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RESUMO

Este trabalho consistiu em avaliar a influéncia dos moluscos bivalves na especiagao
de metais pesados (MPs) (Co, Ni, Cu, Zn, Cd, Pb, Cr) em sedimento estuarino. Neste
estudo foi utilizado o molusco bivalve Scrobicularia plana (da Costa, 1778), uma
espécie benténica predominantemente filtradora, que se distribui por toda costa
atlantica e Sul da Europa, e constitui um recurso haliéutico com alguma importancia
em Portugal. Estudos tém demonstrado que S. plana € um bom bioindicador, razéo
pela qual tem sido muito utilizada nos programas de biomonitorizagéo, principalmente
quando se pretende investigar a presenga de metais pesados em substrato estuarino.
Os sapais escolhidos para a recolha dos animais e sedimentos situam-se no estuario
do Tejo: o sapal das Hortas (Alcochete), considerado de baixo nivel de contaminagao
por metais pesados e onde foram recolhidos os animais; e o sapal do Rosario (Moita),
seleccionado pelas suas caracteristicas e consideravel pressdo antropogénica,
contendo niveis elevados de metais pesados, e onde foram recolhidas as amostras de
sedimento. Esta experiéncia decorreu num mesocosmos em ambiente laboratorial,
tendo sido monitorizados os parametros abidticos 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 agua salobra artificial e sedimento estuarino, ai permanecendo por 48h,
tempo necessario para se alimentarem, sendo depois colocados em tanques apenas
com agua salobra artificial, para permitir a libertagdo e recolha dos peflets fecais. Apos
a recolha, amostras dos pellets, do sedimento inicial (Sl) e sedimento controlo (SC) de
cada tanque foram centrifugadas, liofilizadas e armazenadas a 4°C. No processo de
extracgao sequencial, foi utilizado o procedimento descrito por Tessier et al. (1979) e
modificado posteriormente por Hullebush et al. (2005). A determinagéo dos metais
pesados foi feita através de espectrometria de massa com indugéo de plasma (ICP-

MS). Foi determinado o teor de matéria organica (MO) por analise termogravimétrica
1
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(TGA) e a distribuicdo de particulas (PSD) pela técnica de foto-sedimentagao
(HORIBA). Neste trabalho foi avaliada a alteragdo na especiagao quimica dos metais
pesados induzida pela acgdo da S. plana através da comparagéo da concentracdo dos
metais pesados nas diferentes fracgées definidas operacionalmente, no Sl, nos pellets
e no SC. Nos resultados, o teor de MO variou entre 7.5% e 9.3%, tendo os valores
maiores ocorridos nos pellets, mas as diferencas ndo foram estatisticamente
significativas (p>0.05.), tal como ndo foi significativa a correlagéo entre a MO e a
concentragdo de nas varmetais pesados nas franc¢des. Os pellets apresentaram
maior concentragdo de Cd, Cu, Pb e Zn, no entanto, esta diferenca nao foi
estatisticamente significativa. A maioria dos metais pesados esta ligada principalmente
a fracgao residual do sedimento. O teor de metais pesados nas amostras ocorreu na
seguinte ordem: fracgdo residual > fracgéo ligada ao complexo MO e sulfuretos >
fraccdo ligada aos carbonatos > fracgdo de troca. Na fraccéo de troca as diferengas
nao foram significativas para a maioria dos metais, excepto para o Cu e Zn entre o SC
e os outros dois grupos de amostras; nesta fracgdo houve aumento de trés (Cu) a
dezassete vezes (Zn) nos pellets em relagdo ao Sl e SC. Na fraccéo ligada aos
carbonatos houve diferencas entre os pellets e SC e entre Sl e SC para o Cd, o Co, o
Cu e o Pb: o Cd foi cerca de dez vezes superior nos pellets; o Ni apresentou

diferencas significativas entre os pellets e o Sl e o SC. Para o Zn houve diferencas

significativas entre os pellets e o Sl. Na fraccéo ligada & MO e sulfuretos houve
diferengas entre o Sl e os pellets para o Co, Ni e Zn, e para Cd e Cu entre os pellets e
SC. Na fracgo residual, o Cd, Cu, Pb e Zn apresentaram diferengas entre os pellets e
SC. Os resultados obtidos evidenciaram a importancia da S. plana na
biodisponibilizagdo de determinados elementos, principalmente o Ni, nao parecendo

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

Palavras-chave: Scrobicularia plana; metais pesados; sedimentos estuarinos;

bioindicador, especia¢ao quimica; estuario do Tejo, Portugal.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the influence of bivalve molluscs in the
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 the bivalve Scrobicularia plana (da Costa, 1778), a predominantly benthic filter-
feeding species. It is geographically distributed throughout the Atlantic coast and
southern part of Europe and constitutes a fishery resource of some importance in
Portugal. Research has shown that Scrobicularia plana is a good bio-indicator, reason
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: Hortas saltmarsh (Alcochete), considered a place with low-level of heavy
metals contamination and where the animals were collected, and Rosario saltmarsh
(Moita), presenting high levels of heavy metals contamination and where the sediment
samples were collected. This experience took place in macrocosm environment in the
laboratory and environmental conditions monitored. Altogether 420 adult specimens of
Scrobicularia plana and 40 liters 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 considered to be enough time for feeding
to occur; after that period the animals were placed in tanks with artificial brackish water
for elimination and collection of fecal pellets. After collection, the pellets and sediment
samples from each tank were centrifuged, freeze dried and stored at 4°C. In the
sequential extraction procedure, we used the method described by Tessier et al.
(1979) and later modified by Hullebusch et al. (2005). Mass spectrometry with induced
coupled plasma (ICP-MS) was used to determine the heavy metals.

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

(TGA), and particle size distribution (PSD) was also determined using the of photo-
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sedimentation technique by HORIBA. The change in chemical speciation of heavy
metals induced by the action of Scrobicularia plana was assessed by comparing the
concentration of heavy metals in different fractions 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 7.5% and
9.30%, the higher values occurred in the pellets, but the differences were not
statistically significant (p>0.05) nor was a significant correlation 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 significant, the concentration of heavy metals in
the pellets differ from other samples for Cd, Co, Cu, Ni, Pb and Zn. Most heavy metals

are primarily bonded to residual fraction. The content of heavy metals in the fractions

occurred in the following order: residual fraction> organic matter and sulfide complex >

carbonates fraction > exchange fraction. In the exchangeable fraction the differences

were generally not significant, except for Cu and Zn, where differences were found
between initial sediment and the other two groups of samples; metals in this fraction
increased by three times (Cu) to 17 times (Zn) in the pellets when compared to the

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

between 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. In the fraction bound to organic matter and

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

Zn and Cd and Cu between the pellets and control. In 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 of S. plana in the 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: Scrobicularia plana, heavy metals, estuarine sediment, bio indicators,

chemical speciation, Tagus estuary, Portugal.
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1 INTRODUGAO

Segundo Pritchard (1967), um estuario € um corpo de agua costeiro, semi-
fechado, que possui uma ligagao livre como o mar e que no seu interior a agua se
diluem de forma mensuravel com a agua doce proveniente da drenagem terrestre. No
estuario podem definir-se diferentes zonas em relagdo ao nivel de salinidade: zona
limnética (<0,5), oligohalina (0,5 — 5), mesohalina (5 — 18), polihalina (18 -30) e
euhalina (30 — 40). Os ecossistemas estuarinos estao sujeitos a niveis muito elevados
de contaminacao, devido a sua localizagao, que, sendo privilegiada, esta na origem
das elevadas pressdes antropogénicas que sobre eles se abatem. E neste contexto

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

Figura 1 — Distribuicdo geografica de estuarios a nivel mundial.

