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REsuMO

Neste trabalho pretendeu-se estudar a possivel utilizagdo do gastropode prosobranquio
Nassarius reticulatus (L.) como espécie indicadora da contaminacdo por mercurio (Hg).
Colheram-se animais desta espécie e sedimentos ao longo da costa Portuguesa e
determinou-se o0 mercdrio total e organico nos sedimentos e tecidos daquele gastropode. O
mercurio total foi também analisado nas conchas e opérculos de alguns animais e
constatou-se que 0 mercurio apresenta concentragdes mais elevadas nos tecidos. Ao longo
da costa Portuguesa as concentracfes de mercdrio total nos sedimentos variaram entre 0,02
e 0,87 pug g™ (peso seco) e as concentracdes mais baixas foram observadas nas estaces de
amostragem localizadas fora dos estuarios. Os valores de concentracdo de mercurio
organico nos sedimentos foram sempre abaixo do limite de deteccdo, representando menos
de 1,5% da concentracdo de mercurio total. As concentracfes de mercdrio total nos tecidos
de Nassarius reticulatus variaram entre 0,06 e 0,83 pug g™ (peso seco) nas fémeas e entre
0,07 e 1,02 pg g™* (peso seco) nos machos e foram geralmente mais baixas no interior dos
sistemas estuarinos. Os valores de concentracdo de mercudrio orgénico variaram entre 0,027
e 0,51 ug g™ (peso seco) nas fémeas e entre 0,025 e 0,75 pg g™ (peso seco) nos machos.
As concentracdes de mercurio total e organico foram similares para os dois sexos em cada

estacdo de amostragem.

Neste estudo o aspecto com maior relevancia foi o facto da concentracdo de mercurio total
nos tecidos de Nassarius reticulatus apresentar geralmente valores mais elevados fora dos
estuarios, e também o facto dos valores de concentracdo de mercdrio inorganico e organico
nos tecidos do animal serem inversamente correlacionados com a concentracdo de
mercurio total nos sedimentos. Verificou-se, ainda, que o0 mercurio organico representa, em
média, 59% do mercurio total dos tecidos e que esta percentagem esta positivamente
correlacionada com o teor de mercurio total nos tecidos, sendo geralmente superior fora

dos estuarios.

Realizou-se também um estudo laboratorial para avaliar se pode ocorrer acumulacédo de
mercurio inorganico por Nassarius reticulatus a partir dos sedimentos, simulando-se

condi¢Bes proximas das encontradas na costa Portuguesa, ndo s6 no que respeita a



composicao granulométrica dos sedimentos dos diferentes habitats em que N. reticulatus
foi colhido, como também relativamente a contaminacdo por mercurio. Verificou-se que,
comparando com o controlo, ndo ocorre acumulacdo de mercdrio inorganico por N.

reticulatus a partir dos sedimentos ao fim de 20 dias de experiéncia.

A correlacdo negativa encontrada entre a concentracao de mercurio nos sedimentos e nos
tecidos de Nassarius reticulatus é discutida no presente trabalho. E possivel que este facto
resulte, em parte, de uma diferente contaminagdo por mercurio orgéanico fora e dentro dos
estuarios hipoteticamente relacionada com dietas distintas nos dois tipos de habitats
(estuarinos e ndo estuarinos), uma vez que N. reticulatus é uma espécie necréfaga e a
composicao da sua dieta depende dos animais que morrem nas diferentes comunidades. No
entanto, este aspecto s6 por si ndo explica totalmente a relacdo inversa encontrada entre a
concentracdo de mercdrio nos sedimentos e no gastrépode e mais estudos sdo necessarios

para esclarecer este aspecto.

Conclui-se que Nassarius reticulatus ndo € um bom indicador da contaminacgdo por
mercurio inorganico dos sedimentos. No entanto, esta espécie podera ser Util para avaliar a
presenca de mercurio nos ecossistemas e para compreender melhor a forma como este
metal pode ser transferido ao longo da cadeia trofica, tendo em consideracdo a dieta

necrdfaga que este molusco apresenta.



ABSTRACT

The focus of this work is to explore the use of the prosobranch gastropod Nassarius
reticulatus (L.) as an indicator of mercury (Hg) contamination, by assessing the
concentration of mercury in the sediments and in the whelk along the Portuguese coast.
The concentration of total mercury in the sediments ranged from 0,02 up to 0,87 pg g* dry
weight (dwt) and was higher at sites located inside estuaries, whilst the organic mercury
was below the detection limit and represented less than 1.5% of the total mercury. The
concentration of total mercury in the gastropod varied between 0.06 e 0.83 pg g™ (dwt) in
females and between 0.07 e 1.02 ug g* (dwt) in males and were generally lower inside
estuaries. The organic mercury in the whelk tissues ranged from 0.027 to 0.051 pg g*
(dwt), in females and from 0.025 to 0.75 ug g™ (dwt) in males. The total and organic

mercury concentrations were similar for both genders at each sampling station.

The most relevant result obtained in this work is that mercury concentration in Nassarius
reticulatus tissues is generally higher outside estuaries and both organic and inorganic
mercury are negatively correlated with the total mercury concentration in the sediments.
Besides, the organic mercury represents, in average, 59% of the total mercury in the tissues
and this proportion is positively correlated with the total mercury body burden and is

generally higher outside estuaries.

A laboratorial study was performed to assess if Nassarius reticulatus may accumulate
inorganic mercury from the sediments, using experimental conditions similar to those
found along the Portuguese coast in what regards to the sediment composition and mercury
contamination levels. After 20 days of experiment there was no accumulation of mercury

by N. reticulatus from contaminated sediments, comparing to the control.

The reasons for the negative correlation observed between the total mercury concentration
in the sediments and in Nassarius reticulatus are discussed in the current work. It is
possible that this pattern is partially due to a different contamination by organic mercury
outside and inside estuaries related to distinct food items in the two types of habitat

(estuarine and non-estuarine), as Nassarius reticulatus is a scavenger species and its diet



depends on dead animals that occur in both areas. However, this aspect does not fully
explain the negative correlation observed between the mercury concentrations in the
gastropod and in the sediments and more studies are needed to better explain this

phenomenon.

We may conclude that Nassarius reticulatus is a poor indicator of the inorganic mercury
contamination of the sediments. Nevertheless, this species may be useful to assess the
presence of mercury in the ecosystems and to understand the possible paths of
biomagnification of mercury in the food web, considering that this is a scavenger species.
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CAPITULO 1 - INTRODUGAO

1.1 ENQUADRAMENTO DO TRABALHO

A contaminacdo das aguas costeiras por metais e organometais devido a actividade
Humana tem sido uma ameaca para 0s ecossistemas marinhos e costeiros. A acumulacéo
destes contaminantes nos organismos aquaticos determinara, em parte, a intensificacdo dos
efeitos adversos no biota. A avaliacdo da qualidade ambiental é frequentemente feita em
estuarios e zonas costeiras por estes sofrerem um maior impacto de descargas

antropogeénicas.

A determinacdo do estado quimico e ecoldgico das zonas costeiras exige estudos
complexos e exaustivos em diferentes aspectos das interaccdes entre compartimentos e
contaminantes, incluindo a sua especia¢do quimica. O uso de bioindicadores, no entanto,
foi sugerido como metodologia (Sainz-Salinas et al., 1996; Liang et al., 2004; Ugolini et
al., 2004; Romeo et al., 2005) que pode fornecer dados de monitorizacdo Uteis, sem
requerer um conjunto complexo de estudos. O conteddo em metais vestigiais dos
organismos foi extensamente usado em programas de biomonitoriza¢do de poluicdo com
metais no ambiente marinho pois fornece informacao sobre a biodisponibilidade do metal.
Embora a maior parte das pesquisas nesta area tenham sido feitas em espécies do género
Mytilus (Conti & Cecchetti, 2003; Liang et al., 2004; Roméo et al., 2005), é importante
usar outros organismos, com largas distribui¢bes geograficas e bioquimicas diferentes, para

uma melhor avaliagcdo da contaminagdo por metais do ambiente.

No caso do mercdrio, que € um poluente altamente nocivo com reconhecidos efeitos
mutagénicos e teratogénicos, os dados sobre os mecanismos de tais efeitos sdo muito
escassos e controversos na literatura (Célderon et al., 2003; Tchounwou et al., 2003).
Mesmo sabendo-se que os problemas devidos a contaminagao por mercurio sao ampliados
guando este entra na cadeia alimentar, poucos estudos existem focalizados especificamente

para este campo.

Ao longo da costa Portuguesa foram identificadas algumas zonas com elevada
contaminagdo por mercurio, principalmente nos ecossistemas estuarinos tais como o Tejo
(Canario et al., 2003, 2005) e a Ria de Aveiro (Pereira et al., 1998; Ramalhosa et al,
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2005a), enquanto que outros sistemas permanecem praticamente virgens no que diz
respeito a este metal, nomeadamente o Douro (Ramalhosa et al, 2005b) ou o Mondego
(Vale et al., 2002). Contudo, ha necessidade de conhecer melhor os niveis de
contaminagdo por mercurio ao longo de toda a linha de costa e, em particular, descrever o0s
gradientes de contaminacdo entre o interior dos estuarios e as zonas costeiras adjacentes.
Por outro lado, é preciso avaliar, de forma cada vez mais abrangente, os seus efeitos nos

organismos dos ecossistemas marinhos e estuarinos.

Tendo em conta a necessidade de melhor conhecer o nivel de contaminagdo por mercurio
na costa Portuguesa e o actual interesse em explorar novos bioindicadores, pretende-se,
neste trabalho, fazer o levantamento da contaminacdo por mercdrio nos sedimentos e em
Nassarius reticulatus e avaliar a possivel utilizacdo desta espécie como bioindicadora da

contaminagdo por mercdrio.

A escolha de Nassarius reticulatus para este estudo deve-se ao facto de ser um gastropode
prosobranquio muito comum nas aguas costeiras Portuguesas, sendo de facil captura nas
zonas intermareais. Por outro lado, esta espécie tem sido utilizada em Portugal como o
principal bioindicador da poluicdo por tributilestanho (TBT) e seria util aplica-la na
monitorizacdo de outros tipos de poluicdo. A questdo que se pde neste trabalho é se N.
reticulatus serd um bioindicador apropriado para monitorizar a contaminagdo por
mercario. Também, o seu facil manuseamento e manutencdo em laboratério, fazem de N.
reticulatus uma espécie com interesse para ser utilizada na realizacdo de ensaios

toxicoldgicos para este metal.

A presente dissertacdo encontra-se estruturada em cinco capitulos. Inicialmente (Capitulo
1), faz-se o enquadramento do tema de estudo e apresentam-se alguns conceitos teoricos
considerados importantes para se compreender o trabalho realizado e melhor interpretar os
seus resultados. No capitulo seguinte (Capitulo 2) é apresentada a metodologia do trabalho
desenvolvido, o qual assenta em duas componentes principais: (i) rastreio da costa
Portuguesa para determinagdo da concentracdo de mercurio em sedimentos e em Nassarius
reticulatus e (ii) ensaios laboratoriais para estudo da acumulacdo de mercurio por esta

espécie. No que se refere ao rastreio da costa Portuguesa, este capitulo caracteriza a area de
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estudo e refere a estratégia de amostragem, os métodos de colheita e de tratamento prévio e
analise das amostras e o controlo de qualidade efectuado as determinacfes de mercurio.
Relativamente aos ensaios laboratoriais, descreve-se o desenho experimental e referem-se
0s métodos de colheita, tratamento dos sedimentos, manuseamento dos animais e anélise
quimica das amostras. No Capitulo 3 apresentam-se 0s niveis de contaminacdo por
mercurio nos sedimentos e em N. reticulatus na costa Portuguesa, bem como os resultados
obtidos sobre a acumulacdo de mercurio por esta espécie sob condi¢des controladas em
laboratério. No Capitulo 4 discutem-se os resultados e referem-se as principais conclusfes
obtidas neste trabalho. Por ultimo, no Capitulo 5, é descrita a bibliografia citada ao longo

da dissertagéo.

1.2 MERCURIO COMO POLUENTE EM SISTEMAS AQUATICOS

1.2.1 Principais Transformac6es do Mercurio

O mercurio (Hg) é o metal pesado mais toxico e tem um comportamento complexo no
ambiente, podendo persistir durante décadas mesmo apos a reducéo das descargas na fonte.
A presenca e a dispersdo do mercdrio no ambiente provocam alteracdes nos ecossistemas,
sendo por isso motivo de interesse cientifico e de preocupacéo, pois este elemento, além de
ser toxico para todos 0s organismos, é persistente e bioacumulavel (Beckvar et al., 1996;
Pereira, 1996).

O mercdrio € o unico metal liquido a temperatura ambiente, tem uma densidade de 13,5 g
cm, uma temperatura de fusio de -38,89 °C, uma temperatura de ebulicdo de 357,25 °C e
uma pressao de vapor elevada (0,16 Pa a 20 °C). As suas principais caracteristicas séo a
baixa resistividade, a elevada condutividade térmica, a uniforme expansdo de volume ao
longo da gama liquida e a capacidade de dissolver um elevado nimero de metais formando
amalgamas (Andren & Nriagu, 1979; Yu, 2001). O mercurio tem tendéncia para formar
ligacGes covalentes e ndo idnicas, ao contrario da maior parte dos metais (Andren &
Nriagu, 1979).
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A contaminacdo do ambiente por mercurio € causada tanto por fontes naturais como por
fontes antropogénicas. As fontes naturais incluem as emissdes vulcanicas, a erosdo dos
solos naturalmente contaminados por mercurio, as emissdes gasosas da crusta terrestre e 0s
processos de volatilizagdo continental e ocednica. A maior parte do mercurio provém de
fontes antropogénicas, tais como a mineragdo, a queima de combustiveis fdsseis, o
processamento de pasta de papel, a incineracdo, 0 uso de compostos de mercurio na
agricultura, e as descargas das fundicdes de metais (WHO, 1976; Clark, 1992; Yu, 2001).
O metal é também encontrado como sub-produto das industrias de cloro e soda caustica,
em baterias usadas, em equipamentos eléctricos e em processos de recuperacdo de ouro
(WHO, 1976; Clark, 1992; Yu, 2001).

