise de distribuição de partículas (Fig.10) demonstrou comportamento

bastante semelhante para as amostras do sedimento inicial e Íinal, quando

considerando as partículas inferiores a 4pm. As amostras de perleÍs foram as que

apresentaram distribuição mais uniforme entre 0.4Um e 4.0Um. As partículas de maior

calibre (entre 40pm e 120pm) estão presentes em todas as amostras e com uma

frequência bastante similar. Comparando a distribuição entre 4pm e 0.4pm para as

três amostras (Fig. 11), veriÍica-se que houve uma redução significativa no tamanho

médio das partículas presentes nos pel/eús, quando comparado com as amostras de

sedimento inicial e controlo. Em geral não se verificaram grandes dÚerenças entre as

amostras. Observa-se que a distribuição de partículas de todas as amostras

apresentou características multi-modais.
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45,0

40,0

35,0+
30,0

r Sed. Inicial

Controlo

n Sed. Digerido

0,0

120 - 60 60-40 ?0-4 <4
pm

Figura 11. Gráfico comparativo de PSD entre as amostras de sedimento e pellets no mesmo

intervalo.

5.3 Acumulação de metais

Os pel/efs de Scrobicularia plana apresentaram maior concentração de Cd, Cu,

Pb e Zn, quando comparados com o sedimento inicial e de controlo, tendo-se

verificado o inverso para os outros elementos (Co, Cr e Ni) (Fig. 12). No entanto, esta

diferença verificada entre os grupos não foi estatisticamente significativa.

5.4 Especiação de metais

A acumulação de metais encontrada nos pe//eÍs de Scrobicularia plana difere

dos resultados obtidos para o sedimento inicial e sedimento controlo para o Cd, Co,

Cu, Ni, Pb e Zn, considerando todas as associações químicas simultaneamente na

análise de ordenação muldimensional (nMDS) (Fig 13). A associação química de Cd,

Co, Cu, Ni, Pb e Zn nas quatro fracções do sedimento usado nesta experiência estão

demonstradas na Figura 14.
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Figura 12 - Acumulação de Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb and Zn no sedimento inicial (A), pelefs (B)

e sedimento controlo (C).
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cd Co Cr

Cu Ni Pb

Zn

Figura í3 - Ordenação multidimensional não-métrica (nMDS) das amostras de sedimento onde

as associações químicas de metais foram determinadas: O - sedimento inicial; a - perleÍq A -

sêdimento controlo.

A maioria dos metais está ligada principalmente a fracção residual (Fig. í4). A

peroentagem de cada metal ligada às quatro fracções definidas

seguiu a seguinte ordem: fracção residual > complexo matéria orgânica > carbonatos

> fracção de troca, com pequenas excepções.

Os valores do potencial redox e de pH foram praticamente constantes durante toda a

experiência [ab. ll).
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Tabela ll - Valores do potencial redox (Eh), pH, salinidade e temperatura

registados durante a experiência

Tanque Data Salinidade Temperatura oC pH Eh

ro (r)

TO ([)

ro (ilr)

Ío (rv)

TOM

TO (VD

ro (vrD

30/out
3'l /out
O2lnov

05/nov
30/out
31/out
02/nov
05/nov
30/out
31/out
02/nov
05/nov
30/out
31/out
02lnov
05/nov
30/out
31/out
02/nov
05/nov
30/out
3'l/out
02/nov
05/nov
30/out
31/out
02lnov
05/nov

18.6

17.6
't7

18.4
17.8
17.8
17.5
't8.2

17.5
17.3
17.5

17.8
17.4
17.4
17.4
18.3
't7
't7

17.6
18.1

17.3
17.6
17.5
18.4
'17.1

17.3
17.4

18.5

7.48
7.55

7.U
7.48
7.5'.1

7.59
7.43
7.51

7.66
7.4',1

7.45

7.61

7.55
7.61

7.76
7.53
7.49

7.58
7.51

7.5

7.58

211.5
208.5

202.8
207.4
210.2

206.2
211.9
210.4

201.6
209.6
214

204.8
207.7
205

205.2
209.6
21',t.8

206.8
208.3
211.8

206.2

28
26

26
28
26

27
28
27

26
28
26

28
27
25

28
28
26

29
28
25

27

Média

std
27.0
1.14

18.0

1.82

7.5

0.08

208.2

3.27

'valores não disponÍveis

Na fracção de troca não foram encontradas diÍerenças significativas (p>0.05)