Os sedimentos constituem um reservatorio natural com concentragdes vestigiais
de metais pesados, que ocorrem nos ambientes aquaticos por processos naturais (e.g.
intemperismo). Porém, os niveis de contaminacdo sdo, as vezes, potenciados pelo
efeito das actividades antropogénicas. Os metais depositados nos sedimentos podem

passar para a teia trofica estuarina ao serem incorporados pelos organismos de forma
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directa, como é o caso de alguns organismos benténicos, ou indirecta, através de
relages tréficas. A incorporagdo dos metais pesados nos organismos pode produzir
efeitos adversos se a concentragdo desses elementos atingirem niveis que
representem toxicidade (Long et al. 1995). Os metais vestigiais estéo presentes em
diferentes formas quimicas, e a sua biodisponibilidade para diferentes organismos
aquaticos é fortemente dependente destas formas (Ruzi¢, 1996). Para além disso,
dependendo da concentragdo e do grau de complexidade, o metal pode limitar o
crescimento ou ser toxico para organismos vivos (Meylan ef al., 2004).

A contaminagdo por metais pesados e organometais nos estuarios e aguas
costeiras tem origem principalmente nas actividades antropogeénicas, e tem causado
grandes preocupacdes aos investigadores, administradores e decisores politicos
(Mikac et al., 1996). O processo de acumulagdo de contaminantes nos organismos
aquaticos podera contribuir, em parte, para bioacumulagdo e, de certa forma,
produzira efeitos negativos sobre o biota (Byrne & O’Halloran, 2001). A relagéo entre a
acumulagdo de metais pesados nos sedimentos e o comportamento trofico dos
organismos bentdnicos € um importante factor que afecta a biodisponibilidade de

diferentes metais no ambiente aquatico (Monperrus et al, 2007).

A importancia dos organismos bentonicos na dindmica dos metais através dos
respectivos dejectos depositados na superficie do sedimento é vista pela comunidade
cientifica com alguma preocupagao, tendo sido feitos varios trabalhos focados na acgéo
dos pellets fecais (daqui em diante designados pellets) e sobre o processo de transporte
daqueles poluentes para o fundo do mar (Fowler, 1982). Para alguns organismos 0s

dejectos s@o o principal meio de eliminagao de metais pesados (Small & Fowler 1973).

Existem poucas informagdes disponiveis sobre os metais vestigiais contidos no
material fecal dos invertebrados benténicos. As particulas filtradas pelos filtradores
benténicos sdo depositadas nos sedimentos estuarinos através dos pellets e das

pseudo-fezes (pseudo-fezes so grupos de finas particulas que s8o processadas pelos
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bivalves e ndo ingeridas, sdo envolvidas pelo muco, mantidas dentro da cavidade do
manto, e depois expelidas pelo sifio inalante ou pela margem ventral do manto (Berg et
al., 1996). Este processo, conhecido como biodeposi¢do, adiciona novo material ao
sedimento e pode ser um importante caminho para a deposicdo de quantidades

vestigiais de metais neste ambiente.

Estudos realizados nos pellets de invertebrados benténicos revelaram a sua
influéncia na concentragio de matéria organica, e a geragdo de nutrientes durante a
decomposi¢ao (Brown, 1986), demonstrando a possibilidade de os pelfets influenciarem
significativamente o ciclo biogeoquimico dos elementos vestigbiais nos ecossistemas
estuarinos. Muitos estudos tém demonstrado que a concentragéao de metais pesados no
sedimento esta relacionada com o tamanho das particulas e com a concentragéo de
matéria organica no sedimento (Férstner, 1979, Thorne & Nickless, 1981), e que tanto
os animais que se alimentam da matéria organica em suspensdo, como 0s que retiram
os seus alimentos de uma faixa restrita de tamanho de particulas do sedimento estéo
expostos a este tipo de contaminagao. E importante comparar as concentragbes dos
metais encontrados nos pellets com o tamanho das particulas e a composi¢cdo de
carbono organico, pois sdo dados essenciais para investigar a influéncia do tamanho
das particulas na alimentagéo e a concentragdo de metais nos pellets excretados pelos
animais benténicos. Um dos objectivos de estudar o ciclo biogeoquimico dos metais
pesados é desenvolver meios de compreender o impacto biolégico destes
contaminantes com base nas suas concentragdes no ambiente, e para isto & necessario

compreender o comportamento biolégico e geoquimico destes metais.

Quando um metal é introduzido no ecossistema aquatico &€ imediatamente
distribuido entre materiais particulados e solugbes. A concentracdo das particulas
(sedimento ou particulas em suspensao) ligadas ao processo de sedimentacdo e a
dimensdo das particulas do sedimento reflectem a combinacéo fisica e processos

biolégicos (e.g. bioturbago) (Snelgrove & Butman, 1994; Aller & Aller 1998; Murray et
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al., 2002; Meysman et al., 2008). Desta forma, os processos fisicos e biolégicos afectam
as comunidades macrozoobenténicas. De modo que a relagédo 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 suspenséo obtém os
seus alimentos a partir da coluna de agua, enquanto os que se alimentam de matéria
depositada tém como fonte de alimento a matéria organica presente no sedimento.
Estes alimentos sdo oriundos sobretudo da produgao primaria e do material particulado
depositado da coluna de agua, que pode ser fitoplancton, biodepdsitos efou detritos

(Navarro & Thompson, 1997).

Os moluscos bivalves sdo capazes de acumular altas concentragdes de metais
toxicos no seu organismo sem evidenciar nenhum efeito adverso (Mouneyrac et al.,
1998). Nas Ultimas décadas, os efeitos decorrentes da absor¢do de metais pelos
bivalves tém sido investigados intensivamente. Estes estudos abrangem a dimenséo e o
sexo dos bivalves (Cossa et al., 1979), as variacdes de salinidade (Phillips, 1976), os
compostos organicos dissolvidos (Zamuda ef al, 1985), a concentragdo de metais
dissolvidos e especiagdo destes metais (Cobelo-Garcia ef al.,, 2003), entre outros. Os
moluscos bivalves s&o compostos por um numero de sistemas sub-celulares
importantes na acumulagio, regulacdo e imobilizacdo dos metais essenciais e ndo

essenciais (Langston et al., 1998).