O mercdrio pode existir em trés estados de oxidacao diferentes: o merctrio metalico (HgP),
o mercuroso (Hg,*") e o merctrico (Hg*"). O mercirio inorganico inclui o mercdrio
elementar e alguns complexos dos i6es mercuroso e mercdrico. O Hg,?* forma unicamente
compostos inorganicos e, tal como o Hg®, ndo pode ser metilado (Beckvar et al., 1996). O
Hg.?* resulta da reaccdo de dismutacdo do mercdrio elementar e do ifo Hg®* (Hg,*" <=>
Hg® + Hg?") e é a espécie menos comum no ambiente, uma vez que possui um intervalo de
estabilidade muito restrito (Siegel & Siegel, 1979; Vélega, 2002). O Hg®* (mercrio
inorganico divalente) € a principal forma nas aguas naturais e tem uma forte afinidade para
ligandos organicos e inorganicos que contenham enxofre. Os compostos formados a partir
do Hg?* podem ser encontrados na forma de cloretos, nitratos e sulfatos (Beckvar et al.,
1996). A maior parte dos compostos de mercdrio inorganico tem baixa solubilidade em
agua e elevada estabilidade quimica nos sedimentos (Pereira, 1996). Na Figura 1.1 estdo
representadas as principais transformacgdes biogeoquimicas do merclirio no ambiente
(Beckvar et al., 1996).

Assim, na agua, nos sedimentos, no ar e nos solos (componente abiotica) predominam as
espécies inorganicas, e em organismos (componente bidtica) a forma predominante € o
metilmercudrio (Pereira, 1996; Valega, 2002). As principais transformagfes abidticas do
metal envolvem a transalquilacdo e a actividade humica, e as principais transformacdes
bidticas sdo a metilacdo do mercurio inorganico, com a consequente formacdo de

compostos organicos de mercurio (Valega, 2002).
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Figura 1.1. Principais transformacfes biogeoquimicas do mercurio no ambiente (adaptado de Beckvar et al.,
1996).

A dispersdo do mercurio no ambiente depende da forma quimica em que é libertado e das
condi¢cdes ambientais. As formas de mercurio sdo afectadas pelas condi¢cdes ambientais,
tais como pH, potencial redox, teor de sulfuretos, concentracédo de cloretos, teor de matéria
organica e actividade microbiana (Beckvar et al., 1996). A conversdo entre as diferentes
formas quimicas de mercurio determina o seu complexo padrdo de distribuicdo e de
circulacdo biogeoquimica. O merctrio elementar (Hg®), o mercirio inorganico divalente
(Hg®") e o metilmerctrio (CHsHg") sdo as trés formas de merclrio mais importantes no
ambiente aquético (Beckvar et al., 1996; Ullrich, 2001). O mercurio elementar é pouco
solivel na &gua, tem elevada pressdo de vapor e € o principal componente do mercario
gasoso na atmosfera. Embora a maior parte do mercurio ocorra na forma inorganica, o
metilmercurio é o mais toxico e a forma de mercurio mais facilmente bioacumuléavel. De

facto, o metilmercurio é bioacumulado pelos seres vivos e bioampliado ao longo da cadeia
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trofica (Beckvar et al., 1996; Callil & Junk, 2001; Ullrich, 2001), devido a sua persisténcia
bioldgica e baixo teor de excrecdo (Mason et al., 1995; Lawson & Mason, 1998). O
processo de metilacdo do mercario inorganico em metilmercdrio € assim uma chave

importante para o destino do mercdrio no ambiente (Beckvar et al., 1996; Ullrich, 2001).

O mono- e o dimetilmercurio sdo formados por microorganismos tanto nos sedimentos
como na &gua através da metilacdo do ido mercdrico (Hg**) (Mason et al., 1995; Beckvar
et al., 1996; Ullrich, 2001), no entanto esta ocorre predominantemente nos sedimentos. O
dimetilmercurio, altamente volatil, ndo é geralmente persistente nos ambientes aquéaticos
(Beckvar et al., 1996; Ullrich, 2001). A producdo de metilmercurio é funcdo tanto da taxa
de metilacdo como da taxa de desmetilacdo. Todavia, 0 metilmercirio ndo se decompde
facilmente porque a taxa de metilacdo é mais elevada do que a taxa de desmetilacéo
(Beckvar et al., 1996).

As taxas de metilacdo e de desmetilacdo sdo influenciadas por variaveis ambientais que
afectam tanto a disponibilidade do mercurio para a metilagdo como o crescimento de
populacbes microbianas metiladoras (Beckvar et al., 1996; Ullrich, 2001). As taxas de
metilacdo sdo elevadas em condicGes andxicas e em ambientes com pH baixo. A presenca
de matéria organica pode estimular o crescimento de popula¢@es microbianas, aumentando
deste modo a formagdo de metilmercurio. O sulfureto pode ligar-se ao mercdrio limitando
a metilacdo. A producdo de metilmercurio pode variar devido a alteracBes sazonais de
nutrientes, oxigenio, temperatura e hidrodindmica. Na maior parte dos estudos realizados
verificou-se que a metilacdo aumenta durante os meses de Verdo quando a producédo
bioldgica é maior, e diminui nos meses de Inverno (Beckvar et al., 1996). Se as condi¢des
ambientais forem favoraveis a metilacdo, as concentracdes de metilmercurio podem ser

elevadas relativamente a quantidade e distribuicdo do mercdrio total.
1.2.2 Bioacumulacéo do Mercurio
O mercurio € o Unico metal que bioacumula através de todos os niveis da cadeia alimentar

aquatica (Lawson & Mason, 1998; Wang & Ke, 2002). Os organismos aquaticos podem

acumular mercdrio a partir da agua e a partir da comida (incluindo o sedimento). A
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quantidade acumulada é funcdo da via de exposicéo e de factores fisicos e ambientais, tais
como a temperatura, pH, salinidade, concentracdo de carbono organico total e sulfuretos.
Se as condi¢cbes forem favoraveis a metilacdo, os organismos podem acumular elevadas
concentra¢es de mercurio, mesmo com baixas concentracbes na dgua e nos sedimentos
(Beckvar et al., 1996; Ullrich, 2001). A absorcdo e a depuracdo de mercurio dependem da
forma do mercdrio, da fonte de mercurio (agua ou comida) e do tipo de tecido receptor,

resultando em padrées de acumulacéo diferentes (Wang & Fisher, 1999).

O mercdrio elementar é a forma mais volatil, e pode ser captada pelas vias respiratorias
devido as suas caracteristicas de alta difusividade e solubilidade em lipidos. Grande parte
do vapor inalado permanece na corrente sanguinea e atravessa livremente as barreiras
hematoencefélica e placentaria. No entanto, o mercurio elementar é transformado noutras
formas de mercurio o qual é rapidamente eliminado pelos rins, como mecanismo de defesa
dos organismos (Mela, 2004). Para a maior parte dos organismos aquaticos o
metilmercdrio € mais eficientemente acumulado do que o mercurio inorganico (Wang &
Fisher, 1999), sendo a absor¢cdo do mercurio inorgénico de cerca de 7% e a do
metilmercario de 90 a 95% (Ritcher, 2001).

A maior parte do mercurio é libertada para o ambiente como mercurio inorganico, que se
liga primeiramente a particulas, e pode néo estar disponivel para a absorcdo directa pelos
organismos aquéticos (Beckvar et al., 1996). A forma inorganica de mercudrio ocupa
praticamente todos os sitios dos grupos sulfidricos das proteinas de membrana, ao
contrario da forma orgéanica que devido a sua lipossolubilidade ocupa sitios de ligacdo das
proteinas localizados mais internamente na membrana, modificando a estrutura das
proteinas e alterando de forma irreversivel a funcéo estrutural ou enzimatica da molécula.
Assim, o mercurio inorganico, menos lipossoluvel, concentra-se mais no plasma do que
nos eritrécitos (Mela, 2004).

Tendo menor afinidade para as superficies minerais do sedimento do que o id0 Hg**, o
metilmercdrio € libertado para a coluna de dgua e entra na cadeia alimentar (Mauro et al.,
1999). O metilmercurio é transportado pelos eritrocitos (95%) e o restante encontra-se

fortemente ligado a grupos sulfidricos das proteinas dos tecidos. A distribui¢do do Hg entre
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os eritrocitos depende da forma do metal, sendo que a razdo Hg-eritrocitos/Hg-plasma é de
1 para o0 mercurio inorganico e de 10 a 20 para o mercurio organico (metilmercurio) (Mela,
2004).

A 4gua é uma via de exposicdo importante na absor¢cdo do mercurio (tanto inorganico
como organico) para 0s organismos dos niveis mais baixos da cadeia trofica e
consequentemente para toda a cadeia alimentar (Beckvar et al., 1996). No fitoplancton, nas
algas e nos microorganismos, a absor¢do do mercurio consiste num processo passivo que
ocorre por adsor¢do a superficie das células através da interaccdo com grupos funcionais
da parede celular (Windom & Kendall, 1979; Mason et al., 1995; Beckvar et al., 1996;
Lawson & Mason, 1998). Pelo contrario, para 0s peixes e invertebrados a absorcdo do
mercUrio consiste num processo activo que esta relacionado com a taxa de respiracdo e

com a taxa metabdlica (Beckvar et al., 1996).

Para 0s organismos aquaticos, os sedimentos sdo também uma via de exposi¢do importante
(Callil & Junk, 2001) para todas as formas de mercurio. Os sedimentos sdo um
compartimento do ecossistema onde os contaminantes podem ser retidos por largos
periodos de tempo (Ramalhosa et al., 2000; Ullrich et al., 2001; Mountouris et al., 2002;
Vieira & Alho, 2004). O sedimento contaminado pode ser uma fonte dindmica de mercurio
para a agua e para o biota aquatico durante 10 a 100 anos (Vieira & Alho, 2004).
AvaliagBes experimentais demonstraram que a concentragdo de mercdrio acumulada em
peixes e proveniente do sedimento chega a ser 9 vezes superior a proveniente da coluna de
agua (Vieira & Alho, 2004).

Para as espécies do topo da cadeia trofica pode ser dificil correlacionar as concentragdes de
mercurio com as concentra¢fes nos sedimentos. Assim, nas espécies do topo da cadeia
trofica ndo sdo conhecidas correlacdes entre as concentracdes de mercdrio nos tecidos e
nos sedimentos. Esta dificuldade reflecte a complexidade de variaveis que afectam tanto a
metilagdo do mercdrio na superficie do sedimento como a transferéncia de mercdrio entre
0s varios niveis troficos (Beckvar et al., 1996). Uma vez que a metilacdo ocorre
primeiramente nos sedimentos, os factores fisicos que afectam a taxa de metilacdo (e

desmetilacdo) também afectam a disponibilidade do merclrio para 0s organismos. As
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concentracfes do mercurio total nos sedimentos por si s6 podem nédo fornecer informagéo

suficiente sobre a exposicéo dos organismos (Beckvar et al., 1996).

A grande diferenciacdo entre a acumulagdo do mercurio inorganico e do metilmercurio
ocorre durante a transferéncia tréfica, devido as diferencas na assimilacdo das varias
formas de mercurio e a eficiéncia de transferéncia das mesmas para os predadores
(Beckvar et al., 1996). A medida que o metilmercdrio aumenta nas presas, a eficiéncia de
transferéncia também aumenta. A exposi¢cdo ao mercurio pode ser alterada devido a
mudangas na dieta durante a vida de uma espécie, a diferentes habitats ou até mesmo a
diferentes estacdes do ano. As mudancas na dieta das presas de niveis troficos similares
mas de diferentes habitats, ou mudancas na dieta devido ao tamanho das presas podem
também afectar as concentracGes de mercurio nos predadores de topo. Entre as presas e 0s
predadores parece haver correlagdo nas concentracfes de mercurio (Beckvar et al., 1996).

Os detritos também podem ser uma importante fonte de mercurio, principalmente nos
habitats estuarinos. Os detritos organicos de Spartina alterniflora podem conter cerca de
30 vezes mais mercurio do que o plancton. Assim, 0s organismos cuja alimentacdo se
baseia em detritos estdo mais expostos a elevadas concentracdes de mercurio do que
animais que se alimentam de plancton. O mercurio que se encontra na matéria fecal dos
mamiferos marinhos pode também ser uma fonte significativa para outros organismos

aquaticos (Beckvar et al., 1996).

Os principais factores biologicos que determinam a acumulacdo do mercurio séo a idade, o
peso e a dieta (Wang & Ke, 2002). Diferengas na acumulagéo entre os sexos podem ser
atribuidas a diferentes dietas (Beckvar et al., 1996). Também, a temperatura e as estacdes
do ano influenciam a disponibilidade e a acumulacdo de mercurio. As mudancas de
temperatura podem alterar as concentraces de mercdrio nos organismos tanto
directamente, afectando a taxa metabdlica e consequentemente a exposi¢cdo, como
indirectamente, influenciando a metilagdo do mercurio e deste modo aumentando a
disponibilidade. A relacdo do pH e da salinidade com a acumulacdo de mercurio nao esta

ainda bem compreendida (Beckvar et al., 1996).
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Tanto o fitoplancton como o zooplancton acumulam elevados niveis de mercurio (Lawson
& Mason, 1998), pois apresentam elevada sensibilidade para compostos de mercurio
lipidica pelo metal (Windom & Kendall, 1979). Uma vez que o plancton esta na base da
cadeia tréfica no ecossistema aquético, a acumulacdo de mercurio pode levar ndo sé a
quebra da cadeia alimentar, como também a bioacumulacdo do metal pelos organismos de
niveis mais elevados da cadeia tréfica (Yu, 2001). As concentracBes de mercirio no
fitoplancton das zonas costeiras reflectem geralmente as descargas de mercurio locais
(Windom & Kendall, 1979).

Normalmente os invertebrados apresentam quantidades de metilmercurio mais baixas do
que os peixes ou os mamiferos, e grandes variacdes de concentragdes. Esta variagdo na
concentracdo de mercdrio dos invertebrados deve-se as diferentes estratégias de
alimentacéo (e diferentes niveis troficos) e a exposi¢coes ambientais diferentes (Beckvar et
al., 1996). Assim, os invertebrados que se alimentam na coluna de agua podem acumular
maiores percentagens de mercurio do que os invertebrados bénticos (Windom & Kendall,
1979). Por exemplo, a quantidade de metilmercurio relativamente ao mercurio total é de
apenas 1% em poliquetas Nereis succinea; 10% em copépodes, mexilhdes e camardes; 10-
100% em berbigdes; 16% em gonadas de ouricos-do-mar; 30-90% em zooplancton; 87%
em musculo de caranguejo; 100% em caranguejos de rochas vermelhas (Canada) (Beckvar
et al., 1996). Em berbigdo de um estuario poluido encontraram-se correlagdes lineares
positivas entre a idade e a percentagem de mercurio organico nos tecidos (Beckvar et al.,
1996). Esta relacdo foi atribuida a continua absor¢do de mercurio organico ao longo do
tempo. No entanto, ndo foram encontradas correlagdes tdo boas quando se utilizou o peso
em vez da idade, o que é devido a variacfes na taxa de crescimento consoante os locais.
Nos crustaceos podem ou ndo encontrar-se correlagdes com o peso e com a idade (Beckvar
et al., 1996). O tempo de vida médio para a eliminacdo de mercurio total nos mexilhdes
varia de dois meses a um ano. Nos mexilhdes e nos camarfes 0 mercdrio inorganico €

eliminado mais rapidamente (Beckvar et al., 1996).