entre os pel/eÍs e o sedimento inicial para nenhum dos metais analisados (Tab- lll). No

entanto, foram encontradas diíerenças entre o sedimento controlo e os outros dois

grupos para o Cu e o Zn (p<0.05), apesar dessas diferenças serem pouco evidentes

ao analisar os respectivos gráficos.
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No caso do Ni, os pettets e o controlo diferiram significativamente entre si (p=g'g1ur'

mas não do sedimento inicial (p>0.05). Convém referir que para estes tês metais, a

concentraçáo loc,ilizada na fracção de troca revelou-se entre três (Cu) a 17 vezes

superior (Zn) nos perrets em relação ao sedimento inicial e ao controlo, pelo que o

baixo n utilizado deverá estar na origem dos resultados obtidos na análise estatística.

Nos casos do cd, co e Pb não foram encontradas diferenças significativas entre

grupos (p>0.05), e a ligação do Cr a esta fracção revelou-se abaixo dos limltes de

detecção do equipamento úilizado.

A análise dos resultados da fracção ligada aos carbonatos (Tab. lll) evidenciou

diferenças entre os peltets e o controlo, mas não entre perleÍs e sedimento inicial ou

entrê este último e o corúrolo, para o cd 1p=9.992r, o Co (p=g'g2g;, o cu (p=0'003) e o

Pb (p=9.9921. contudo, o cd acumulado nesta fracção Íoi cerca de dez vezes superior

nos pel/eÍs em relação aos outros dois grupos, pelo que seria expectável que as

diferenças fossem também estatisticamente significativas entre perleÍs e sedimento

inicial. Para o Zn foram encontradas diferenças entre os pellets e o sedimênto inicial

(p=0.012), mas não entre os pettets e o controlo (p>0.05), apesar da diferença se

encontrar na mesma ordem de grandeza; o Ni foi o único elemento a apresentar

diferenças estatisticamente significativas entre os pellets e o sedimento inicial

(p=o.o22) e os pelrets e o controlo (p=0.001), apresentando uma concentração nos

petlets @Íca de três vezes superior aos outros dois grupos. Por sua vez, não foram

encontradas diferenças entre os três grupos para o Cr ligado à fracção dos

carbonatos.
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Figura 14 - Associações químicas de Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb e Zn no sedimento inicial (A),

pellets (B) e sedimento-controlo (C).

Os valores sobre as barras representam a soma das quatro fracções em pg.g-l

(peso seco). Na análise da fracção ligada ao complexo da matéria orgânica e

sulfuretos (Tab. lll) foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre

os pel/eÍs e os restantes grupos para o Co, o Ni e o Zn, não havendo diferenças

signiÍicativas entre o sedimento inicial e o controlo (p>0.0S); os pel/efs a evidenciarem
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maior concentração destes elementos que os outros dois grupos. Os valores de p para

as diferenças encontradas entre o sedimento inicial e os pellets para o Co, Ni e Zn

foram, respectivamente, p=0.017, p=0.000 e p=0.000. Os valores de p para as

comparações entre os pellets e o controlo para os mesmos elementos foram,

respectivamente, p=0.04, p=0.009 e p=0.010. Os valores de Pb Iigados ao complexo

matéria orgânica-sulfuretos estiveram, invariavelmente, abaixo do limite de detecção,

não sendo por isso possível avaliar quaisquer diferenças entre grupos. Praticamente

todo o Pb detectado nas amostras encontrou-se ligado à fracção residual, e apesar de

no MDS os pe//eÍs aparecerem individualizados do sedimento inicial e do controlo, a

maior diferença reside no facto da concentração de Pb total ter aumentado neste

grupo. À semelhança do que se verificou na fracção ligada aos carbonatos, o Cr não

apresentou diferenças significativas entre nenhum dos grupos analisados. Para os

restantes elementos, Cd e Cu, foram detectadas diferenças entre os pe//eÍs e o

controlo (p=0.032 e p=0.032, respectivamente), mas nenhum destes grupos

apresentou diferenças estatisticamente significativas do sedimento inicial (p>0.05).