A natureza geoquimica dos sedimentos, a associagdo metal-sedimento e a
distribuicdo relativa dos metais na agua ligados ao sedimento, podem ter uma
influéncia consideravel no destino final da biodisponibilidade dos metais nos
organismos aquaticos (Luoma & Bryan, 1982, Di Toro et al, 1990, Lee & Luoma,
1998). A transferéncia dos metais do sedimento para os organismos benténicos pode

afectar o comportamento dos animais, nomeadamente o comportamento tréfico,
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habitos de vida, ciclo reprodutivo, taxa de crescimento e tamanho (Cain & Luoma
1990, Warren et al., 1998). Também outros animais que fazem parte da teia tréfica
podem sofrer impactos, dependo dos niveis de contaminagdo existente- nestas fontes
de alimentos. A presenga de metais pesados nos moluscos, mesmo em quantidades
vestigiais, representa um risco para a teia trofica, tanto para os individuos que se
alimentam directamente destes animais quanto indirectamente, pois estes tém muita
facilidade em reter substancias toxicas nos seus organismos. Pela forma como se
relacionam com o habitat, principalmente a forma como retiram os alimentos do meio,
os moluscos bentonicos estdo directamente expostos a contaminagdo por metais. Na
sua alimentacdo, o Homem pode ficar exposto directamente & contaminagao presente
nestes animais através do seu consumo, que dependendo dos niveis de contaminagao

e do tipo de metal podem trazer consequéncias irreversiveis para a sua saude.
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1.1. Objectivos

1.1.1. Objectivo Geral

O objectivo principal deste trabalho foi avaliar a possivel alteragdo na especiagéo de
metais pesados em sedimentos de sapal, apbs passagem pelo tracto digestivo do
molusco bivalve Scrobicularia plana, utilizando para a experiéncia os pellets fecais

desta espécie.

1.1.2. Objectivos Especificos

i, Verificar a diferenca entre a concentragédo de metais pesados no sedimento
estuarino e nos pellets de Scrobicularia plana;
i. Determinar a concentracdo de metais pesados nas diferentes fracgbes do
sedimento estuarino e nos pellets de Scrobicularia plana;
ii.  Verificar a diferenca no teor de matéria organica do sedimento e dos pellets;
iv. Determinar a relagio entre o teor de matéria organica e concentracdo de

metais pesados no sedimento e nos pellets;

11
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2 LOCAL DE ESTUDO

2.1 Estuario do Tejo

O local escolhido como suporte do trabalho foi o estuario do Rio Tejo (Fig. 2). O
estuario do Tejo (38°44'N, 9°08'W) estd entre os maiores estuarios da Europa
ocidental, com aproximadamente 320 km?, e apresenta uma grande diversidade de
habitats, como salinas, sapais e vasa. Encontram-se neste estuario importantes locais
de reprodugao, nidificagdo, alimento, repouso e abrigo para varias espécies. Este
estuario contém uma das mais importantes zonas humidas da Europa, sendo

considerado um santudrio para aves, peixes, moluscos e crustaceos.
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Figura 2 — Mapa do estuario do Tejo, sapais das Hortas e do Rosario.

2.2 Definigdo de sapal

Os sapais sdo ecossistemas intertidais que constituem uma interface entre o
meio terrestre e o meio marinho (um estuario ou o mar), possuindo elementos e
atributos de ambas as comunidades, terrestre e aquatica (Wiegert et al., 1981). Em
geral, os sapais encontram-se distribuidos nas médias e altas latitudes de todo o
planeta, sendo substituidos por mangais nas regiées tropicais (Boaden & Seed, 1985).

Ocorrem em zonas adjacentes a estudrios, baias ou rias, em areas protegidas da
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accdo directa das vagas e das correntes. Formam-se na zona intertidal pela
deposicao sucessiva de sedimentos finos provenientes das marés que periodicamente
os inundam (Wiegert & Freeman, 1990). A vegetacdo é um elemento caracterizante
dos sapais, como também intervém activamente na sua formagéo. Actua como uma
armadilha de sedimentos, permitindo a sua deposigdo, e protege-os da erosao

(Packham & Willis, 1997).

2.3 Sapal das Hortas (Alcochete)

Neste sapal, localizado no concelho de Alcochete (N38°45'24.79" e
W8°57'59.59"), foi feita a recolha dos animais para o trabalho experimental. O sapal
das Hortas (Fig. 3) esta inserido na Reserva na Natural do estuario do Tejo, que faz
parte das areas protegidas pelo ICNB. A razdo da escolha deste ambiente para a
colheita dos animais prendeu-se com o facto de deste sapal apresentar baixos niveis
de perturbacda de origem antropogénica. De acordo com estudos feitos anteriormente

neste local, verifica-se a existéncia de valores baixos de contaminag&o por metais

pesados, justificando assim a nossa escolha.

Figura 3 — Bancos de vasa intertidais do Sapal das Hortas.
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2.4 Sapal do Rosario (Moita)

O sedimento utilizado no trabalho experimental foi recolhido no sapal do Rosario
(“N38°39'20.85” e W8°59'48.35"). A escolha do sapal do Rosario (Fig.4) como
fornecedor do sedimento para a experiéncia relacionou-se com o facto de este ser um
sapal que apresenta grandes perturbacdes de origem antropogénica. Neste sapal
existe um pequeno porto onde ocorrem varios tipos de contaminagdes, como
consequéncia da actividade pesqueira e de actividades correlacionadas; recebe
também efluentes domésticos, industriais e agricolas. De acordo com estudos feitos
anteriormente neste sapal, verificou-se um nivel elevado de contaminagéo por metais
pesados. Com base nestes estudos e nos aspectos observados pode-se concluir que
é um local que esta sob grande impacto ambiental, justificando entao escolha deste
como local de colheita dos sedimentos, de forma a potenciar a observagéo de

resultados.

Figura 4 — Bancos de vasa intertidais do Sapal do Rosario.
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3 Espécie Estudada

3.1. Scrobicularia plana — Ecologia

O molusco bivalve Scrobicularia plana (da Costa 1778), a lambujinha, vive em
buracos permanentes que podem atingir os 20 cm de profundidade, nos sedimentos
intertidais com caracteristicas polihalinas, que podem ser, desde a lama a areia, e as
vezes cascalho (Verdelhos et al, 2005). Embora obtenha parte do seu alimento
através dos seus longos sifées, filtrando as particulas da agua quando a maré esta
cheia, S. plana (Fig. 5) ingere essencialmente particulas que se depositam no
sedimento (Hughes, 1969), principalmente nos periodos de maré baixa. Os seus
sifdes sdo por vezes predados por caranguejos, peixes € aves; contudo, a auto
regeneragao ocorre em poucas semanas. A reprodugdo ocorre normalmente no verao;
as larvas s3o livres, com uma fase planctonica que dura 2 a 3 semanas até sofrerem
metamorfose para a fase adulta. Esta espécie tem uma ampla distribuicdo geografica,
podendo ser encontrada desde a costa Atlantica até ao sudoeste de Inglaterra e Africa
(Tebble,1976). E uma espécie mais tolerante as variacdes 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).
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Figura 5 - Scrobicularia plana.