Os gastropodes marinhos pertencem ao segundo nivel tréfico do ecossistema marinho

(Liang et al., 2003; Liang et al., 2004) e s&o conhecidos por acumularem elevadas
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concentracfes de metais nos tecidos (Hylland et al., 1994; Callil & Junk, 2001; Wang &
Ke, 2002; Conti & Cecchetti, 2003; Liang et al., 2003; Liang et al., 2004; Vieira & Alho,
2004; Storelli & Marcotrigiano, 2005), especialmente nas glandulas digestivas (Wang &
Ke, 2002). No entanto, as vias e as taxas de acumulagdo de metais nestes animais ainda
ndo sdo bem conhecidas (Wang & Ke, 2002). Nos gastrépodes marinhos, as concentracdes
de muitos metais, tais como Cd, As, Cr, Zn e Hg, podem ser mais elevadas do que as
concentracfes nos bivalves marinhos, uma vez que estes sdo frequentemente presas dos
gastropodes (Wang & Ke, 2002; Liang et al., 2003). Os gastropodes sdo uma importante
fonte de alimento para os predadores de topo como peixes, aves aquaticas e caimdes, que
podem acumular mercdrio se 0s gastropodes estiverem contaminados (Horne et al., 1999;
Callil & Junk, 2001).

Nos peixes, a acumulacdo do mercurio a partir da agua ocorre via guelras. Estas absorvem
melhor o metilmercdrio do que o mercurio inorganico. O metilmercurio € eventualmente
transferido das guelras para o musculo ou outros tecidos, onde € retido por longos periodos
de tempo. O mercdrio inorganico é absorvido através da comida, sendo acumulado
inicialmente nos tecidos do intestino do peixe, e ndo é facilmente transferido para outras
partes do corpo. O figado e o rim dos peixes tém normalmente maiores quantidades de
mercurio inorganico do que o tecido do madsculo, embora estas quantidades possam variar
consoante o0 6rgdo e as espécies (Beckvar et al., 1996). No entanto, o metilmercurio que
também € ingerido através da alimentacdo é eficientemente transferido do intestino para
outros orgdos (Beckvar et al., 1996). A razdo figado/musculo de concentracdo total de
mercurio normalmente tem flutuacbes a volta do valor 1 e reflecte a exposicdo do
organismo. Por exemplo, a razdo figado/musculo pode ser menor que 1 quando ha uma
exposicao cronica do peixe ao mercurio, enquanto que uma exposi¢do recente pode resultar
numa razdo maior do que 1 (Beckvar et al., 1996). A acumulacdo do mercdrio faz parte de
um processo dindmico onde um organismo se esforca por manter o equilibrio entre a
absorcdo e a excrecdo (Yu, 2001). As taxas metabdlicas dos peixes e a concentragdo de
mercurio parecem ser factores mais importantes na bioacumulacéo do que a idade ou a taxa
de exposicdo (Yu, 2001). Tanto nos peixes como nos invertebrados a percentagem de
metilmercdrio aumenta com a idade. Para algumas espécies (e.g. fitoplancton, gastropodes

e peixes) as taxas de absorcdo de metilmercdrio e mercurio inorganico aumentam com o
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aumento das concentragfes aquosas e/ou com o0 aumento da temperatura da agua. Uma
subida da temperatura, e correspondente subida da actividade respiratoria, pode aumentar a
taxa de absorcdo via guelras (Beckvar et al., 1996; Yu, 2001). Nalgumas espécies de
peixes e invertebrados existem diferengas nas concentragcdes de mercdrio nos tecidos entre
0s sexos. Isto pode dever-se ao facto de as fémeas se alimentarem mais na época de
reproducdo. N&o foram encontradas correlacbes entre o conteudo em lipidos e as
concentracfes de metilmercdrio nos peixes (Beckvar et al., 1996). A principal via de
depuracgdo nos peixes € o rim e o figado. O tempo de vida médio para a eliminacdo do
metilmercudrio nos peixes é de 1 a 3 anos, enquanto que para a eliminagdo do mercurio

inorgénico é de 5 dias a 5 meses (Beckvar et al., 1996).

De todos os organismos marinhos, os mamiferos sdo os que apresentam as concentragoes
de mercurio nos tecidos mais elevadas. No entanto, as concentracGes de mercurio variam
consoante a espécie e também dentro da mesma espécie. Estas variacdes sao atribuidas aos
diferentes habitats, as diferentes concentracdes de mercdrio nas presas e a idade dos
organismos (Beckvar et al., 1996). Por exemplo, espécies como as morsas e as baleias
azuis, que se alimentam de invertebrados bénticos, tendem a ter menores concentragdes de
mercurio do que especies que se alimentam de peixes, tais como toninhas e focas, que
apresentam concentracdes de mercurio elevadas (Windom & Kendall, 1979; Beckvar et al.,
1996). Também se verificam correlagcBes positivas entre as concentracdes de mercurio
(tanto organico como inorganico) e o comprimento dos animais. Ao contréario dos peixes,
0s mamiferos marinhos adultos apresentam percentagens de mercurio inorganico muito
elevadas, embora as concentracfes de metilmercdrio também possam ser significativas.
Embora o mercirio da dieta de muitas espécies de mamiferos marinhos seja
essencialmente metilmercurio, supde-se que os mamiferos sejam capazes de mineralizar o
metilmercdrio em formas inorganicas menos perigosas (Beckvar et al., 1996; Yu, 2001).
As elevadas concentracGes de mercurio inorganico verificadas nos mamiferos podem estar
relacionadas com diferengas no sistema respiratorio. Em contraste com os peixes, onde as
guelras permitem trocas entre os contaminantes e o ambiente, pelo facto de o fluxo
sanguineo estar em contacto com a agua, 0s mamiferos apresentam um sistema respiratorio
diferente, tendo por isso desenvolvidos mecanismos de defesa diferentes (Beckvar et al.,

1996). Os juvenis tendem a ter maiores percentagens de metilmercurio. Normalmente, as
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concentracOes de mercurio total e de metilmercurio mais elevadas encontram-se no figado,
seguido do rim e dos tecidos do musculo. Contudo, a fraccdo que € metilada no figado €
normalmente mais baixa do que a que é metilada no musculo e no rim (Beckvar et al.,
1996). O tempo de vida médio estimado para a eliminacdo de mercurio total nos pinipedes
e golfinhos € cerca de 1,4 e 2,7 anos, respectivamente (Beckvar et al., 1996).

O mercurio entra no Homem por duas vias, a respiratoria e a alimentar, sendo esta Ultima a
mais importante, e € excretado pela via urinaria (inorganico) e pelas fezes (metilmercurio e
outros compostos organicos) (WHO, 1976; Pereira, 1996). O tempo de vida médio para a
eliminacdo do mercurio inorganico do organismo humano é de 42 dias e para a eliminagéo
do metilmercurio é de 75 dias (Pereira, 1996). A contaminacdo dos organismos pode

chegar ao Homem através da cadeia tréfica normal.

Na Tabela 1.1 apresentam-se valores de concentracdo de mercurio total e de metilmercurio
no biota publicados por varios autores. Pela analise da Tabela pode verificar-se que os
valores de concentracdo mais baixos se encontram nos bivalves, seguidos dos gastropodes,
dos peixes e do Homem. Também, os peixes plancténicos apresentam valores mais baixos
do que os carnivoros. Estes dados mostram a possivel bioacumulagao/bioampliacdo do
mercurio, pois as concentracdes mais elevadas encontram-se nos niveis troficos mais

elevados.
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Tabela 1.1. Concentracdes de mercurio total e de metilmercdrio (g g*) no biota publicadas por varios

autores.
Biota Hg total (ugg™) MeHg (ugg™) Local Referéncia
M.liza (peixe 0,0154 +0,0058a || 0,0096 + 0,0026 a
Peixes plancténico)
M. furnieri (peixe Baia Guanabara, Rio de Janeiro, }
camivoro) 0,1995 +0,1193 a 0,1947 £0,1127 a Brasil Kehrig et al., 2002
Perna perna 0,0116-0,0535a | 0,0045-0,021a
(mexilh&o)
Ruditapes 0,0111-0,0382a | 0,0064-0,0244a
philippinarum
Meretrix meretrix 0,0067 - 0,0921 a 0,0048 - 0,0475 a
Sinonovacula 0,0098-0,0284a | 0,0073-0,0236a
constricta
Amusium sp. 0,0134 - 0,0282 a 0,0097 - 0,0188 a
Bivalves Chlamys farreri 0,0171-0,034 a 0,0116 - 0,0228 a
Crassostrea 0,0156-0,0644a | 0,0082- 0,037 a
talienwhanensis
Mytilus edulis . . .
(mexilhio) 0,011-0,1942 a 0,0089 - 0,0406 a Mar do Bohai, China Liang et al., 2003
Mya arenaria 0,0161 - 0,0513 a 0,0116 - 0,0218 a
Mactra veneriformis 0,0078 - 0,0778 a 0,0056 - 0,0252 a
Scapharca 0,0139-0,0993a | 0,0104-0,0384 a
subcrenata
Rapana venosa 0,0113-0,453 a 0,0049 - 0,1684 a
Gastrépodes Neverita didyma 0,0266 - 0,1387 a 0,0104 - 0,0499 a
Neptunea arthritica 0,0672 - 0,1095 a 0,0175 - 0,0276 a
3,70 - 146 3,94-113 Camara de Lobos, Madeira, Gaggi et al., 1996
Portugal
2,98 £0,02 1,77 £0,02
Homem 5,50 + 0,06 3,95+ 0,05 Taiwan, China Chen et al., 2002
4,73 £0,04 1,77 £ 0,02
3,10- 6,34 13 KayapD'GOQ:gzi'lAmaZO”'a’ Gongalves & Gongalves, 2004

a — peso humido; + — desvio padrao.

1.2.3 Toxicidade do Mercurio

A toxicidade do mercurio para 0s organismos aquaticos é afectada tanto por factores

abiodticos como bioticos, incluindo a forma de mercdrio (inorganico versus organico), as

condi¢cBes ambientais (temperatura, salinidade e pH), a sensibilidade de cada espécie e

estagios de vida, e a tolerancia individual de cada organismo (Tchounwou et al., 2003). Os

efeitos toxicologicos incluem danos neuroldgicos, diminuicdo da reproducao, inibicdo do

crescimento, desenvolvimento anormal e alteracGes de comportamento (Beckvar et al.,

1996). Os efeitos toxicos do mercurio também dependem da dose e da duracdo de

exposicao (Tchounwou et al., 2003) e podem ser reversiveis ou irreversiveis (WHO, 1976).

A exposicdo a vapor de mercurio pode provocar alteragdes comportamentais reversiveis e a
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exposicdo a compostos de metilmercurio provoca danos neurologicos irreversiveis (WHO,
1976). Os efeitos neurotdxicos dos compostos de mercurio estdo relacionados com a sua
solubilidade em lipidos. Os compostos de mercurio reagem directa ou cataliticamente com
os grupos de lipidos das estruturas das membranas das células do sistema nervoso central,
promovendo hidrolises e decomposi¢do hidrolitica (Armstrong, 1979). A exposicdo
crénica a baixas concentracdes de mercurio pode tornar as populagdes tolerantes aos

efeitos toxicos de contaminagdo por mercurio (Beckvar et al., 1996).

A accdo tdxica do mercdrio parece residir na forte afinidade do ido mercurico para 0s
componentes das células vivas. Este tem elevada afinidade para ligandos como fosfatos,
cistidinas e histidinas das cadeias de proteinas, ou purinas e porfirinas, afecta a
configuracdo dos acidos nucleicos, inibe um grande nimero de enzimas bloqueando os
grupos sulfidricos, pode alterar a actividade catalitica em certas enzimas e pode romper as
vias de fosforilacdo oxidativa (Armstrong, 1979). A acumulacdo de metilmercdrio no
cerebelo e no cortex cerebral, onde se liga firmemente a grupos sulfidricos (Ullrich, 2001),

provoca danos no sistema nervoso central (Beckvar et al., 1996).

A sensibilidade dos organismos aquaticos para 0 mercurio inorganico e para 0
metilmercdrio varia consideravelmente com as espécies (Beckvar et al., 1996). Assim,
baixas concentragdes de mercurio podem ser letais para algumas espécies de algas e
diminuir o crescimento de outras. Os compostos organomercuricos retardam o crescimento
e a viabilidade de muitas espécies de algas marinhas mais eficientemente do que o
mercurio inorganico (Clark, 1992; Yu, 2001). Os embrides dos bivalves marinhos sdo mais
sensiveis ao mercurio do que as larvas, embora o crescimento das larvas também possa ser
retardado com baixas concentra¢fes de mercdrio, prolongando assim os estados pelagicos
e aumentando o risco de predacdo, doenca e dispersdo (Beckvar et al., 1996). A medida
que a salinidade diminui, a toxicidade do mercurio aumenta, o que afecta varias espécies
estuarinas que migram para areas dos estuarios de baixa salinidade para se alimentarem e
para fazerem a postura (Beckvar et al., 1996). Assim, o impacto da toxicidade do mercurio
para uma dada populagéo de invertebrados esta altamente dependente do estagio de vida e

das condicdes ambientais circundantes. Os primeiros estagios de vida dos invertebrados
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marinhos sdo mais sensiveis a toxicidade dos metais (Bellas et al., 2001; Beiras et al.,
2003).