A ordem de grandeza destes elementos não diferiu substancialmente entre os

três grupos, apesar das diferenças estatisticamente significativas encontradas. A

ordenaçáo dos dados (Fig. 13) mostrou que, para o Cu, nas amostras dos pe//eÍs não

apresentaram muita homogeneidade apesar de separadas do sedimento inicial e do

controlo.Na fracção residual, o Cd, Cu, Pb e Zn apresentaram diferenças entre os

pellets e o controlo (p=6.004, p=0.004, p=0.003 e p-0.016, respectivamente) mas não

entre o sedimento inicial e os outros dois grupos (p>0.05) (Tab. Ill), mantendo-se a

tendência para valores mais elevados nos pe//efs. Na acumulação do Co, Cr e Ni

nesta fracção não foram encontradas quaisquer diferenças entre grupos (p>0.05).

Conforme referido anteriormente, é na fracção residual que se encontram as maiores

concentrações para todos os elementos, Gom destaque para o Co, Cr, Ni e Pb (80 a

95% Iigados a esta fracção)
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Tabela lll - Resultados das comparações a posteioi para a acumulação de metais nas diferentes fracções do sedimento entre os três grupos: sedimento

inicial (A), pel/ets (B) e sedimento controlo (C). Símbolos diferentes (o , .) representam diferenças estatisticamente significativas entre grupos (p<0.05)

Fracção à
Total

ABCMetal

cd

Co

Cr

Gu

Ni

Pb

Zn

Troca Carbonatos Matéria orgânica
e sulfuretos Residual

ABC ABC A B c ABC
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A soma das concentrações dos elementos analisados nas quatro fracções

(troca, caóonatos, complexo matéria orgânica-sulfuretos e residual) evidenciou um

aumento considerável nos pel/eús para o Cd e Zn, e também para o Pb e Cu, embora

com menor expressáo nestes que nos dois elementos referidos anteriormente (Fig.

í4). Um aumento semelhante foi tamkÉm verificado na concentração total dos

mesmos elementos (Tab. lV). Finalmente, ao analisar a acumulação total de metais

nas amostras de sedimento inicial, pel/efs e controlo (Tab. lV), náo foram, igualmente,

encontradas diferenças estatisticamente significativas (p>0.05) [fab. lll).

Tebela lV - ConcentraÇão total média dos metais nas amostras de sedimento inicial (A), pêleÍs
(B) e controlo (C) (Ug.g-i, peso seco)

iletais Pesados

cd Co Cr NR Pb ZnCu

A

B

c

0.97 6.97 26.07 33.20 't5.28 95.75 316.47

1.34 5.68 20.05 12.43 13.36 íí3.45 430.71

0.93 7.U 25.67 34.52 15.38 101.21 325.1A
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Sabe-se que tanto a matéria orgânica quanto o tamanho de partículas têm

influencia na especiação de metais pesados no sedimento' De acordo com Thome &

Nickless (1981), os metais pesados associados a diferentes tamanhos de partículas

aumentam com a diminuição do tamanho das partículas. Muitos estudos têm

demonstrado que a concêntração de metais pesados no sedimento está relacionada

com o tamanho das partículas e com a concentração de matéria orgânica no

sedimento (Fôrctner 1979, Thorne & Nickles 1981). A análise da distribuiçáo das

partículas deste trabalho, quanto à sua granulometria, evidenciou amostras no

sedimento inicial que diferiam substancialmente das restantes amostras. lsso levou a

que fossem rejeitadas na análise de metais pesados, considerando que o principal

objectivo deste trabalho se prendeu com a determinação da influência da lambujinha'

scrobiculaia plana, na especiaçáo química de elementos vestigiais do sedimento. Ao

utilizar amostras com diferente granulometria não poderia ser testada a hipótese inicial

dequeoefeitoobservadoseriadevidoàacçãodeS-p/ana.Tambémamatéria

orgânica foi afastada como factor passível de inÍluenciar a especiação química dos

metais por não se terem encontrado diferenças significativas entre os vários grupos de

amostras considerados. Tendo em conta estas informações, foi considerado que

estariam reunidas as condições para avaliar a influência da S' plana no prooesso

supra referido.