A Scrobicularia plana tem varias caracteristicas que a tornam muito apelativa
como objecto de estudo, principalmente pela sua resisténcia as variagdes da
salinidade e temperatura. Por ser muito resiliente a altera¢gées ambientais tem sido
muito usada, tanto em programas de biomonitorizagdo, como em testes de toxicidade
(Byrne & O’Halloran, 2001; Garcia-Luque et al., 2004). Por todas estas caracteristicas,
este molusco bivalve tem sido largamente utilizado em varios trabalhos,
principalmente quando se pretende investigar bioacumulagédo de substancias téxicas,
como os metais pesados. E ainda uma espécie de alguma importancia econémica em

Portugal e em todo o litoral mediterranico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Construgcao do mesocosmos

Para a realizagcdo deste projecto foi necessario montar uma estrutura em
laboratoério que representasse uma réplica 0 mais proxima possivel 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 agua até uma altura de 12 cm, onde foi
instalado sistema de refrigeracéo e circulagdo de agua, com objectivo de manter a
temperatura constante (17°C +/- 1.0°C). Foi instalado também um sistema de
iluminag&o artificial para simular a alternancia dia/noite do habitat (12D:12N). Estas
condi¢Ges ambientais foram definidas a partir de informagées encontradas na literatura

e das simulagdes feitas durante a fase do teste experimental.

Figura 6 — Foto do mesocosmos.
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4.2. Delineamento Esperimental

Este trabalho consistiu em avaliar em ambiente de mesocosmo a possivel
alteragdo na especiagdo de metais pesados presentes no sedimento de sapal, apés
passagem pelo tracto digestivo do molusco bivalve S. plana. Foi realizado tendo em
conta o pressuposto que que os espécimenes adultos de S. plana, através do seu
processo de alimentagdo e excregdo, poderdo influenciar uma possivel alteragdo na
especiacdo de metais pesados nos sedimentos estuarinos. Para testar esta hipotese
foi avaliado o teor de metais pesados contido nos pellets excretados pelos animais,

comparando com o sedimento do inicio e do final da experiéncia (sedimento controlo).

4.3. Avaliagdo preliminar do projecto

Foi montado um dispositivo experimental com o objectivo de avaliar e definir as
condigbes a aplicar no projecto final (Fig. 7). Esta fase serviu também para testar a
eficiéncia do mesocosmos em reproduzir em laboratério as condigdes proximas as
existentes no habitat de S. plana. Nesta experiéncia teste foram utilizados 60 animais
num tanque com sedimento e agua preparada artificialmente com salinidade de 24
PSU e condigdes ambientais equivalentes as encontradas no habitat de origem.

A partir do sucesso obtido no teste, e promovendo algumas correcgoes em funcdo das
dimensdes da experiéncia, foi possivel definir as condigdes para a configuragao final

do trabalho.

4.4. Recolha e preparagao do sedimento

Para o trabalho foi necessario um total de c. 40 L de sedimento que foi recolhido
no Sapal do Rosario. As amostras foram recolhidas a partir da camada superior do
sedimento (0.5 a 1 cm de profundidade). Apds a recolha, e no mesmo dia, as

amostras de sedimentos foram passados por um crivo com malha de 250 ypm, com o
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objectivo de remover a macrofauna, detritos e areia grosseira. Apés 0 processo de
crivagem, as amostras foram homogeneizadas e distribuidas em duas fases distintas
pelos aquarios de 30L, até uma altura de cerca de 7cm; em seguida foi adicionada a
agua salobra preparada artificialmente até atingir 15 cm de altura. Os aquérios foram
condicionados durante 24h em condigdes controladas de temperatura, salinidade,
luminosidade e oxigenagdo préximas das ambientais, para a posterior colougéo dos
animais. O sedimento remanescente, utilizado na segunda fase da experiéncia, foi

preservado a 4°C.

Metodologia
Experiéncia teste

* *

Construgédo do Recolha dos animais e
> <
mesocosmo sedimento
¥
l Depuragéo em agua artificial
Recolha e preparagao por 48h, cond. ambientais
”| dos animais e sedimento controladas.
+
+ Exposicéo ao sedimento por
Exposn}éo dos anlmals e 48h, Condigées ambientais
recolha dos pellets controladas.
-
l Depurag&o em agua salina por
N3o | Avaliagdo preliminar do Sim 48h, recolha dos pellets fecais

experimento

!

Centrifugagao, liofilizagéo e

extracdo seqiiencial dos metais

¥

Leitura amostras, tratamento

estatistico redacgéo da tese.

Figura 7 - Desenho experimental do projecto.
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4.5. Recolha e preparacao dos animais

Para a experiéncia foram utilizados 420 exemplares adultos de S. plana,
recolhidos no Sapal das Hortas. Apds a recolha, os animais foram colocados em agua
salobra preparada artificialmente durante 7 dias em condi¢des controladas idénticas
as ambientais (temperatura, salinidade, luminosidade e oxigenacgéo), com o objectivo
de eliminar o conteudo residual existente nos respectivos tractos digestivos dos
exemplares e aclimata-los para a experiéncia. Apdés o periodo de depuragdo os
animais foram distribuidos nos sete tanques previamente preparados com o

sedimento, perfazendo um total de 60 animais por tanque.

4.6. Recolha dos pellets

Durante a experiéncia os animais ficaram nos tanques expostos ao sedimento
durante 48h, tempo definido na fase de teste como sendo o necessario para os
exemplares se alimentarem do sedimento. Apds esse periodo os animais foram
retirados e colocados em agua preparada artificialmente por mais 48h, para
eliminacdo do conteido do tubo digestivo. Apoés este periodo, e utilizando uma pipeta
descartavel de 5 ml, foram feitas as colheitas dos pellets e colocados em tubos de
centrifuga de 10 ml. As amostras foram centrifugadas e armazenadas a 4°C. No
processo de recolha n&o foram consideradas as amostras de pseudo-fezes.

O processo descrito no passo 4.6 deste capitulo foi repetido por mais uma vez
utilizando os mesmos exemplares de S. plana, trocando apenas os sedimentos dos
tanques. O objectivo de replicar a experiéncia foi aumentar a quantidade de amostra
necessaria aos testes. Para cada série do trabalho foram recolhidas amostras do
sedimento de todos dos tanques no inicio e no final de cada experiéncia. Apds as
recolhas dos pellets nas duas fases, as amostras foram liofilizadas e armazenadas

para a posterior extracgdo de metais.
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4.7. Quantificagdo de matéria organica (TGA)

Para determinar o teor de matéria organica das amostras foi utilizada a técnica
Thermogravimetric Analysis (TGA). Esta técnica consiste na dissociagéo de massa
organica com base em variagdes de temperatura. O sistema (TGA) é composto de um
forno de alta precisdo com aquecimento controlado até a temperatura de 1000°C, uma
micro-balanga de alta precisdo, em platina, resistente as altas temperaturas e que

regista a perda de peso em relagéo a variagéo de temperatura.

Sample: M.Organica - Sample 4 (2+4) File: ..\2_mo Sample 4(2+4).001
Size: 20.3890 mg TGA Operator: GIVALDO
Method: MAT ORGANICA Run Date: 24-Mar-10 13:48
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98 -
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-. 1 [8:321% Mat. Organ.
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1.019% Mat. Inorgan.
90 0.2077mg) |
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Figura 8 - Grafico de determinagdo da matéria organica.