Os peixes sdo mais sensiveis aos efeitos letais da exposi¢do cronica ao mercurio inorganico
e organico do que os invertebrados, mas sd8o menos sensiveis aos efeitos agudos. Os
primeiros estadios de vida dos peixes sd@o geralmente 0s mais sensiveis ao mercurio
(Beckvar et al., 1996). A sensibilidade do estagio embrio-larvar para varias espécies esta
relacionada com o tempo de desenvolvimento e encubagéo dos ovos e com a duracdo de
exposicdo (Beckvar et al., 1996). Experiéncias realizadas com juvenis de truta arco-iris e
de salmdo mostram que, a baixas concentracfes, 0s primeiros efeitos nestes animais séo
um inchaco do opérculo e uma maior actividade respiratéria, com o aumento das
concentracOes aparece a perda de equilibrio, lentid&o e a tendéncia a permanecer no fundo,
e a exposicdo prolongada provoca a morte dos animais (Armstrong, 1979). Os peixes
envenenados pelas descargas que continham metilmercirio na Baia de Minamata
apresentavam efeitos crénicos como emagrecimento, movimentos anormais, lesdes
cerebrais, cataratas e até era possivel apanha-los a méo (Armstrong, 1979). Organismos de
ambientes contaminados por mercdrio e de ambientes limpos apresentam diferentes
tolerancias aos efeitos toxicos do mercurio (Beckvar et al., 1996). Assim, 0s ovos de peixe
colhidos em areas contaminadas sdo muito mais resistentes aos efeitos teratogénicos do
metilmercdrio. Os ovos dos peixes das areas ndo contaminadas também acumulam maiores
quantidades de mercurio do que os ovos dos peixes das areas contaminadas. Os juvenis dos
peixes expostos a contaminagdo por mercurio sdo também mais tolerantes as concentragdes
de mercurio ambientais dos que os juvenis dos ambientes limpos (Beckvar et al., 1996). O
complexo comportamento do mercurio no ambiente dificulta o progndstico dos efeitos
toxicos baseado nas concentragdes de mercurio total nos sedimentos (Beckvar et al., 1996).
A toxicidade do mercurio, e também de outros metais pesados, para 0s peixes aumenta

com o aumento da temperatura (Yu, 2001).

E importante salientar que tanto a concentragio nos tecidos, como o tempo e a via de
exposicdo (i.e. a4gua, comida, transmissdo aos descendentes) sdo factores criticos nos
sintomas tdxicos para 0s organismos aquaticos. O mercurio transmitido das fémeas para 0s

ovos durante a oogenese pode ser um risco muito maior para o embrido do que a exposi¢éo
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ao mercurio na coluna de agua (Beckvar et al., 1996). As concentracGes de mercurio no
tecido do cérebro, associadas a efeitos letais, parecem apresentar menos variacdo de
individuo para individuo do que noutros tecidos, como o musculo e o resto do corpo. Este
facto é consistente com a hip6tese de que o sistema nervoso central, mais do que os tecidos
do masculo ou outros 6rgdos, seja o local de maior accdo tdxica nos peixes expostos ao

mercurio (Beckvar et al., 1996).

A interaccdo do mercurio com outros elementos vestigiais (cadmio, cobre, selénio e zinco)
pode produzir efeitos sinérgicos ou antagonicos, dependendo das concentracdes de
exposicdo e da forma de mercurio. O zinco e o cadmio reduzem os efeitos teratogénicos do
metilmercdrio nalguns peixes. O caddmio adicionado ao metilmercurio reduz o efeito
retardador de regeneracdo das barbatanas das tainhas (Magos & Webb, 1979; Beckvar et
al., 1996).

Os dois maiores focos Japoneses de envenenamento por metilmercurio que ocorreram na
Baia de Minamata e em Niigata foram causados pela descarga industrial de metilmercurio
e outros compostos de mercdrio na Baia e no rio Agano, e resultaram na acumulacdo de
metilmercdrio nos peixes e bivalves. No Iraque, entre 1971 e 1972, 0 envenenamento por
metilmercdrio foi causado pelo consumo de péo, cujas sementes tinham sido tratadas com
um fungicida que continha metilmercurio. A concentracdo critica de metilmercurio nos
orgdos difere para diferentes estagios do ciclo de vida humano. O cérebro de um feto em
desenvolvimento pode ser o 6rgdo mais sensivel (6rgdo critico), no que respeita a
toxicidade do metilmercdrio no Homem (Yu, 2001). Em Minamata, mulheres que tinham
consumido peixe da Baia deram a luz criangas com graves danos cerebrais. No entanto,
elas apenas apresentavam sintomas como irritagdes e comichdes, o que comprova que 0

cérebro do feto é muito mais sensivel do que o cérebro adulto (Yu, 2001).

A toxicidade relativa dos varios compostos de mercurio para os tecidos do Homem
depende da relativa facilidade de formacdo do ido Hg?*. Assim, o HgCl, é muito toxico,
enquanto que alguns compostos organomercuricos ndo ionizaveis sao relativamente
seguros. Altas concentracfes de compostos de mercUrio organico causam queimaduras na

pele, enquanto que baixas concentragdes podem causar dermatites (Yu, 2001). Os sintomas
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classicos de envenenamento por vapor de mercuario sdo eretismo (irritabilidade, perda de
memoria e insonia), tremores e gengivites. A maior parte dos efeitos do vapor de mercurio
sdo reversiveis com a cessacdo da exposicdo, embora a completa recuperacdo dos efeitos
psicoldgicos seja dificil de determinar (WHO, 1976). O metilmercurio pode causar danos
nos sistemas neuroldgico, excretor e reprodutor (Limbong et al., 2005). Os sintomas e
sinais classicos mais comuns de envenenamento por metilmercdrio sdo paralisia,
constricdo do campo visual, diminuicdo da audicdo e ataxia. Estes efeitos sdo irreversiveis,
no entanto podem ocorrer melhoramentos na coordenagdo motora (WHO, 1976). O
envenenamento crénico por mercurio pode resultar da exposicdo a pequenas quantidades
de mercurio por longos periodos de tempo, podendo ocorrer em industrias que usem
mercurio ou os seus sais. Os sintomas incluem salivacdo, perda de apetite, anemia,
gengivites, irritacdo excessiva dos tecidos, distlrbios nutricionais e danos renais. O
envenenamento agudo por mercurio resulta da ingestdo de sais de mercurio soltveis (Yu,
2001). Assim, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO) estabeleceu como limite maximo

de metilmerctrio em peixes para consumo 0,5 mg kg™ (Pereira, 1996).

1.3 BIOINDICADORES

1.3.1 Utilizacéo de Bioindicadores em Estudos de Contaminacdo Ambiental por

Mercurio

Bioindicadores sdo espécies, grupos de espécies ou comunidades bioldgicas cuja presenca,

quantidade e distribuicdo indicam a importancia de impactos ambientais num ecossistema.

Um organismo para ser considerado um bioindicador de referéncia devera possuir as
seguintes caracteristicas (salienta-se que nenhum organismo possui todas estas
caracteristicas) (Pessoa, 1999): (i) ter capacidade de sobreviver aos niveis de contaminagdo
que se pretendam monitorizar; (ii) dispor de tolerancias ambientais especificas, de modo a
apresentar uma resposta mensuravel e definida face a pequenas mudancas da qualidade
ambiental e que sejam facilmente destrincaveis das que ocorrem naturalmente; (iii) ter

capacidade de acumular uma quantidade suficiente de poluentes para permitir uma
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medicdo directa, sem necessidade de concentracdo prévia da amostra; (iv) existir uma
correlagdo simples entre o teor/concentragdo do contaminante no organismo e a
concentracdo do meio. Essa correlacdo devera ser semelhante para todos os individuos da
espécie, quaisquer que sejam o local, as condicbes bidticas e abidticas; (v) apresentar
mobilidade limitada, para uma melhor analise espacial, tendo em conta que 0s organismos
reflectem as condi¢cdes ambientais do local em que permanecem durante todo o ciclo de
vida de tal modo que seja representativo da area de estudo; (vi) ser facilmente amostravel e
identificAvel taxonomicamente; (vii) ser abundante na &rea de estudo; (viii) estar bem
estudado fisio-ecologicamente; (ix) os efeitos ndo serem transmissiveis geneticamente as
geracOes futuras; (x) apresentar uma distribuicdo geografica ampla; (xi) ter longevidade
suficiente para permitir a amostragem por classe etaria (se desejado); (xii) ndo ser

patogénico para 0 Homem.

A biomonitorizacdo permite estimar a biodisponibilidade dos contaminantes e 0s seus
efeitos toxicos sobre os organismos estudados (Callil & Junk, 2001). Uma importante
presuncdo subjacente ao uso de bioindicadores é que a concentracdo de metal no
bioindicador reflecte o nivel de biodisponibilidade do metal no meio ambiente (Wang &
Ke, 2002).

O uso de macrofauna bentdnica na avaliacdo e monitorizacdo de areas contaminadas pode
facilitar a determinacgéo da distribuicdo espacial e temporal dos contaminantes, assim como
a magnitude dos seus impactos (Horne et al., 1999). Os moluscos gastropodes sdo
geralmente utilizados como bioindicadores de contaminacdo ambiental devido a sua

facilidade em acumular metais (Wang & Ke, 2002; Storelli & Marcotrigiano, 2005).

Assim, entre os organismos marinhos utilizados como bioindicadores em programas de
monitorizacao de polui¢cdo ambiental com mercurio salientam-se os moluscos gastropodes
(Horne et al., 1999; Callil & Junk, 2001; Liang et al., 2003; Vieira & Alho, 2004; Storelli
& Marcotrigiano, 2005; Berto et al., 2006), os peixes (Storelli & Marcotrigiano, 2005), o0s
moluscos bivalves (Besada et al., 2002; Franco et al., 2002; Gregory et al., 2002; Beiras et
al., 2003; Liang et al., 2003; Roméo et al., 2005) e os crustaceos (Horne et al., 1999;
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Ugolini et al., 2004). Na Tabela 1.2 mostram-se alguns exemplos de bioindicadores na

monitorizacao de mercurio.

Tabela 1.2. Exemplos de bioindicadores de polui¢do ambiental com mercdrio.

Biota

Metal

Local

Referéncia

Moluscos
Gastrépodes

Littorina sp.

Hg

Sapal, Sudeste Georgia

Horne et al., 1999

Pomacea lineata

Pomacea scalaris

Marisa planogyra

Hg

Pantanal da Regiéo do Poconé,
Mato Grosso, Brasil

Callil & Junk, 2001

Rapana venosa

Neverita didyma

Neptunea arthritica

Hg

Mar do Bohai, China

Liang et al., 2003

Ampullaria scalaris

A. Canaliculata

Marisa planogira

Hg

Bacia do Rio Bento Gomes, Mato
Grosso, Brasil

Vieira & Alho, 2004

Patella caerulea
(lapa)

Hg, Cd, Pbe Cr

Mar Jénico, Mar Mediterraneo,
Italia

Storelli & Marcotrigiano, 2005

Nassarius
reticulatus

Hg

Lagoa de Venice, Itdlia

Berto et al ., 2006

Peixes

Mullus barbatus
(tainha)

Hg, Cd, Pbe Cr

Mar Jonico, Mar Mediterraneo,
Italia

Storelli & Marcotrigiano, 2005

Moluscos
Bivalves

Mytilus
galloprovincialis

Costa Cantabrica e Costa da
Galiza, Espanha

Besada et al., 2002

Cd, Cu, Hg, Pb e Zn

Costa da Galiza, Espanha

Beiras et al., 2003

(mexilhdo)

Cd, Cu, Zn, Hg, Fe e
Mn

Mar Negro, Roménia

Roméo et al ., 2005

Mytilus sp. (mexilh&o)

Crassostrea angulata
(ostra)

Cd, Cu, Zn, Pb, Cr,
Ni, Hg, As e Ag

Costa Basca, Norte de Espanha

Franco et al., 2002

Perna perna
(mexilh&o)

Hg

Praia de Isipingo, Sul de Durban,
Sul de Africa

Gregory et al., 2002

Ruditapes
philippinarum

Meretrix meretrix

Sinonovacula
constricta

Amusium sp.

Chlamys farreri

Crassostrea
talienwhanensis

Hg

Mytilus edulis
(mexilhdo)

Mya arenaria

Mactra veneriformis

Scapharca
subcrenata

Mar do Bohai, China

Liang et al., 2003

Crustaceos

Uca sp.

Sesarma sp.

Gammaridae

Cyathura polita

Hg

Leptochelia sp.

Harpactocoid
copodod

Larva de caranguejo

Sapal, Sudeste Georgia

Horne et al., 1999

Talitrus saltator

Al, Cd, Cr, Fe, Hg,

Norte do Mar Mediterraneo, Italia|

Pb, Cu, Zn

(pulga do mar)

Ugoloni et al., 2004
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1.3.2 Biologia e Distribuigcio de Nassarius reticulatus (L.)

Nassarius reticulatus € um molusco gastropode
prosobranquio que tem uma concha sdlida,
espira alta, voltas arqueadas com corddes fortes

longitudinais, ondulosos, atravessados por

estrias espirais. A concha, que pode atingir

cerca de 35 mm de altura, apresenta uma

columela calosa, abertura ovalar e tem cor Figura 1.2. Concha de Nassarius
reticulatus (extraida de Campbell

amarelo-acastanhada (Macedo et al., 1999) e Nicholis, 1998)

(Figura 1.2).

O periodo de reproducdo de Nassarius reticulatus varia com a sua distribuicdo geogréfica,
ocorrendo entre Fevereiro e Julho na Ria de Aveiro (Portugal), entre Marco e Agosto em
Plymouth (Inglaterra), entre Maio e Julho em Firth of Clyde (Escocia), entre Janeiro e
Maio em Kiel (Alemanha) e entre Abril e Julho em Isefjord (Dinamarca) (Barnett et al.,
1980; Fretter & Graham, 1984; Barroso & Moreira, 1998). Ao longo da costa Portuguesa o
ciclo reprodutor parece estar sincronizado (Barroso, 2001). Os ovos sdo depositados,
dentro de cépsulas, em objectos fixos, nomeadamente em algas, rochas, pedras e conchas
de moluscos sésseis (por exemplo, 0 mexilhdo) (Barnett et al., 1980; Fretter & Graham,
1984). Cada capsula pode conter entre 50 a 350 ovos, 0s quais eclodem ao fim de 1-2
meses, dando origem a larvas veligeras com 250-350 pum de comprimento. O periodo
larvar tem a duracdo aproximada de 2-3 meses e a pos-larva, apds metamorfose, apresenta

uma dimensdo de cerca de 0,8 mm (Fretter & Graham, 1984).