AconcentraçãototaldeCd,Cu,Pbeznaumentounasamostrasdospellets.A

baixa quantidade de amostras produzidas pela s- p/ana pode ter sido resultante da

baixa taxa de excreção ocorrida durante a experiência, o que provavelmente resultou

numa reduzida potência dos testes estatísticos na comparação entre os perreÍs e os

outros dois grupos de amostras (r.e. sedimento inicial e controlo). segundo Brown

(í986), não é possível demonstrar um aumento significativo nas concentrações de

metais em pel/ets sobre o alimento ingerido, quando a natureza do sedimento inicial
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não tenha sido controlada durante o procedimento experimental' Poém, no presentê

estudo as carac{erísticas do sedimento foram previamente deteÍminadas, sendo por

isso possível estabelecer uma relação entre o sedimento ingeÍido e o sedimento

excretado. Dessa forma, é evidente o aumento da concentração de Cd, Cu, Pb e Zn

nos perreÍs a partir do sedimento originalmente fomecido aos exemplares. cheggour

eÍ a/. (1990) constatou no seu trabalho que o tubo digestivo, juntamente com o

hepatopâncreas, são os principais pontos de acumulação de quase todos os metais'

Bryan & uysal (1978), concluíram que mais de 75o/o de todos os metais encontrados

em s. p/ana está concentrado nos tecidos moles da glândula digestiva. A eliminação

de metais pesados pelos moluscos pode oconer por dessorção pela superficie do

corpo e por excreção pelas membranas permeáveis - prooesso rápido - e tamkÉm pela

ingestâo de material não assimilado e exocitose de concentrações de materiais ricos,

pelo aparelho digestivo - que é lento (Langston eÍ a/., í998). A combinação destes

pro@ssosque poderá explicar a origem do aumento das concentrações de metais

verificado nos pel/eús de Scrobicularia plana.

observaram-se diversas alterações no fraccionamento dos metais pesados

analisados nos pelreÍs. Nomeadamente, o Cd, Ni e Zn surgiram em maior proporçáo

na fracção de troca (ou fracção disponível) e o cu aumentou nas duas fracções

sucessivas, a dos caóonatos e a da matéria orgânica e sulfuretos, depois da

passagem pelo tracto digestivo das lambujinhas, ou seja, nos pel/eÍs. É importante

ressalvar, contudo, que a concentração total de Cd, Cu e Zn aumentaram nestas

amostras,peloqueoaumentoverificadonafracçãodisponívelpodedever-seapenas

ao aumento desses elementos nas amostras consideradas. Apenas o Ni evidenciou

aumentou da biodisponibilidade sem que sê tenha veriÍicado um aumênto

correspondente na concentraçâo total deste metal nos pelleÍs de S' plana' Os pel/eÍs

são constituídos principalmente por materiais não absorvidos pelo traclo digestivo dos

moluscos e que sofrem frequentemente alterações químicas' Orvain (2005)
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demonstrou que a presença de s. plana altera as fases de erosão do sedimento, tanto

do sedimento superficial (mais móvel), como das camadas mais profundas, e que a

extensáo das actividades de bioturbação é influenciada pela densidade de bivalves.

Esta bioturbaçáo irá afectar o equilíbrio do potencial de oxidação-redu@o da camada

superficial do sedimento: os sedimentos anóxicos que sê encontram imediatamente

abaixo da superfície são separados da coluna de água por uma camada oxidada. os

animais que se alimentam de partículas sedimentadas, como a S- p,ana, vivem na

superfície anóxica, entenados no sedimento, porém usam seu sifáo inalante para se

alimentarem na superfície oxidada. De acordo com o trabalho de Ngiam & Lim (2001),

a oxidaçáo do sedimento anóxico tende a promover uma diminuição das fracçôes de

metais ligados à matéria orgânica e sulfuretos e aumentar as outras fracções,

especialmênte no caso de metais como o Cd, Zn e Pb. A oxidação da matéria

orgânica e dos sulfuretos poderá originar formas mais solúveis, especialmente através

da formação de sulfatos a partir da oxidação de sulfuretos, visto que os sulfatos têm

maior solubilidade que os sulfuretos.