Este sistema & alimentado por um gas inerte (N,), gas de purga, € um gas de
combustio (O,). Uma grande vantagem deste sistema é poder trabalhar com
pequenas quantidades de amostra e mesmo assim permiti um elevado grau de
precisdo nos resultados. No processo de decomposigdo/quantificagdo da matéria
organica, as amostras foram aquecidas da temperatura ambiente até uma temperatura
de 550°C, (Fig. 8) (ponto de célculo da MO), em atmosfera de N, e uma taxa de
aquecimento de 30°C/minuto para uma massa de aproximadamente 20 mg. Em
seguida a mesma amostra continuou sendo aquecida ate 800°C em atmosfera de O,,
mantendo a mesma taxa de aquecimento (30°C/min.), temperatura final onde e

calculado o teor de matéria inorganica na amostra. Todas as amostras foram testadas
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em triplicado. Os calculos da percentagem de carbono orgénico e inorganico foram
realizados utilizando um programa da TA Instruments, que faz a interpolagéo do pico
da dissociagdo da amostra na respectiva temperatura, tendo em consideragédo a

massa total de amostra utilizada.

4.8. Analise de distribuigao de particulas

Para a andlise de distribuicido de particulas nas amostras foi utilizado o
equipamento Horiba CAPA-700 Particle Size Ditribution Analyzer e a técnica
correspondente. Esta técnica é baseada no principio da foto-sedimentacéao em fase
liquida. A medigdo é feita usando o principio de transmiss&o optica, que combina a
equacao de sedimentacdo com a relagéo de proporcionalidade entre a absorvancia e
a concentragdo de particulas, ou seja, uma determinada particula se tem um diametro
(D) e uma densidade (p) dentro de uma solugéo de densidade (pLl), € um coeficiente
de viscosidade ((10) e, como tal, ira precipitar a uma velocidade constante de acordo
com a lei do efeito gravitacional. Na pratica, as particulas tém varios diametros, e a
velocidade de sedimentacdo vai depender do tamanho da particula. Particulas com
diametros maiores (D1) precipitardo primeiro. O método de transmisséo 6ptico mede o
grau de sedimentagio da particula pela quantidade de luz transmitida pela solugéo, a
intensidade da luz transmitida & absorvida pelo detector localizado do lado oposto da
célula de leitura. A solucdo utilizada neste teste foi glicerina em agua, a qual
apresentou uma viscosidade de 60.5 cP. As amostras foram homogeneizadas na
solucdo de glicerina com ajuda de um banho de ultra-sons, durante 15 segundos e
utilizando a poténcia minima para ndo quebrar as particulas; como branco foi utilizada
a mesma solugao de glicerina em agua.

Com o objectivo de abranger uma distribuigado com a maior amplitude possivel,
as analises foram feitas em duas etapas, envolvendo intervalos distintos (120um a

4um e 4pum a 0.4pm).
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Extrac¢édo sequencial dos metais

Antes de iniciar a extracgio, todo o material de laboratério envolvido no
processo foi devidamente descontaminado, primeiro numa solugédo de HNO; a 10%
durante 24h, e depois numa solugio de HCI a 10% por 48h, e lavado em seguida por
trés vezes com agua desionizada para remover qualquer residuo de acido presente.
Para a extraccdo sequencial foi utilizado o procedimento descrito por Tessier ef al.
(1979) e modificado por Hullebusch et al. (2005). O método de extraccéo foi utilizado
para determinar a especiacio quimica dos metais pesados (Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb e
Zn), tanto nas amostras de sedimento, como nos pellets, e consiste na extracgao
sequencial de fraccbes definidas operacionalmente a partir de 1 g de amostra,
conforme se explica a seguir:

1° passo: extracgdo da fracgio de troca com 10 ml de solugéo de acetato de
amoénia (ph 7) 1M; agita-se durante 1h a uma rotagédo de 150 rpm e a temperatura
ambiente e centrifuga-se durante 10 minutos a 4000 rpm; ap6s a centrifugacéo, o
sobrenadante € recolhido para analise;

2° passo: fracgao ligada a carbonatos. Adicionam-se 10 ml de uma solugéo 1M
de acido acético, agita-se durante 1h a uma rotagdo de 150 rpm e a temperatura
ambiente e centrifuga-se durante 10 minutos a 4000 rpm; apés a centrifugagéo, o
sobrenadante é recolhido para analise;

3° passo: fraccdo ligada & matéria organica e sulfuretos. Adicionam-se 5 ml de
uma solugdo a 30% de H,0, (pH 2, ajustado com NHO3); agita-se durante 3h a 150
rpm e a temperatura de 35°C, centrifuga-se durante 10 minutos a 4000 rpm; apés a
centrifugacdo, o sobrenadante é recolhido para analise;

4° passo, fracgdo residual ou litogénica — adicionam-se 10 ml de Aqua Regia
(HNO3:HCI 1:3, v/v) e submete-se a uma digestdo de elevada presséo (em reactores

de Teflon® fechados) durante 3h a 110°C; aguarda-se o retorno da solugdo a
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temperatura ambiente, filtra-se e perfaz-se o volume para 10ml com agua ultra-pura
(Milli-Q);

5° passo: extracgédo total, em bombas de Teflon; pesa-se 0.1 g da amostra,
adicionam-se 2 ml de Agua Regia (HNO3/HCI 1:3 v/v), e submete-se a uma digestao
de elevada pressdo (em reactores de Teflon® fechados) durante 3h a 110°C; perfaz-se
o volume conforme necessario até 10 ml com agua Mili-Q.

Apds a extracgdo, as amostras foram armazenadas a 4°C. As concentragbes
dos metais (Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Pb e Zn) foram determinadas através de

Espectrometria de Massa com indugdo de plasma acoplada (ICP-MS).

4.10. Analise estatistica

Todas as analises foram realizadas no programa STATISTICA 9.0 Analysis Pack
(StatSoft, Inc., 2008). Foram utilizados os testes t-Student e Mann-Whitney para
comparar os grupos de amostras envolvidas na andlise para os dados paramétricos e
néo-paramétricos, respectivamente (Sokal & Rohlf, 1995; Zar, 1999). Foi também feita
a analise de correlagdo entre os metais associados a cada fracgdo do sedimento e o
teor de matéria organica de cada amostra, tendo sido utilizado o coeficiente de
correlacdo de Pearson e analise de MDS por se ter verificado o caracter paramétrico

dos dados para esta analise.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise da composigido de matéria organica

O teor de matéria organica variou entre 7.5% e 9.3%, para todas as amostras
avaliadas (sedimento inicial, pellets e sedimento controlo) (Fig. 9). As amostras de
pellets (B) e controlo (C) apresentaram concentragbes mais elevadas de carbono
organico em relagdo a amostra de sedimento inicial, porém, estas diferencas em
relacio ao sedimento inicial (A) ndo foram estatisticamente significativas (p>0.05). 0]
valor médio mais elevado foi registado para os pellets, enquanto que o sedimento

inicial foi que apresentou menor valor médio de carbono organico.