Segundo Tallmark (1980), o crescimento de Nassarius reticulatus € muito rapido (5,5
mm/ano) nos primeiros 3 anos de vida e depois decresce notoriamente. O mesmo autor
estimou uma idade méxima de 15 anos e determinou que a maturacdo sexual é atingida a
partir do 4° ano de vida. Relativamente ao crescimento individual e a longevidade desta
espéecie na Ria de Aveiro, Barroso et al. (2005) verificaram que o crescimento ocorre nos
primeiros 5 anos de vida, embora a longevidade da espécie tenha sido estimada em, pelo
menos, 11 anos. A maturagdo sexual é atingida aos 3-4 anos de vida, no caso dos machos,

e aos 4-5 anos, no caso das fémeas.
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A espécie é predominantemente necrdéfaga durante a fase de vida adulta, enquanto que os
juvenis se alimentam sobretudo de detritos (Tallmark, 1980). Os principais predadores

desta espécie sdo as estrelas-do-mar (Fretter & Graham, 1994).

Nassarius reticulatus apresenta uma ampla distribuicdo geogréfica que se estende desde as
Canarias e do Norte dos Acores até a Noruega e por todo o Mediterraneo e o Mar Negro
(Fretter & Graham, 1984). A distribuicdo geografica desta espécie encontra-se

representada na Figura 1.3 (Macedo et al., 1999).
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Figura 1.3 Distribuicdo geografica de Nassarius reticulatus (cor
amarela) (adaptado de Macedo et al., 1999).

Nassarius reticulatus ocorre desde o limite inferior do andar médiolitoral até cerca de 35
ou mais metros de profundidade, habitando, preferencialmente, os fundos de substrato
movel. A sua ocorréncia em zonas intermareais € comum sobretudo em enclaves de praias
rochosas com substrato mdvel, onde se enterra superficialmente durante a baixa-mar
(Barroso, 1995). Esta espécie é euritérmica e euri-halina, sendo o seu limite inferior de
tolerdncia em relacdo a salinidade de 16 (Eriksson & Tallmark, 1974 in Barnett et al.,
1980; Fretter & Graham, 1984).
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1.3.3 Nassarius reticulatus como Bioindicador de Contaminacdo Ambiental

Nassarius reticulatus foi proposta pela primeira vez como espécie indicadora de poluicao
por tributilestanho (TBT) por Stroben et al. (1992) e desde entdo tem vindo a ser utilizada
com éxito em programas de monitorizacdo da poluigcdo por TBT em Franca (Stroben et al.,
1992; Oehlmann et al., 1993), no sul de Inglaterra (Bryan et al., 1993), em Espanha
(Barreiro et al., 2001) e em Portugal (Pessoa, 1999; Barroso et al., 2000, 2002b).

As tintas antivegetativas contendo tributilestanho (TBT) sé&o utilizadas em navios desde
1960 (Bennet, 1996). Este composto é prejudicial a um grande nimero de organismos
aquaticos, particularmente aos moluscos (Bryan & Gibbs, 1991). O imposexo — imposi¢édo
de o6rgdos masculinos nas fémeas (ex.: desenvolvimento de um pénis e de um vaso
deferente) (Smith, 1971) — é um efeito causado pela poluicdo por tributilestanho. De facto,
Smith (1981) verificou uma correlacdo positiva entre o grau de masculinizacdo das fémeas
e a proximidade de marinas e portos navais. Este autor observou também, em experiéncias
laboratoriais, que o desenvolvimento do pénis e do vaso deferente apenas se verificava em
animais expostos ao TBT. O imposexo como resposta a contaminacdo por TBT €
observado desde 1969 e afecta mais de 118 espécies de prosobranquios em todo o mundo
(Bettin et al., 1996 in Barroso et al., 2002a). Assim, a utilizacdo de Nassarius reticulatus
como indicador de poluicio por TBT baseia-se na determinacdo do grau de

desenvolvimento do imposexo nestes animais.

Uma vez que sdo realizados periodicamente programas nacionais de monitorizacdo da
poluicdo por TBT utilizando Nassarius reticulatus como principal espécie indicadora, seria
conveniente utiliza-la também na monitorizacdo de outros contaminantes, quer por razdes
de logistica, quer pelo conhecimento que se possui sobre a biologia da espécie para a nossa

costa.
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1.4 OBJECTIVOS

O objectivo geral deste trabalho consiste no levantamento dos niveis de contaminacéo por

mercurio nos sedimentos e no molusco gastrépode Nassarius reticulatus ao longo da costa

Portuguesa e estudar a possivel utilizacdo desta espécie como indicadora da contaminacao

por aquele metal. Pretende-se, também, analisar as possiveis vias de bioacumulacdo do

mercurio nesta espécie, com base em dados obtidos no campo e em ensaios laboratoriais.

Para tal, foram definidos os seguintes objectivos especificos:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

(vii)

determinar a concentracdo de mercurio, total e orgéanico, nos sedimentos
(fraccdo < 100 um) ao longo da costa Portuguesa;

determinar a concentracdo de mercurio, total e organico, nos tecidos de N.
reticulatus para os mesmos locais de amostragem dos sedimentos;

verificar diferencas de contaminacdo por mercurio entre machos e fémeas desta
especie;

comparar o nivel de contaminacdo por mercurio nos tecidos, opérculos e
conchas de N. reticulatus;

estabelecer a possivel relagdo entre a concentracdo de mercdrio nos tecidos de
N. reticulatus e nos sedimentos;

estudar a bioacumulacdo do mercurio inorganico por N. reticulatus a partir dos
sedimentos em condicdes controladas;

avaliar a utilidade deste molusco gastropode como espécie indicadora da

contaminacdo por mercurio.
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CAPITULO 2 — MATERIAL E METODOS

2.1 LEVANTAMENTO DOS NiVEIS DE CONTAMINAGAO POR MERCURIO DOS SEDIMENTOS

E DOS TECIDOS DE NASSARIUS RETICULATUS AO LONGO DA COSTA PORTUGUESA
2.1.1 Area de Estudo

O levantamento da concentragdo do mercurio nos sedimentos ¢ em Nassarius reticulatus
foi efectuado na costa oeste Portuguesa compreendida entre Vila Praia de Ancora (limite a
norte) ¢ a Praia da Luz (limite a sul). A estratégia de amostragem visou caracterizar
possiveis gradientes de contaminacdo em torno dos principais estuarios portugueses,
incluindo-se estagdes de amostragem quer no interior de estuarios, quer na zona costeira

adjacente (Figura 2.1).

Figura 2.1. Mapa da costa Portuguesa com indicagdo das estagdes de
amostragem (1 a 40) de Nassarius reticulatus e sedimentos.
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Na Tabela 2.1 encontram-se os nomes e as respectivas coordenadas geograficas das

estacdes de amostragem situadas ao longo da costa oeste Portuguesa.

Tabela 2.1 Estagdes de amostragem e respectivas coordenadas geograficas ao
longo da costa Portuguesa. As estagdes de amostragem indicadas a italico

localizam-se dentro dos estuarios.

Estacdes de Amostragem Coordenzz\gasR(Ssc?)ograflcas
1. Vila Praia de Ancora 41°48.93 N -8°51.94 W
2. Praia Norte 41°41.85N-8°51.13 W
3. Viana do Castelo - Marégrafo 41°41.43 N -8°49.71 W
4 . Viana do Castelo - Estaleiro 41°41.34 N - 8°50.26 W
5. Viana do Castelo - Cais 41°41.38 N -8°50.01 W
6. Viana do Castelo - Marina 41°41.70 N - 8°49.20 W
7 . Viana do Castelo - Barra 41°41.06 N - 8°50.24 W
8. Praia da Amorosa 41°38.72 N -8°49.31 W
9. Povoa de Varzim 41°23.18 N - 8°46.40 W
10. Praia de Leca 41°12.21 N-8°42.82 W
11. Porto de Leixdes - Plat.2 41°11.42 N-8°41.43 W
12. Porto de Leix8es - Marina 41°11.30 N -8°42.24 W
13. Porto de Leixdes - Plat.1 41°11.26 N-8°41.89 W
14 . Porto de Leix@es - Barra 41°10.75N-8°41.43 W
15. Praia da Foz 41°09.78 N-8°41.10 W
16. Espinho 41°00.44 N - 8°38.71 W
17. Aveiro - S.Jacinto 40°39.84 N - 8°43.56 W
18. Aveiro - Porto Com. Norte 40° 39.06 N - 8°43.76 W
19. Aveiro - Barra 40°38.71 N -8°44.82 W
20. Aveiro - Magalh&es Mira 40° 38.65 N - 8°44.06 W
21. Figueira da Foz - Marina 40°08.91 N - 8°51.67 W
22 . Figueira da Foz - Barra 40°08.86 N - 8°51.90 W
23. Figueira da Foz - Estaleiro 40°08.60 N - 8°51.55 W
24 . Figueira da Foz - Porto de Pesca 40°08.52 N - 8°51.43 W
25. Figueira da Foz - Cais Comercial 40° 08.90 N - 8°51.60 W
26 . Nazaré - Porto de Pesca 39°35.04 N -9°04.39 W
27 . Peniche - Porto de Pesca 39°21.15N-9°2252 W
28. Praia do Guincho 38°43.74 N - 9°28.46 W
29. Praia das Avencas 38°41.21 N-9°21.27 W
30. Lisboa - Porto Brandéo 38°40.77 N-9°12.29 W
31. Lisboa - Trafaria 38°40.55 N -9°14.09 W
32. Setubal - Porto de Pesca 38°31.17 N-8°5258 W
33. Portinho da Arrabida 38°28.58 N - 8°58.97 W
34 . Sesimbra - Porto de Pesca 38°26.25 N -9°06.76 W
35. Setubal - Tréia 38°26.25 N -9°06.76 W
36. Sines - Porto de Pesca 37°57.28 N-8°52.21 W
37. Vila Nova de Mil Fontes 37°43.30 N -8°47.25W
38. Zambujeira do Mar 37°33.20 N -8°47.44 W
39. Praia da Arrifana 37°17.82N-8°5211W
40. Praia da Luz 37°05.21 N -8°43.64 W
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2.1.2 Amostragem e Pré-tratamento

A amostragem de Nassarius reticulatus decorreu de Maio a Julho de 2000. As coordenadas
geograficas dos locais de amostragem foram determinadas com um GPS (Tabela 2.1). Os
espécimes foram colhidos a mao nas zonas intermareais € com nassas com isco nas zonas
sub-litorais. Apos a colheita, os animais foram mantidos num aquario durante 3 a 4 dias

para eliminagdo de fezes, utilizando a mesma agua do local de colheita.

Seleccionaram-se apenas animais adultos para analise, isto €, aqueles que apresentavam o
calo columelar branco e dentes no labio externo, sendo anestesiados numa solugao de
cloreto de magnésio a 7% durante cerca 40 minutos. No laboratdrio, mediu-se a altura da
concha (distancia entre o apice da concha e o canal sifonal) com uma craveira, com uma
precisao de 0,1 mm, as quais foram de seguida partidas num torno de bancada e
eliminadas. Determinou-se o sexo dos animais com o auxilio de uma lupa, separando-se
sub-amostras de machos e de fémeas para as 40 estagdes de amostragem. Todas as
amostras foram liofilizadas e de seguida homogeneizadas, por trituracdo em almofariz,
sendo armazenadas em frascos de plastico e preservadas em local seco e fresco para

posterior analise de mercurio.

Nos locais de amostragem de Nassarius reticulatus colheram-se também amostras de
sedimentos. Enquanto que nas zonas intermareais os sedimentos foram colhidos
directamente da superficie, nas zonas sub-litorais estes foram obtidos com uma draga de
van Veen. Em ambos os casos foi seleccionada apenas a camada superficial com 1-2 cm de
espessura. As amostras foram colocadas em sacos de polietileno e armazenadas
temporariamente em gelo. No laboratorio, os sedimentos foram lavados num peneiro de
malha de polipropileno de 100 um, com agua do local de onde tinham sido recolhidos.
Depois de a dgua decantar, congelaram-se as amostras a -20 °C. Mais tarde, as amostras
foram liofilizadas, homogeneizadas por trituracdo em almofariz, armazenadas em frascos

de vidro e preservadas em local seco e fresco para posterior analise de merctrio.
Alguns animais das estagdes de amostragem 8, 9, 16 e 25 foram congelados separadamente

a -20 °C. Mais tarde, separaram-se 6 animais de cada uma destas estacdes. Retirou-se a

concha e o opérculo de cada um deles e determinou-se o seu sexo. As conchas foram
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separadamente homogeneizadas por trituragdo em almofariz, ¢ assim como os opérculos,
armazenadas em frascos de plastico e preservadas em local seco e fresco para posterior
analise de mercurio. Os respectivos animais foram liofilizados, homogeneizados por
trituragdo em almofariz, armazenados em frascos de pléstico e preservados em local seco e

fresco para posterior analise de mercurio.

2.1.3 Determinacgéo do Mercurio Total

Para a determinagdo do mercurio total (Hgw) nos sedimentos e nos tecidos, conchas e
opérculos de Nassarius reticulatus, foi utilizado o método proposto por Costley et al.
(2000), ou seja, a decomposicdo térmica com deteccdo por espectrometria de absor¢ao
atomica (AAS). O instrumento utilizado foi um AMA-254 (Leco 254 Advanced Mercury
Analyser) cujo esquema se pode ver na Figura 2.2. (Costley et al., 2000).

- Oxidagdo final, remogdo de

lampéda produtos de decomposicao

it 1

“cuvette” amalgamador Amostra

Catalisador Secagem/combustio
N e 150/750°C 4

de ouro
120°C '

tubo de combustido 0,

filtro -

detector F —)> PC Output

Figura 2.2. Esquema do AMA-254 (Leco 254 Advanced Mercury Analyser) (adaptado de Costley et
al., 2000).
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O sistema consiste numa barquinha de niquel que se insere num tubo de combustdao de
quartzo que contém um catalisador (oxalato de cobalto e uma mistura de oOxido de
manganésio, cobalto e acetato de célcio) onde a amostra sdlida (200-500 mg) ¢ sujeita a
uma secagem prévia, seguida de combustdo a 750 °C numa atmosfera de oxigénio; o vapor
de mercurio libertado ¢ retido num amalgamador de ouro. Depois de um intervalo de
tempo pré-especificado (120-150 s), o amalgamador ¢ aquecido a 900 °C de forma a
libertar quantitativamente o merctirio que, seguidamente, ¢ transportado para uma
“cuvette” aquecida (120 °C). Posteriormente o mercurio ¢ analisado por espectrometria de
absor¢do atdmica com um detector de silicone a 253,6 nm. As condi¢des de operagdo

tipicas sdo: tempo de secagem, 30 s; tempo de decomposi¢ao, 150 s; tempo de espera, 40 s.