Neste estudo, a concentração de Cd e Zn nos perrets sofreu um incremento

substancial. conforme referido, o aumento da concentração total é provavelmente a

melhor explicação para a alteração no fraccionamento destes metais, juntamente com

o provável aumento na acidez aquando da passagem do sedimento pelo tracto

digestivo da s. plana. De acordo com Pyane & Thorpe (1993), o pH nos divertículos

digêstivos de S.prana é de 5.6, o que pode têr contribuído para as alterações

verificadas na distribuição dos metais pelas fracções que foram definidas no procêsso

de extracção sequencial. A proporção de Ni ligado a fracções mais disponíveis do

sedimento (de troca e ligado a carbonatos) aumentou nos perreÍs. o níquel presente

na fracção ligada à matéria orgânica e sulfuretos apresentou também um aumento nos

perrêÍs, quando comparado com as amostras de sedimento inicial. O factor mais

importante na solubilidade do Ni é a acidez do meio, que com a redução dos valores
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de pH provoca aumento na solubilidade (Fórstner, 1993). Entre oúros factores é

necessário considerar que o aumento de acidez do meio promove um aumerúo de

protões que vão competir com os catiôes metálicos pelos mesmos locais de ligaçáo,

inclusivamente nos sulfuretos, formando-se neste caso sulfureto de hidrogénio, ou gás

sulfídrico (HzS). Assim, a acidificação esperada com a passagem do sedimento

através do trac{o digestivo da s. p/ana (Payne & Thorpe, 1993) poderá favorecer a

solubilidade do Ni. o cu, um oligoelemento com baixa mobilidade (Baker & senft tn

Alloway, 1995), surgiu em maior quantidade na fracção ligada aos carbonatos e na

fracção ligada à matéria orgânica e sulfuretos nos pel/eÍs. o aumento desta fracção

foi, no êntanto, pequeno, o que está de acordo com a baixa mobilidade deste metal. À

semelhança do cd e do zn, também o aumento da concentração total de cu nas

amostras dos pel/eÍs poderá estar a influenciar aquilo que parece ser uma

transferência entre fracções.

Ao contrário dos metais discutidos acima, o cr não apresentou diferenças

estatísticas significativas na partição de metais entre os três grupos de amostras, e

não se veriÍicou um aumento na concentração total deste elemento. Quanto ao co e

Pb, apesar de evidenciarem algumas diferenças estatísticas, uma análise mais

detalhada sobre a variação verificada torna evidente que essas diferenças seÉo

provavelmente inÍluenciadas pela baixa potência dos testes estatísticos, conferida pelo

número de amostras reduzido. A acumulação de co e Pb nos pel/ets manteve-se

dêntro da mesma ordem de grandeza que os outros dois grupos de amostras, pelo

que não terá havido influência da variação total destes dois metais na sua especiaçâo.

A baixa solubilidade e mobilidade do Pb estão de acordo com o facto de que quase

nenhuma alteração foi encontrada entre o sedimento inicial e os pe"ets'
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coNcLusÃo

Com este trabalho foi possível observar que a actividade da lambujinha'

S. plana, favorece potencialmente a disponibilização de determinados elementos para

o biota, principalmente a biodisponibilidadê do Ni, através da deposição dos pel/eÍs na

superfície do sedimento estuarino. Esta é tamkÉm a camada de sedimento utilizada

preÍerencialmente pelos inveÉebrados que se alimentam de partículas sedimentadas,

devido à sua riqueza em matéria orgânica, pelo que o aumento destes biodepósitos

implicará directamente um aumento da exposição dos macroinvertebrâdos bentónicos,

e de outros organismos que ocupam o mêsmo nicho trófico, ao Ni. Em relação aos

restarúes elementos não foi possível retirar conclusões neste sentido, apesar de os

resultados apontarem para que estes organismos náo influenciem a biodisponibilidade

do Co, do Cr e do Pb.

Considerando os resultados obtidos, torna-se evidente que a informação conseguida

até ao momento dêverá beneficiar com um alargamento da dimensão da experiência

realizada. Dessa forma deverá ser atingida uma maior segurança nas conclusões

retiradas, principalmente devido ao aumento da potência dos testes estatísticos.
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