9,50
*
9,00 fmmnmon e
8,50 f--mmmmmmnmnn Y n--
©8,00 fr--mmmrmmmemsnncamnanaes .
(¥
R 7,50 1---@---rrmmmmmemmmnnnnas
7,00 -mrmnmmnmm e e
6.50 b ommmee Figura 9: Composicdo de matéria organica no
6.00 Sedimento inicial (A), Pellets (B) e Sedimento-
A B C controlo (C).

A analise de correlacdo de Pearson entre a acumulagdo de metais nas varias
fracgbes do sedimento e dos pellets e o teor de carbono organico (Tab. I) nao
apresentou valores significativos para nenhuma das fraccbes das amostras

comparadas.
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Tabela | —Valores de p para anélise de correlagdo de Pearson entre a concentragéo de metais
pesados em cada fracgdo do sedimento e teor de carbono organico das amostras; n.d. - abaixo
do limite de detecgéo.

Mat. organica e

Metal Troca Carbonatos Residual
sulfuretos
Cd 0.431 0.503 0.120 0.224
Co 0.081 0.717 0.366 0.266
Cr 0.921 0.903 0.653 0.160
Cu 0.435 0.444 0.733 0.288
Ni 0.205 0.324 0.293 0.261
Pb 0.405 0.665 n.d. 0.428
Zn 0.194 0.393 0.279 0.521

5.2 Analise de distribuicao de particulas

A analise de distribuicdo de particulas (Fig.10) demonstrou comportamento
bastante semelhante para as amostras do sedimento inicial e final, quando
considerando as particulas inferiores a 4um. As amostras de pellets foram as que
apresentaram distribuigdo mais uniforme entre 0.4um e 4.0um. As particulas de maior
calibre (entre 40pm e 120um) estdo presentes em todas as amostras e com uma
frequéncia bastante similar. Comparando a distribuicdo entre 4um e 0.4um para as
trés amostras (Fig. 11), verifica-se que houve uma redugéo significativa no tamanho
médio das particulas presentes nos pellets, quando comparado com as amostras de
sedimento inicial e controlo. Em geral ndo se verificaram grandes diferengas entre as
amostras. Observa-se que a distribuicdo de particulas de todas as amostras

apresentou caracteristicas multi-modais.
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Figura 10: Grafico de distribuicdo de particulas (%) das amostras de sedimento e dos pellets.
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Figura 11: Grafico comparativo de PSD entre as amostras de sedimento e pellets no mesmo

intervalo.

5.3 Acumulagao de metais

Os pellets de Scrobicularia plana apresentaram maior concentragdo 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

diferenca verificada entre os grupos nao foi estatisticamente significativa.

5.4 Especiagcao de metais

A acumulacdo de metais encontrada nos pellets 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 associagdes quimicas simultaneamente na
analise de ordenacio muldimensional (nMDS) (Fig. 13). A associagao quimica de Cd,
Co, Cu, Ni, Pb e Zn nas quatro fracgdes do sedimento usado nesta experiéncia estao

demonstradas na Figura 14.
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Figura 13 - Ordenagéo multidimensional nao-métrica (NnMDS) das amostras de sedimento onde

as associagdes quimicas de metais foram determinadas: O - sedimento inicial; ® - pellets; A -

sedimento controlo.

A maioria dos metais esta ligada principalmente a fracgao residual (Fig. 14). A

percentagem de cada metal ligada as quatro fraccdes definidas operacionalmente

seguiu a seguinte ordem: fracgdo residual > complexo matéria organica > carbonatos

> fraccdo de troca, com pequenas excepgoes.

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

experiéncia (Tab. ll).
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Tabela Il - Valores do potencial redox (Eh), pH, salinidade e temperatura
registados durante a experiéncia

Tanque Data Salinidade Temperatura °C pH Eh
TQ () 30/out 28 18.6 7.48 2115
31/out 26 17.6 7.55 208.5
02/nov * 17 * *
05/nov 26 18.4 7.64 202.8
TQ (I1) 30/out 28 17.8 7.48 207.4
31/out 26 17.8 7.51 210.2
02/nov * 17.5 * *
05/nov 27 18.2 7.59 206.2
TQ (i) 30/out 28 17.5 7.43 211.9
31/out 27 17.3 7.51 210.8
02/nov * 17.5 * *
05/nov 26 17.8 7.66 201.6
TQ (V) 30/out 28 17.4 7.41 209.6
31/out 26 17.4 7.45 214
02/nov * 17.4 * *
05/nov 28 18.3 7.61 204.8
TQ (V) 30/out 27 17 7.55 207.7
31/out 25 17 7.61 205
02/nov * 17.6 * *
05/nov 28 18.1 7.76 205.2
TQ (V1) 30/out 28 17.3 7.53 209.6
31/out 26 17.6 7.49 211.8
02/nov * 17.5 * *
05/nov 29 18.4 7.58 206.8
TQ (VII) 30/out 28 17.1 7.51 208.3
31/out 25 17.3 7.5 211.8
02/nov * 17.4 * *
05/nov 27 18.5 7.58 206.2
Média 27.0 18.0 7.5 208.2
Std 1.14 1.82 0.08 3.27

*valores nao disponiveis

Na fraccdo de troca ndo foram encontradas diferencas significativas (p>0.05)
entre os pellets e o sedimento inicial para nenhum dos metais analisados (Tab. ill). No
entanto, foram encontradas diferencas entre o sedimento controlo e os outros dois
grupos para o Cu e o Zn (p<0.05), apesar dessas diferengas serem pouco evidentes

ao analisar os respectivos graficos.
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No caso do Ni, os pellets e o controlo diferiram significativamente entre si (p=0.015),
mas nio do sedimento inicial (p>0.05). Convém referir que para estes trés metais, a
concentracdo localizada na fracgdo de troca revelou-se entre trés (Cu) a 17 vezes
superior (Zn) nos pellets em relagdo ao sedimento inicial e ao controlo, pelo que o
baixo n utilizado devera estar na origem dos resultados obtidos na andlise estatistica.
Nos casos do Cd, Co e Pb nido foram encontradas diferengas significativas entre
grupos (p>0.05), e a ligagdo do Cr a esta fracgao revelou-se abaixo dos limites de

deteccéo do equipamento utilizado.