A principal vantagem deste método ¢ o facto de ndo ser necessario fazer um pré-tratamento
da amostra (Costley et al., 2000), sendo apenas necessario liofilizar e homogeneizar a

amostra solida.

Assim, para as 40 estacdes e para as sub-amostras de machos, fémeas e sedimentos,
pesaram-se, numa balanga analitica com uma precisdo de 0,1 mg, cerca de 200 a 500 mg
de amostra seca para analise de mercurio. No caso das estacdes de amostragem 8, 9, 16 ¢
25 pesaram-se individualmente cada um dos animais, cada uma das conchas e os
respectivos opérculos numa microbalanga com uma precisao de 0,01 mg. Foram realizadas,
pelo menos, trés leituras de mercurio por cada amostra de forma a garantir um coeficiente
de variagdo menor que 10%; ao longo deste trabalho sdo expressos os valores médios da
concentragio de mercurio para cada amostra (ug g peso seco) e o respectivo desvio

padrao.
2.1.4 Determinacgéo do Mercurio Organico
Para a determinacdo do mercurio organico (Hg.e) nos tecidos de Nassarius reticulatus e

nos sedimentos foi utilizado o método proposto por Valega et al. (2006). A Figura 2.3

mostra o esquema para o procedimento de extraccdo de compostos de mercurio organico.
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200 — 500 mg de
amostra

5 mL KBr (18%)

1 mL CuSO, (1 mol L™
em H,S0,4 (5%) uSO, (1 mol L)

Arrefecer a temperatura
ambiente

5 mL C7Hg
agitacdo vigorosa (15 min.)

Centrifugagdo
(15 min.; 1681 xg)

Recolha de 3 mL de fase
organica

5 mL Na,S,05 (0,002 mol L)
agitacdo vigorosa (5 min.)

Recolha da fase aquosa

Analise usando a decomposigado
térmica com detecgdo por AAS

Figura 2.3. Esquema do procedimento de extrac¢do de mercurio organico
(adaptado de Valega et al., 2006).

Pesaram-se cerca de 200 a 500 mg de amostra seca. As amostras foram tratadas utilizando
uma mistura de KBr 18% em H,;SO4 5%, seguidas de extrac¢do em tolueno do mercurio
organico. As extrac¢des foram sempre feitas em triplicado. A frac¢ao aquosa, resultante da
adicdo de solucdo de Na,S,0;, foi depois utilizada para andlise de mercurio, usando a

decomposic¢do térmica com deteccdo por espectrometria de absor¢do atomica (AAS).
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Para a determinag¢do do mercurio inorganico (Hginore) assumiu-se que este ¢ equivalente a

diferenca entre o mercurio total € o mercurio organico.

2.1.5 Materiais de Referéncia

Um material de referéncia certificado (CRM) pode ser definido como um material com
uma ou mais propriedades bem determinadas, medidas por procedimentos estabelecidos, e
que vem acompanhado por um certificado cujas propriedades tém uma incerteza para um
determinado nivel de confianga. De forma a validar um método analitico e controlar a sua
exactiddo, o uso apropriado de materiais de referéncia certificados € crucial. Muitos
materiais de referéncia certificados sdo avaliados por vérios laboratérios (por exemplo,
NBS, IAEA, BCR, NRC Canada, NIES e outras) para determinar o conteido em mercurio
(Morita et al., 1998).

A exactiddo e precisdo do método analitico utilizado na determinacdo do mercario foram
avaliadas utilizando materiais de referéncia consoante o tipo de amostra a analisar (Tabela
2.2). O material de referéncia utilizado foi o TORT-2 para os tecidos de Nassarius
reticulatus, conchas e opérculos (amostras biologicas) e 0 MESS-2 ¢ o CRM-580 para os
sedimentos na determina¢do do mercurio total e na determina¢do do mercurio orgéanico,

respectivamente.

De forma a verificar se as concentragdes diferem de forma significativa dos valores
certificados, aplicou-se o teste t de Student (a = 0,05) para comparar o valor certificado
com o valor obtido por analise do material de referéncia. Comparou-se a precisdo das
analises efectuadas nos materiais de referéncia com a dos ensaios de certificagao aplicando

o teste F as variancias das determinagdes (Miller & Miller, 2000).

33



CAPITULO 2 — MATERIAL E METODOS

Tabela 2.2. Materiais de referéncia e respectivos valores certificados para o mercurio e percentagem de
recuperacao.

Material de

- . . < 10
Referéncia Valor obtido n Valor certificado Recuperagéo(%)
Mercurio TORT-2 0,28 +0,021 ug g™ 43 0,27+0,03ug g™ 102,6
Total MESS-2 0,089 + 0,001 pug g™ 21 0,092 + 0,005 pg g™ 96,7
Merctrio TORT-2 0,152 + 0,004 pg g™ 27 0,152 + 0,006 pg g™ 100,0
organico CRM-580 0,074 + 0,003 ug g™ 14 0,076 + 0,002 pg g™ 97,7

* Valor médio + desvio padrao; n = nimero de analises.

Quando se aplicou o teste F as variancias obtidas na analise dos materiais de referéncia e a
do valor certificado dos mesmos, verificou-se, com um grau de confianga de 95%, que a
precisdo das analises efectuadas ndo diferia significativamente da precisdo das analises dos
ensaios de certificagdo. Verificou-se também que, relativamente as concentragdes de
mercurio obtidas na analise dos materiais de referéncia, estas ndo diferiram

significativamente do valor certificado (com um grau de confianca de 95%).

2.1.6 Limite de Deteccéo

O limite de deteccdo para a técnica de espectrofotometria de absor¢do atomica com
decomposi¢do térmica da amostra foi estimado de acordo com a média do sinal analitico

dos brancos (n= 16) e o respectivo desvio padrao (lod = média + 3stdev) (Miller & Miller,

2000). O limite de deteccao foi estimado como sendo 0,03 ng de mercurio.
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2.2 ESTUDO LABORATORIAL DA ACUMULACAO DE MERCURIO POR NASSARIUS

RETICULATUS

2.2.1 Desenho Experimental

O procedimento experimental utilizado ¢ simples e pretendeu ser apenas uma abordagem
preliminar para avaliar se pode ocorrer acumulagdo de mercurio inorganico por Nassarius
reticulatus a partir dos sedimentos e da agua. Simularam-se diferentes tipos de habitat que
foram encontrados no rastreio ao longo da costa Portuguesa (ver ponto 2.1) no que diz
respeito a composicao dos sedimentos: sedimentos constituidos por 80% de particulas finas
e 20% de areia, semelhantes as que podem existir no interior de estuérios, e sedimentos
com 30% ou 10% de particulas finas e a restante parte de areia, que se aproximam das
condi¢des que existem nas praias mais expostas. A cada um destes tipos de sedimentos
adicionou-se mercurio inorganico de forma a obter trés niveis de contaminagdo diferentes.
Designamos neste trabalho por “Tratamentos” aos trés diferentes niveis de contaminagao
obtidos; designa-se por “controlo” ao tratamento em que os sedimentos ndo receberam a
adi¢ao de mercurio; designa-se por “Tratamento 17 (“T1”) e “Tratamento 2” (“T2”) aos
tratamentos em que se adicionou mercurio aos sedimentos, sendo que T2 recebeu o dobro
da quantidade de mercurio de T1. As concentracdes nominais de mercurio pretendidas sdo
um T1 com 0,5 pg g (0,5 pg de Hg por g de sedimento), um T2 com 1,0 pg g e um

controlo livre de mercurio. A montagem da experiéncia fez-se de acordo com a Figura 2.4.

TRATAMENTOS:

% % % FONTRORS

1 1 1

— — — T2

L_J N A - N A - N
- - -
. . .

/ ______________ / ______________ / ______________
N~ | — N~ | — N~ | —

~Aada_adg S ada b W adoa A A

SEDIMENTO 1 SEDIMENTO 2 SEDIMENTO 3
(80%finos+20%areia) (30%finos+70%areia) (10%finos+90%areia)

Figura 2.4. Desenho experimental do trabalho de laboratério realizado.
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Apos o procedimento de contaminacdo dos sedimentos, colocaram-se 5 animais em cada
frasco, e, logo de seguida, colocou-se uma rede 2 cm acima do sedimento, de modo a nao
deixar que os animais se afastassem do sedimento. Por fim, colocou-se arejamento. Este
procedimento realizou-se com o méaximo de cuidado para ndo ressuspender os sedimentos

mais finos.

Monitorizou-se a experiéncia registando diariamente a salinidade dos controlos e a
temperatura da sala. De forma a manter a salinidade de 35 constante, adicionou-se agua

destilada.

Apo6s 10 dias de experiéncia, os animais foram transferidos para novos frascos com as
mesmas condi¢gdes e preparados segundo o mesmo procedimento de contaminagdo do

sedimento. A experiéncia continuou a ser monitorizada e terminou ao fim de 20 dias.

2.2.2 Colheita e Tratamento dos Sedimentos

De forma a obter fraccdes de sedimento com diferentes granulometrias, colheu-se uma
elevada quantidade de sedimentos superficiais na margem poente do norte do Canal de
Mira (Ria de Aveiro) (estagdo 20 — Tabela 2.1) e, ap0s regresso ao laboratorio, procedeu-se
a sua secagem. Crivou-se o sedimento numa torre de crivos com abertura de malha de
dimensdes decrescentes (4 mm; 2 mm; 1 mm; 0,5 mm; 0,25 mm; 0,125 mm e 0,0625 mm)
com agitacdo mecanica de forma a obter diferentes frac¢des granulométricas. As fracgdes
escolhidas foram areia com granulometria entre 1 mm e 0,5 mm (neste trabalho designada
por “fraccdo de areia” ou, simplesmente, “areia”) e particulas finas inferiores a 0,063 mm
(aqui designada por “particulas finas” ou “finos”). Prepararam-se 3 misturas de sedimento
com base no peso relativo de cada frac¢ao; sedimento 1: 80% finos + 20% areia; sedimento
2: 30% finos + 70% areia e sedimento 3: 10% finos + 90% areia.

Procedeu-se a contaminagdo dos sedimentos de acordo com as seguintes etapas: (i)
colocou-se agua do mar a 35 de salinidade em todos os frascos, de forma a encharcar o
sedimento; (i1) adicionou-se a cada frasco com sedimento uma aliquota de 500 uL de uma

solugdo concentrada de mercurio inorganico (nitrato de mercurio), tendo-se em seguida,
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homogeneizado, com o auxilio de uma vareta de vidro, durante 5 minutos. Ao controlo foi
adicionada a mesma quantidade (500 pL) de agua destilada; (iii) adicionou-se, muito
lentamente de forma a ndo ressuspender o sedimento colocado no fundo do frasco, cerca de
800 mL de 4gua do mar a 35 de salinidade; (iv) deixou-se repousar cerca de 24 horas; (V)
misturou-se novamente o sedimento e deixou-se repousar mais 24 horas; (vi) decantou-se,
cuidadosamente para nao retirar sedimento, o maximo possivel de dagua; (vii)
homogeneizou-se novamente o sedimento e deitaram-se os frascos, de modo a escorrer o
total da 4gua do mar que ainda poderia restar no interior dos mesmos. Os frascos tiveram
um periodo de repouso de cerca de 24 horas; (viii) por fim, decantou-se a restante agua e
homogeneizaram-se cada um dos sedimentos durante 5 minutos, de forma a que as areias e
os finos ficassem bem misturados. Em cada frasco voltou a adicionar-se, muito lentamente
e com o auxilio de uma vareta de vidro de modo a ndo ressuspender os sedimentos, 900

mL de dgua do mar a 35 de salinidade. Deixou-se assentar durante 24 horas.

O processo de contaminagdo dos sedimentos acima descrito durou um total de 96 horas (4
dias). De seguida, antes de se colocarem os animais, foram recolhidas amostras de
sedimento, as quais foram imediatamente congeladas a -20 °C. Mais tarde foram
liofilizadas, crivadas com uma rede de 100 um, de forma a obter as particulas finas,
homogeneizadas por trituragio em almofariz, armazenadas em frascos de vidro e
preservadas em local seco e fresco para posterior andlise de mercurio. As areias obtidas da

separagdo das fracgdes foram também armazenadas para posterior analise de mercurio.

2.2.3 Colheita e Manuseamento dos Animais

A colheita de Nassarius reticulatus realizou-se na Praia da Barra (junto a entrada da Barra
da Ria de Aveiro) — estacdo 19 (Tabela 2.1) — com o auxilio de nassas com isco. Apos
regresso ao laboratorio, o sexo dos animais foi determinado com uma lupa de disseccao,

separando-se as fémeas dos machos. Foram utilizadas apenas fémeas na experiéncia.
Os animais aclimataram durante, aproximadamente, duas semanas em aquarios em cascata

com filtros naturais constituidos por 3 frac¢des diferentes de areias e cascalho intercalados

com uma camada de 13 de vidro.
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Apos os 20 dias da experiéncia, os 5 animais de cada sedimento e de cada tratamento
foram congelados inteiros. Mais tarde, retirou-se a concha e o opérculo de cada um dos
animais e os tecidos foram liofilizados, homogeneizados por trituragdo em almofariz,
armazenados em frascos de vidro e preservados em local fresco e seco para posterior

analise de mercurio.

Foi também retirada uma amostra de 4gua (50 mL) por cada frasco ao fim de 10 dias de
experiéncia. As amostras de dgua foram acidificadas com 100 pL de HNO; (“mercury

free”) e posteriormente foi analisado o mercurio dissolvido.
2.2.4 Determinacgdo do Mercurio Total nos Sedimentos e nos Tecidos

Para a determinagdo do mercurio total (Hg) nos tecidos de Nassarius reticulatus e nos
sedimentos, particulas finas e frac¢ao de areia, foi utilizado o método proposto por Costley
et al. (2000), isto ¢, a decomposigdo térmica com detec¢ao por espectrometria de absorgdo

atomica (AAS). O método encontra-se descrito no sub-capitulo 2.1.3.

Os animais foram pesados individualmente numa microbalanga com uma precisao de 0,01
mg, assim como as amostras de sedimentos finos. As areias pesaram-se numa balanca
analitica com uma precisdo de 0,1 mg. Foram realizadas, pelo menos, trés leituras de
mercurio por cada amostra de forma a garantir um coeficiente de variagdo menor que 10%.
Ao longo deste trabalho sdao expressos os valores médios da concentragdo de merctrio para
cada amostra (ug g peso seco) e o respectivo desvio padrio. No que diz respeito aos
sedimentos foi analisada apenas uma amostra por cada situacdo experimental. Para
Nassarius reticulatus foram analisados separadamente 5 animais por cada situa¢do

experimental.