A analise dos resultados da fracgdo ligada aos carbonatos (Tab. Ill) evidenciou
diferencas entre os pellets e o controlo, mas néo entre pellets e sedimento inicial ou
entre este Ultimo e o controlo, para o Cd (p=0.002), o Co (p=0.028), o Cu (p=0.003) e o
Pb (p=0.002). Contudo, o Cd acumulado nesta fracgéo foi cerca de dez vezes superior
nos pellets em relagio aos outros dois grupos, pelo que seria expectavel que as
diferengas fossem também estatisticamente significativas entre peflets e sedimento
inicial. Para o Zn foram encontradas diferencas entre os peflets e o sedimento inicial
(p=0.012), mas n3o entre os pelflets e o controlo (p>0.05), apesar da diferenga se
encontrar na mesma ordem de grandeza; o Ni foi o Unico elemento a apresentar
diferengas estatisticamente significativas entre os pellets e o sedimento inicial
(p=0.022) e os pellets e o controlo (p=0.001), apresentando uma concentragao nos
pellets cerca de trés vezes superior aos outros dois grupos. Por sua vez, n&o foram
encontradas diferencas entre os trés grupos para o Cr ligado & fraccdo dos

carbonatos.
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Figura 14 — Associagdes quimicas 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 fracgcdes em ug.g”’
(peso seco). Na andlise da fracgdo ligada ao complexo da matéria organica e
sulfuretos (Tab. Ill) foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre
os pellets e os restantes grupos para o Co, o Ni e o Zn, ndo havendo diferencas

significativas entre o sedimento inicial e o controlo (p>0.05); os pellets a evidenciarem
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maior concentracéo destes elementos que os outros dois grupos. Os valores de p para
as diferengas 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
comparagbes 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 ligados ao complexo
matéria organica-sulfuretos estiveram, invariavelmente, abaixo do limite de detecgao,
nao sendo por isso possivel avaliar quaisquer diferencas entre grupos. Praticamente
todo o Pb detectado nas amostras encontrou-se ligado a fracgao residual, e apesar de
no MDS os pellets aparecerem individualizados do sedimento inicial e do controlo, a
maior diferenca reside no facto da concentragcdo de Pb total ter aumentado neste
grupo. A semelhanca do que se verificou na fracgéo ligada aos carbonatos, o Cr ndo
apresentou diferengas significativas entre nenhum dos grupos analisados. Para os
restantes elementos, Cd e Cu, foram detectadas diferencas entre os pellets e o
controlo (p=0.037 e p=0.032, respectivamente), mas nenhum destes grupos

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

A ordem de grandeza destes elementos nédo diferiu substancialmente entre os
trés grupos, apesar das diferencas estatisticamente significativas encontradas. A
ordenacéo dos dados (Fig. 13) mostrou que, para o Cu, nas amostras dos pellets nao
apresentaram muita homogeneidade apesar de separadas do sedimento inicial e do
controlo.Na fracgao residual, o Cd, Cu, Pb e Zn apresentaram diferengas entre os
pellets e o controlo (p=0.004, p=0.004, p=0.003 e p=0.016, respectivamente) mas nao
entre o sedimento inicial e os outros dois grupos (p>0.05) (Tab. Ill), mantendo-se a
tendéncia para valores mais elevados nos pellets. Na acumulacdo do Co, Cr e Ni
nesta fraccdo nio foram encontradas quaisquer diferencas entre grupos (p>0.05).
Conforme referido anteriormente, é na fracgao residual que se encontram as maiores
concentracdes para todos os elementos, com destaque para o Co, Cr, Ni e Pb (80 a

95% ligados a esta fracg¢ao)
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Tabela Il - Resultados das comparagbes a posteriori para a acumulagdo de metais nas diferentes fracgées do sedimento entre os trés grupos: sedimento

inicial (A), pellets (B) e sedimento controlo (C). Simbolos diferentes (o , ®) representam diferengas estatisticamente significativas entre grupos (p<0.05)

Fracgao >

Troca

Carbonatos

Matéria organica
e sulfuretos

Residual

Total

Metal
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A soma das concentragdes dos elementos analisados nas quatro fracgdes

(troca, carbonatos, complexo matéria organica-sulfuretos e residual) evidenciou um

aumento consideravel nos pellets para o Cd e Zn, e também para o Pb e Cu, embora

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

14). Um aumento semelhante foi também verificado na concentracdo total dos

mesmos elementos (Tab. IV). Finalmente, ao analisar a acumulagéo total de metais

nas amostras de sedimento inicial, pellets e controlo (Tab. IV), ndo foram, iguaimente,

encontradas diferengas estatisticamente significativas (p>0.05) (Tab. Il).

Tabela IV - Concentragéo total média dos metais nas amostras de sedimento inicial (A), pellets

(B) e controlo (C) (ug.g”', peso seco)

Metais Pesados

Amostras Cd Co Cr Cu Ni Pb Zn
A 0.97 6.97 26.07 3320 1528 9575 316.47
B 1.34 5.68 20.05 42.43 13.36 113.45 430.71
C 0.93 7.34 25.67 34.52 15.38 101.21  325.18
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6 DISCUSSAO

Sabe-se que tanto a matéria organica quanto o tamanho de particulas tém
influencia na especiacdo de metais pesados no sedimento. De acordo com Thorne &
Nickless (1981), os metais pesados associados a diferentes tamanhos de particulas
aumentam com a diminuigdo do tamanho das particulas. Muitos estudos tém
demonstrado que a concentragdo de metais pesados no sedimento esta relacionada
com o tamanho das particulas e com a concentracdo de matéria organica no
sedimento (Forstner 1979, Thorne & Nickles 1981). A analise da distribuicdo das
particulas deste trabalho, quanto a sua granulometria, evidenciou amostras no
sedimento inicial que diferiam substancialmente das restantes amostras. Isso levou a
que fossem rejeitadas na analise de metais pesados, considerando que o principal
objectivo deste trabalho se prendeu com a determinagao da influéncia da lambujinha,
Scrobicularia plana, na especiagdo quimica de elementos vestigiais do sedimento. Ao
utilizar amostras com diferente granulometria nao poderia ser testada a hipétese inicial
de que o efeito observado seria devido a acgao de S. plana. Também a matéria
organica foi afastada como factor passivel de influenciar a especiagdo quimica dos
metais por n3o se terem encontrado diferencas significativas entre os varios grupos de
amostras considerados. Tendo em conta estas informagdes, foi considerado que
estariam reunidas as condicbes para avaliar a influéncia da S. plana no processo

supra referido.

A concentragao total de Cd, Cu, Pb e Zn aumentou nas amostras dos pellets. A
baixa quantidade de amostras produzidas pela S. plana pode ter sido resultante da
baixa taxa de excrecdo ocorrida durante a experiéncia, o que provavelmente resultou
numa reduzida poténcia dos testes estatisticos na comparagao entre os pellets e os
outros dois grupos de amostras (i.e. sedimento inicial e controlo). Segundo Brown
(1986), ndo é possivel demonstrar um aumento significativo nas concentragdes de

metais em pellets sobre o alimento ingerido, quando a natureza do sedimento inicial
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n3o tenha sido controlada durante o procedimento experimental. Porém, no presente
estudo as caracteristicas do sedimento foram previamente determinadas, sendo por
isso possivel estabelecer uma relagéo entre o sedimento ingerido e o sedimento
excretado. Dessa forma, & evidente o aumento da concentragéo de Cd, Cu, Pb e Zn
nos pellets a partir do sedimento originalmente fornecido aos exemplares. Cheggour
et al. (1990) constatou no seu trabalho que o tubo digestivo, juntamente com o
hepatopancreas, s&o os principais pontos de acumulagdo de quase todos os metais.
Bryan & Uysal (1978), concluiram que mais de 75% de todos os metais encontrados
em S. plana esta concentrado nos tecidos moles da glandula digestiva. A eliminagao
de metais pesados pelos moluscos pode ocorrer por dessorcéo pela superficie do
corpo e por excregao pelas membranas permeaveis - processo rapido - e também pela
ingestdo de material ndo assimilado e exocitose de concentragdes de materiais ricos,
pelo aparelho digestivo - que é lento (Langston et al., 1998). A combinacédo destes
processosque poderd explicar a origem do aumento das concentragbes de metais

verificado nos pellets de Scrobicularia plana.

Observaram-se diversas alteragdes no fraccionamento dos metais pesados
analisados nos pellets. Nomeadamente, o Cd, Ni e Zn surgiram em maior propor¢ao
na fracgdo de troca (ou fracgdo disponivel) e o Cu aumentou nas duas fracgbes
sucessivas, a dos carbonatos e a da matéria organica e sulfuretos, depois da
passagem pelo tracto digestivo das lambujinhas, ou seja, nos pellets. E importante
ressalvar, contudo, que a concentragdo total de Cd, Cu e Zn aumentaram nestas
amostras, pelo que o aumento verificado na fracgao disponivel pode dever-se apenas
ao aumento desses elementos nas amostras consideradas. Apenas o Ni evidenciou
aumentou da Dbiodisponibilidade sem que se tenha verificado um aumento
correspondente na concentragéo total deste metal nos pellets de S. plana. Os pellets
sao constituidos principalmente por materiais néo absorvidos pelo tracto digestivo dos

moluscos e que sofrem frequentemente alteragdes quimicas. Orvain (2005)
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demonstrou que a presenca de S. plana altera as fases de erosao do sedimento, tanto
do sedimento superficial (mais mével), como das camadas mais profundas, e que a
extensdo das actividades de bioturbagdo é influenciada pela densidade de bivalves.
Esta bioturbacéo ira afectar o equilibrio do potencial de oxidacao-reduciao da camada
superficial do sedimento: os sedimentos andxicos que se encontram imediatamente
abaixo da superficie sdo separados da coluna de agua por uma camada oxidada. Os
animais que se alimentam de particulas sedimentadas, como a S. plana, vivem na
superficie anéxica, enterrados no sedimento, porém usam seu sifao inalante para se
alimentarem na superficie oxidada. De acordo com o trabalho de Ngiam & Lim (2001),
a oxidacéo do sedimento anéxico tende a promover uma diminuicéao das fracgbes de
metais ligados & matéria organica e sulfuretos e aumentar as outras fracgdes,
especialmente no caso de metais como o Cd, Zn e Pb. A oxidacdo da matéria
organica e dos sulfuretos podera originar formas mais sollvesis, especialmente através
da formacdo de sulfatos a partir da oxidagéo de sulfuretos, visto que os sulfatos tém

maior solubilidade que os sulfuretos.

Neste estudo, a concentragdo de Cd e Zn nos pellets sofreu um incremento
substancial. Conforme referido, o aumento da concentragdo total é provavelmente a
melhor explicacdo para a alteragio no fraccionamento destes metais, juntamente com
o provavel aumento na acidez aquando da passagem do sedimento pelo tracto
digestivo da S. plana. De acordo com Pyane & Thorpe (1993), o pH nos diverticulos
digestivos de S.plana é de 56, o que pode ter contribuido para as alteragdes
verificadas na distribuigio dos metais pelas fracgdes que foram definidas no processo
de extraccdo sequencial. A proporgdo de Ni ligado a fraccdes mais disponiveis do
sedimento (de troca e ligado a carbonatos) aumentou nos peflets. O niquel presente
na fraccdo ligada a matéria organica e sulfuretos apresentou também um aumento nos
pelfets, quando comparado com as amostras de sedimento inicial. O factor mais

importante na solubilidade do Ni é a acidez do meio, que com a reducdo dos valores
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de pH provoca aumento na solubilidade (Forstner, 1993). Entre outros factores é
necessario considerar que o aumento de acidez do meio promove um aumento de
protdes que vdo competir com os catides metalicos pelos mesmos locais de ligacao,
inclusivamente nos sulfuretos, formando-se neste caso sulfureto de hidrogénio, ou gas
sulfidrico (H,S). Assim, a acidificacdo esperada com a passagem do sedimento
através do tracto digestivo da S. plana (Payne & Thorpe, 1993) podera favorecer a
solubilidade do Ni. O Cu, um oligoelemento com baixa mobilidade (Baker & Senft in
Alloway, 1995), surgiu em maior quantidade na fracgéo ligada aos carbonatos e na
fraccdo ligada a matéria organica e sulfuretos nos pellets. O aumento desta fracgao
foi, no entanto, pequeno, o que esta de acordo com a baixa mobilidade deste metal. A
semelhanca do Cd e do Zn, também o aumento da concentracéo total de Cu nas
amostras dos pellets podera estar a influenciar aquilo que parece ser uma

transferéncia entre fracgdes.

Ao contrario dos metais discutidos acima, o Cr ndo apresentou diferencas
estatisticas significativas na particdo de metais entre os trés grupos de amostras, €
ndo se verificou um aumento na concentragéo total deste elemento. Quanto ao Co e
Pb, apesar de evidenciarem algumas diferencas estatisticas, uma andlise mais
detalhada sobre a variacdo verificada torna evidente que essas diferencas serao
provavelmente influenciadas pela baixa poténcia dos testes estatisticos, conferida pelo
namero de amostras reduzido. A acumulacio de Co e Pb nos pellets manteve-se
dentro da mesma ordem de grandeza que os outros dois grupos de amostras, pelo
que nao tera havido influéncia da variagéo total destes dois metais na sua especiag¢ao.
A baixa solubilidade e mobilidade do Pb estido de acordo com o facto de que quase

nenhuma alteragéo foi encontrada entre o sedimento inicial e os pellets.
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CONCLUSAO

Com este trabalho foi possivel observar que a actividade da lambujinha,
S. plana, favorece potencialmente a disponibilizagdo de determinados elementos para
o biota, principalmente a biodisponibilidade do Ni, através da deposigéo dos pellets na
superficie do sedimento estuarino. Esta é também a camada de sedimento utilizada
preferencialmente pelos invertebrados que se alimentam de particulas sedimentadas,
devido a sua riqueza em matéria organica, pelo que o aumento destes biodepositos
implicara directamente um aumento da exposigéo dos macroinvertebrados benténicos,
e de outros organismos que ocupam o mesmo nicho tréfico, ao Ni. Em relagado aos
restantes elementos néo foi possivel retirar conclusdes neste sentido, apesar de os
resultados apontarem para que estes organismos néo influenciem a biodisponibilidade
do Co, do Cr e do Pb.
Considerando os resuitados obtidos, torna-se evidente que a informagéo conseguida
até ao momento devera beneficiar com um alargamento da dimens&o da experiéncia
realizada. Dessa forma devera ser atingida uma maior seguranga nas conclusdes

retiradas, principalmente devido ao aumento da poténcia dos testes estatisticos.
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