Para os sedimentos e para os tecidos foram utilizados os mesmos materiais de referéncia
descritos no sub-capitulo 2.1.5. O limite de deteccao estimado encontra-se no sub-capitulo

2.1.6.
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2.2.5 Determinacgéo do Mercurio Dissolvido Reactivo

A concentracdo de mercurio dissolvido reactivo na dgua foi determinada pela técnica de
espectrofotometria de fluorescéncia atomica com vapor frio (CV-AFS) usando SnCl,
(10%, p/v) preparado em HCl a 5% (p/v) como agente redutor. O equipamento utilizado foi
um espectrofotometro de fluorescéncia atdmica PSA, modelo 10.003, equipado com um
detector Merlin PSA, modelo 10.023. Foram realizadas duas leituras para cada amostra de

agua e por cada situagdo experimental.

Na quantificacdo do mercurio na agua foi utilizado o método da curva de calibragdo, obtida
pela leitura de varios padrdes de mercurio, tendo sido estes preparados a partir de uma
solugio de 1000 mg L' de merciirio (BDH) em HNO; (2% “Hg-free”, preparado em H,O
Milli-Q). Foram usados padrdes de mercurio com varias concentragdes, nomeadamente
0,05; 0,1; 0,3 ¢ 0,5 ug L'; a leitura do 4cido nitrico 2% (Hg-free) foi considerada para a
curva de calibragdo como sendo o padrdo de 0 pg L' de mercurio. Durante a realizagio
destas determinagdes foram sempre efectuadas curvas de calibragdo no proprio dia da
analise, com pelo menos cinco padrdes. Este método de trabalho foi adoptado dado que na
analise de mercurio por fluorescéncia atomica com vapor frio (CV-AFS), os valores
obtidos para os intervalos de confianga (IC) do declive das varias curvas de calibragdao
(Miller & Miller, 2000) realizadas em dias diferentes nem sempre se sobrepdem, tal como

Pereira (1996) e Valega (2002) verificaram ocorrer em trabalhos anteriores.

No caso da técnica de espectrofotometria de fluorescéncia atémica o limite de detecgdo foi
calculado a partir do método da curva de calibragdo visto ndo ser possivel distinguir o sinal
analitico do branco da flutuagdo da linha de base (Miller & Miller, 2000). O limite de

deteccdo foi estimado como sendo 0,026 pg L™
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2.3 ANALISE ESTATISTICA
A anélise estatistica de regressdo, correlacdo (coeficiente de correlacdo de Pearson), teste

F, teste t-Student e ANOVA realizada no presente trabalho foi executada com o programa

STATISTICA 7.0.
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3.1 LEVANTAMENTO DOS NiVEIS DE CONTAMINACAO POR MERCURIO DOS SEDIMENTOS

E DOS TECIDOS DE NASSARIUS RETICULATUS AO LONGO DA COSTA PORTUGUESA

3.1.1 Concentracdo de Mercurio nos Sedimentos

A Figura 3.1 (A) mostra a localizagdo das estacdes de amostragem ao longo da costa
Portuguesa e os respectivos resultados obtidos para as concentracdes de mercurio total (ug

-1 .
g"') nos sedimentos.

As concentracdes de mercurio total nos sedimentos variaram entre 0,02 ¢ 0,87 ug g (peso
seco); as concentracdes mais baixas foram observadas nas estacdes de amostragem
localizadas em mar aberto (estagdes de amostragem 2, 8, 9, 10, 16, 30, 37 e 38), onde os
valores nio excederam 0,10 pg g, sendo a média dos valores das concentragdes de
mercurio total de 0,07 pg . As restantes estacdes de amostragem, localizadas dentro dos
estudrios, apresentaram, em geral, os valores de concentracdo de merctrio total mais

elevados, os quais variaram entre 0,09 ¢ 0,87 ug g e a média foi de 0,28 pg g

Nas estagdes de amostragem de Leixdes observaram-se as concentragdes de mercurio total
mais elevadas. Este sistema estuarino tem um importante porto comercial e recebe varios
efluentes industriais, o que pode explicar estas elevadas concentragdes. Nesta zona ¢
possivel descrever um incremento de mercurio desde a zona costeira adjacente até ao

interior do estuario (estagdes de amostragem 9 a 16).

Os valores de concentracdo de mercurio organico nos sedimentos foram sempre abaixo do
limite de detecgdo, representando menos de 1,5% da concentragdo de mercurio total
(calculado a partir do limite de deteccao e dos valores de mercurio total registados nos

sedimentos).
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Figura 3.1. Mapa das estagdes de amostragem e respectivas concentragdes de merctrio total (ug g”)
nos sedimentos (A), nos tecidos das fémeas (B) e dos machos (C) de Nassarius reticulatus e
concentragdes de merciirio organico (ug g") nos tecidos das fémeas (D) e dos machos (E) de Nassarius
reticulatus. (As barras de erro representam o desvio padrdo referente a trés leituras da mesma amostra).
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3.1.2 Concentragédo de Mercurio em Nassarius reticulatus

Ao longo da costa Portuguesa as concentragdes de mercurio total nos tecidos de Nassarius
reticulatus variaram entre 0,06 e 0,83 pg g (peso seco) nas fémeas (?) (Figura 3.1 (B)) e
entre 0,07 e 1,02 pg g (peso seco) nos machos (&) (Figura 3.1 (C)). As concentra¢des de
mercurio total foram geralmente mais baixas no interior dos sistemas estuarinos (de 0,06 a

0,83 pg g') do que em mar aberto (de 0,11 a 1,02 ug g™).

As concentragdes de mercurio total foram similares para os dois sexos (declive nao

estatisticamente diferente de 1; t = 0,6; P > 0,05) (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Nassarius reticulatus. Relagdo entre a concentragdo de
mercirio total (ug g") nos machos (&) e a concentragio de mercirio total
(ug g ) nas fémeas (Q) (equagio de regressio: y = 0,97x; F = 377,0; P <
0,001).

Para as estacoes de amostragem 8, 9, 16 e 25 determinaram-se as concentracdes de
mercurio total nos tecidos, na concha e no opérculo de Nassarius reticulatus. Os resultados
obtidos (em percentagem) encontram-se representados graficamente na Figura 3.3. Assim,
verificou-se que 75 a 93 % do mercurio total se encontra nos tecidos dos animais, 3 % na
concha e 5 a 9 % no opérculo (com excepcdo da estagdo 25 onde a concentracdo de

mercurio total no opérculo ascende aos 22 %).
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Figura 3.3. Nassarius reticulatus. Concentragdes de mercirio total (ug g") nas
varias partes do corpo. Estagdes de amostragem (EA) 8,9, 16 ¢ 25.
Otecidos O opérculos O conchas

Os valores de concentracdo de mercurio organico variaram entre 0,027 e 0,51 pug g'1 (peso
seco) nas fémeas (Figura 3.1 (D)) e entre 0,025 ¢ 0,75 pg g (peso seco) nos machos
(Figura 3.1 (E)). Verificou-se que o mercurio organico representa, em média, 59% do
mercurio total dos tecidos (variando entre 32,2% e 88,2%). Para ambos os sexos observou-

se que os valores de concentracdo de mercurio organico foram similares (declive ndo

estatisticamente diferente de 1; t =2,0; P > 0,05) (Figura 3.4).
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Figura 3.4. Nassarius reticulatus. Relagdo entre a concentracdo de
mercurio organico (ug g") nos machos (&) e a concentragio de mercirio
organico (ug g) nas fémeas (9) (equagio de regressio: y = 0,88x; F =
261,57; P <0,001).
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Verificou-se também que a propor¢do de mercurio organico nos tecidos (relativamente ao
mercurio total) esta inversamente correlacionada com a concentragao de mercurio total nos
sedimentos (r = -0,484; P < 0,01) nos machos (Figura 3.5), embora para as fémeas (Figura
3.5) ndo se tenha obtido uma correlagao significativa (r = - 0,38; P = 0,06). Por outro lado,
a propor¢do de mercurio organico nos tecidos esta positivamente correlacionada com a
concentragcdo de mercurio total nos tecidos nas fémeas (r = 0,44; P < 0,05) e nos machos (r

=0,50; P <0,01).
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Figura 3.5. Nassarius reticulatus. Rela¢do entre a propor¢do de mercurio orginico nos tecidos
(relativamente ao mercurio total) e a concentracdo de mercurio total nos sedimentos. Coeficiente de
correlagdo (r) e significancia (P).

Efectuaram-se analises de correlagdo entre a concentragdo de mercurio (total, organico e
inorganico) nos tecidos de Nassarius reticulatus e a concentragdo de mercurio total nos

sedimentos ao longo da costa Portuguesa (Figuras 3.6, 3.7 e 3.8).

A andlise de correlacdo entre as concentragdes de mercurio total nos sedimentos e o log
das concentragdes de mercurio total nos tecidos mostrou uma correlagdo inversa
significativa, tanto para as fémeas (r = -0,52; P < 0,01) como para os machos (r = -0,64; P

<0,01) (Figura 3.6).

Também, a analise da correlagdo entre as concentragdes de mercurio total nos sedimentos e
o logjp das concentra¢des de mercurio organico e inorganico nos tecidos mostrou uma
correlacdo inversa significativa, tanto para as fémeas (r = -0,64; P < 0,01 (Figura 3.7); r = -
0,48; P < 0,01 (Figura 3.8), respectivamente) como para os machos (r = -0,66; P < 0,001
(Figura 3.7); r =- 0,55; P < 0,01 (Figura 3.8), respectivamente).
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Figura 3.6. Nassarius reticulatus. Logaritmo na base 10 das concentragdes de mercirio total (ug g') nas
fémeas (9) e nos machos (&) em fungdo das correspondentes concentragdes de mercirio total (ug g") nos
sedimentos. Coeficiente de correlagdo () e significancia (P).
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Figura 3.7. Nassarius reticulatus. Logaritmo na base 10 das concentragdes de mercirio organico (ug g™)
nas fémeas (%) e nos machos () em fungio das correspondentes concentragdes de mercirio total (ug g)
nos sedimentos. Coeficiente de correlacdo (r) e significancia (P).
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Figura 3.8. Nassarius reticulatus. Logaritmo na base 10 das concentra¢des de mercirio inorganico (ug g")
nas fémeas (3) e nos machos (&) em fungdo das correspondentes concentragdes de mercurio total (ug g™)
nos sedimentos. Coeficiente de correlacdo (r) e significancia (P).
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A razdo entre a concentra¢do de mercurio total nos tecidos de Nassarius reticulatus ¢ a
concentracdo de mercurio total nos sedimentos em cada estacdo de amostragem, aqui
representada pelo simbolo RZys, variou entre 0,04 e 4,5 nas fémeas e entre 0,03 e 4,4 nos
machos. A andlise de correlacdo entre o log;o de RZys e o logp das concentragdes de
mercurio total nos sedimentos mostrou uma correlagao inversa, tanto para as fémeas (r = -

0,90; P <0,01) como para os machos (r =-0,92; P <0,001) (Figura 3.9).

- 2,0 - 2,0
41,5 4 1,5
~ o r=-0,90 110 ~_ r=-0,92 1 10
<
ot o= le P <001 105 <o ° "-a_e P <0,001
@ S » -
¢ ® o St S J
2 —o 8 ‘ 0w ¥ —° 580 ‘ 00
e 2,0 L5 98 0P 0[0 e 20 1,5 10 98L 09 0lo
=] S 47-05 © [6) e o
Qo R |
A } 00 ¢ A } 00 -~
g Ol .15 o o
2,0 ]
-1 . -1 .
log [HgJeota (ug g ) sedimentos log [Hg]iow (1g g ) sedimentos

Figura 3.9. Nassarius reticulatus. Rela¢do entre RZ, (razdo entre a concentragdo de mercurio total nos
tecidos e nos sedimentos) e a concentragio de merciirio total nos sedimentos (ug g"') (base log - log).
Coeficiente de correlagdo (1) e significancia (P).

3.2 ESTUDO LABORATORIAL DA ACUMULACAO DE MERCURIO POR NASSARIUS

RETICULATUS

A Figura 3.10 mostra os resultados obtidos para as concentra¢des de mercurio dissolvido
reactivo nas aguas (ug L) ao fim de 10 dias de experiéncia, em cada situacio
experimental. Comprova-se que nos tratamentos em que se adicionou mercurio a
concentracdo deste metal na dgua foi superior a da situagdo controlo. De facto, no controlo
a concentra¢io de mercurio nio ultrapassou os 0,030 ug L™, enquanto que em T1 e em T2
a concentracdo de mercurio variou de 0,084 a 0,33 pg L ' ¢ de 0,21 a 039 pg L 7',

respectivamente.
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Figura 3.10. Concentragdes de mercirio dissolvido reactivo (ug L) na dgua
para cada tipo de sedimento e tratamento. As barras de erro correspondem a 1
desvio padréo referente a duas leituras da mesma amostra.

Na Figura 3.11 estdo representados os valores de concentracdo de mercurio total nos
sedimentos (finos, areias e mistura) para cada situacdo experimental no inicio da

experiéncia.

A concentracdo de mercurio na fraccdo de particulas finas dos sedimentos (Figura 3.11
(A)) variou entre 0,040 e 0,063 pg g'1 (peso seco) para a situacdo de controlo, entre 0,51 e
4,6 ng g (peso seco) para T1 e entre 0,92 e 8,7 pg g (peso seco) para T2. Constata-se,
assim, que a concentracdo de mercurio na frac¢do de finos aumentou com a quantidade de
mercurio adicionada e esta concentragdo foi sempre superior nos sedimentos com menor

porcdo de particulas finas.

Na frac¢do de areia (Figura 3.11 (B)) a concentragao de mercurio foi sempre inferior do
que na fracc¢io de finos, tendo variado entre 0,0036 ¢ 0,076 pg g (peso seco) no controlo,
entre 0,073 ¢ 0,56 pg g (peso seco) em T1 e entre 0,32 ¢ 0,38 pg g (peso seco) em T2.
Os resultados obtidos para a concentragdo de mercurio na fraccao de areia nos trés tipos de
sedimentos estdo provavelmente afectados pelo facto de ndo estarem completamente
limpos de particulas finas. Este facto pode conduzir a uma sobreavaliagdo da concentracao
de merctrio na frac¢do de areias e, consequentemente, a uma estimativa menos rigorosa da

concentragdo de mercurio do sedimento total (mistura) (ver abaixo).
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Figura 3.11. Concentragdes de mercurio total (ug g") (peso seco) medidas na
fraccdo de particulas finas (A) e na frac¢io de areia (B), e estimada para a
mistura das duas fracgdes (C), para os trés tipos de sedimento em cada
tratamento. As barras de erro correspondem a 1 desvio padrdo referente a trés
leituras da mesma amostra.
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A Figura 3.11 (C) representa a contaminagdo de mercurio para o sedimento total (mistura)
estimada através da ponderagdo das concentragdes de mercurio determinadas para as
fracgdes de finos e areias que compdem o sedimento. A concentragdo de mercurio total
variou entre 0,024 ¢ 0,086 g g'1 (peso seco) no controlo, entre 0,44 e 0,68 ug g'1 (peso
seco) em T1 e entre 0,80 ¢ 1,2 ug g (peso seco) em T2. A concentragdo de mercurio nos
sedimentos em T1 ¢ cerca de metade da estimada para T2, o que ¢ esperado visto que se
adicionou o dobro da quantidade de merciurio em T2 aquando do processo de

contaminagdo dos sedimentos.

A agua e os sedimentos do controlo ndo estdo isentos de merclrio, uma vez que oS
sedimentos provieram de um local relativamente pouco contaminado da Ria de Aveiro. No

entanto, a concentragdo deste metal ¢ muito baixa e serve os propdsitos da experiéncia.

Os resultados obtidos para a concentracio de mercurio total (ug g') (peso seco) nos

tecidos de Nassarius reticulatus apresentam-se na Figura 3.12.

m N. reticulatus (sed 1 - 80%finos) ’\ 3
m N. reticulatus (sed 2 - 30%finos) W
N. reticulatus (sed 3 - 10%finos)

[HgJow(ug g

controlo T1 T2

Figura 3.12. Nassarius reticulatus. Concentragdes de mercirio total (ug g™)
(peso seco) nos tecidos para cada tipo de sedimento e tratamento. As barras
de erro correspondem a 1 desvio padrdo referente a quantificacdo de
mercurio em cinco animais diferentes da mesma situagdo experimental.
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A concentragdo de mercurio nos tecidos de Nassarius reticulatus variou entre 0,40 e 0,52
g g’ no conjunto dos tratamentos e nos trés tipos de sedimento. Ao fim de 20 dias ndo se
registaram diferengas significativas na concentracdo de merclrio nos tecidos entre as
diferentes situacdes experimentais; a analise de variancia multifactorial (ANOVA; factor 1:
tipo de sedimento, factor 2: tratamento) indica que a concentracdo de mercurio nos tecidos
nao foi influenciada significativamente nem pelos diferentes tipos de sedimentos utilizados
(F=0,142; P = 0,87) nem pelos diferentes tratamentos (F = 0,210; P = 0,81). Verificou-se,
portanto, que ndo houve acumulagdo de mercurio por N. reticulatus durante o periodo de

tempo da experiéncia.
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O presente trabalho mostrou que, na costa Portuguesa, a concentragdo de mercurio total na
fraccdo < 100 um dos sedimentos é mais elevada nos estuérios, provavelmente devido a
maior descarga de efluentes urbanos e industriais nestas areas. O valor da concentragao
média de mercurio total nos sedimentos dos estuarios foi cerca de 4 vezes superior ao
observado em praias expostas, onde as concentragdes sdo similares as referidas para
sedimentos ndo contaminados (Ullrich et al., 2001). Uma vez que o mercdrio se liga
preferencialmente a fraccdo de particulas finas (ver ponto 3.2), as quais sdo mais
abundantes nos sedimentos estuarinos do que em praias expostas, as concentracdes de
mercurio no sedimento total (ndo fraccionado) serdo ainda potencialmente maiores nos

estuarios do que as referidas neste trabalho.

A concentracdo de mercurio organico nos sedimentos situou-se sempre abaixo do limite de
deteccdo, o que confirma a ideia generalizada de que as espécies inorganicas sdo a forma
de mercurio predominante nos sedimentos (o mercurio organico representa menos de 1,5%
da concentracao total). Nos sistemas de agua doce, as concentra¢des de metilmercdrio nos
sedimentos sdo normalmente 1 a 1,5% das concentra¢des de mercdrio total e tendem a ser

mais baixas (0,5%) nos ambientes estuarinos e marinhos (Ullrich et al., 2001).

Neste estudo, o aspecto de maior relevancia foi o facto da concentracdo de mercdrio total
nos tecidos de Nassarius reticulatus apresentar geralmente valores mais elevados fora dos
estuarios, e também o facto dos valores de concentracdo de mercdrio inorganico e organico
nos tecidos do animal serem inversamente correlacionados com a concentracdo de
mercurio total nos sedimentos. Entre as fémeas e os machos ndo foram encontradas
diferencas, o que pode sugerir que a absor¢do de mercurio e a bioacumulacdo séo
independentes das respostas fisioldgicas entre os sexos e da condicdo reprodutiva, e que a
bioacumulacdo segue uma via similar independentemente do sexo. Verificou-se, também,
que o mercurio organico representa, em média, 59% do mercurio total dos tecidos e que a
percentagem de mercurio organico nos tecidos (relativamente ao mercurio total) esta

inversamente relacionada com a concentracao de mercurio total nos sedimentos.

Como Nassarius reticulatus € uma espécie bentdnica e se enterra frequentemente nos

sedimentos, poder-se-ia esperar que este comportamento favorecesse a acumulacdo de
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mercario inorganico por esta fonte e que esta acumulacdo fosse positivamente
correlacionada com a concentragdo do mercudrio no sedimento. No entanto, ndo foi isto que
se verificou no presente trabalho e podem sugerir-se algumas hipoteses para explicar este
fendmeno. Uma diz respeito ao facto de se saber que o mercdrio inorganico pode ser
absorvido pelo biota a partir dos sedimentos, mas que também pode ser rapidamente
depurado, o que leva a uma baixa acumulacgdo a partir desta fonte (Beckvar et al., 1996).
Outra pode estar relacionada com uma eventual baixa biodisponibilidade de mercdrio para
N. reticulatus, particularmente dentro dos estuarios onde os sedimentos apresentam uma
elevada proporcdo de particulas finas. Por outro lado, os sulfuretos presentes nos
sedimentos em ambiente estuarino podem ligar fortemente o mercurio (1) e podem tornar

0 mercdrio indisponivel para o biota (Beckvar et al., 1996).

Diversos autores obtiveram resultados divergentes relativamente a acumulacdo de
mercurio por diferentes espécies de gastropodes. Horne et al. (1999) verificaram que as
concentra¢fes de mercdrio no gastropode Littorina sp. aumentaram com o aumento das
concentracfes de mercurio nos sedimentos. Callil & Junk (2001) demonstraram que 0sS
moluscos gastropodes de zonas mais contaminadas apresentavam valores de mercdrio mais
elevados, e que o gastropode Pomacea scalaris pode ser considerado um bom indicador de
mercurio, uma vez que o conteddo em mercurio total dos seus tecidos € maior do que para
outras espécies estudadas. Esta diferenca na acumulacdo é devida ao comportamento
especifico de cada espécie, tal como a ocupacdo de nichos especificos de acordo com a
disponibilidade alimentar (Callil & Junk, 2001). Liang et al. (2003) verificaram que 0s
gastropodes acumulam mais eficientemente mercurio do que os bivalves e que com o
aumento da dimensdo da concha do gastrépode, aumenta o conteudo em mercurio. Os
mesmos autores mostraram que 0 gastropode Rapana venosa pode ser um potencial
bioindicador para monitorizar a poluicdo por merclrio em oceanos. Também Vieira &
Alho (2004) encontraram uma forte correlagdo entre a concentracdo de mercurio total nos
gastropodes Ampullaria scalaris, A. canaliculata e Marisa planogira e no sedimento e
observaram niveis de mercurio mais elevados nos gastrépodes do que nos sedimentos.
Contudo, os resultados obtidos no estudo de Berto et al. (2006) sobre Nassarius reticulatus
revelaram que ndo ha correlacdo entre a concentracdo de mercurio total nos sedimentos e a

concentracdo de mercdrio total nos tecidos. Por outro lado, McGeer et al. (2003) fizeram
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uma extensa revisdo literdria no que diz respeito a relacdo entre os factores de
bioconcentragdo/bioacumulagéo e a concentracdo de exposicdo a metais nos organismos
aquaticos, e constataram que existe uma tendéncia de reducdo da concentracdo de mercurio
nos tecidos dos moluscos, em vez de um aumento, a medida que aumenta a exposicao ao
mercdrio inorganico. Segundo os mesmos autores, esta tendéncia contrasta com a
acumulacgdo de mercurio noutras espécies, especialmente peixes e artrépodes, e mesmo em
relacdo a outros metais, que é geralmente maior a medida que aumenta a exposicdo ao
metal (McGeer et al., 2003). Se isto se aplicar a N. reticulatus, pode também explicar a
relagdo negativa encontrada entre o mercurio nos tecidos e 0 mercdrio nos sedimentos ao
longo da costa Portuguesa, embora este comportamento ndo se tenha verificado na
experiéncia laboratorial realizada neste trabalho (ver abaixo).

H& poucas evidéncias de que os moluscos possam converter mercirio inorganico em
organico (Fowler et al., 1978), deste modo provavelmente o mercurio organico
determinado nos tecidos de Nassarius reticulatus é acumulado a partir de fontes externas.
Segundo Wang & Ke (2002), a concentracdo de um metal nos gastropodes pode néo
reflectir a concentracdo do metal no ambiente, mas sim a concentragdo do mesmo na sua
dieta. A diferente contaminacdo nos tecidos de N. reticulatus, fora e dentro dos estuéarios,
pode estar hipoteticamente relacionada com dietas distintas nos dois tipos de habitats
(estuarinos e ndo estuarinos), uma vez que € uma espécie necrofaga e a composicéo da sua
dieta depende dos animais que morrem nas diferentes comunidades. Esta hipoOtese €
suportada pelo facto da percentagem de mercdrio organico nos tecidos de N. reticulatus
tender a ser superior fora dos estuarios (em média 66,5%) do que dentro dos estuarios (em
média 56,2%) e estar positivamente correlacionada com a concentracdo de mercurio total
nos tecidos. No entanto, as concentracbes de mercurio organico determinadas neste
trabalho para este gastrépode sdo menores do que na maioria dos peixes adultos, onde o
metilmercdrio geralmente representa mais do que 90% do mercurio nos tecidos (EPA,
2001). Parks et al. (1989) mostraram que o metilmercurio num sistema de dgua doce estava
inversamente relacionado com as concentracdes de mercurio inorganico nos sedimentos e
que as concentracGes de metilmercurio na superficie da 4gua e nos peixes eram maiores a
cerca de 80 a 100 km a jusante da fonte, o que pode ser devido a uma diminuicdo na

concentracdo de sulfuretos nos sedimentos, a jusante. Isto faz com que a concentracéo de
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metilmerclrio seja inversamente correlacionada com o mercario inorganico nos
sedimentos, 0 que poderia hipoteticamente ocorrer também no presente estudo. Esta
correlacdo negativa levanta implicagdes metodologicas importantes nos programas de
monitorizacdo, uma vez que a maior parte das monitorizaces ambientais ocorrem nas
proximidades das fontes de contaminagdo, quando, de facto, os locais com maior
contaminacgdo biotica podem surgir a centenas de quilémetros de distancia, em areas mais
limpas, e implicar riscos no caso do consumo humano. Além disso, os efeitos adversos de
episddios de descargas concentradas de mercurio poderiam provavelmente emergir com

atraso consideravel nesses locais de contaminacéo distantes.

A correlagdo negativa entre a contaminagdo por mercurio nos sedimentos e nos tecidos de
Nassarius reticulatus observada ao longo da costa Portuguesa levanta uma série de
aspectos que precisam de ser investigados, dos quais se destacam os mais importantes: (i)
qual o factor de bioacumulacdo do mercurio inorganico e organico a partir dos sedimentos,
da agua e do alimento; (ii) qual a contribuicdo da alimentagdo na contaminacdo por
mercurio, considerando o efeito de bioampliacdo na cadeia tréfica e o facto de N.
reticulatus ser uma espécie necrofaga; (iii) qual a dieta desta espécie dentro e fora dos
estuérios; (iv) como varia a concentragdo do mercurio em N. reticulatus com o tamanho e a
idade dos animais. No que diz respeito aos pontos (ii) e (iii) a alimentacdo dos adultos é
dirigida a cadaveres de animais invertebrados ou vertebrados recentemente mortos e a sua
composicao especifica pode ser muito aleatéria e diversificada, logo de dificil analise. O
ponto (iv) é um aspecto que ndo terd influenciado os resultados obtidos no rastreio da costa
Portuguesa porque 0s animais seleccionados para o estudo tinham um tamanho de concha
semelhante e aproximadamente a mesma idade. Assim, de todos os aspectos referidos, o
primeiro € 0 que merece maior relevancia para este estudo, tendo sido investigado
experimentalmente apenas na parte que diz respeito & bioacumulacdo de mercdrio

inorganico a partir dos sedimentos e da agua.

Na experiéncia realizada neste trabalho (ver ponto 2.2), conseguiu-se simular condigdes
préximas das encontradas na costa Portuguesa, ndo s6 no que respeita a composicdo
granulométrica dos sedimentos dos diferentes habitats em que Nassarius reticulatus foi

colhido, como também relativamente a contaminacao por mercurio. De facto, obtiveram-se
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trés niveis de contaminagdo distintos nos sedimentos, representando, aproximadamente, o

nivel minimo, médio e maximo encontrados ao longo da costa.

Verificou-se que o mercurio inorgéanico se liga preferencialmente as particulas finas do
sedimento em detrimento da areia. A interpretagdo destes resultados pode ser feita com
base em duas hipo6teses. Uma hipétese diz respeito apenas as propriedades fisicas do
sedimento, ou seja, as particulas finas (<0,063 mm) apresentam uma superficie por unidade
de volume muito superior a das particulas de areia (0,5 mm - 1,0 mm), oferecendo uma
area de adsorcdo maior. Outra hipétese referir-se-ia as propriedades quimicas do
sedimento, que ndo foram determinadas, em que o mercurio pode ter uma maior afinidade
quimica pelas particulas finas e matéria organica associada e por isso ligar-se

selectivamente a estas.

No que diz respeito & agua, confirmou-se que a concentracdo de mercurio reactivo foi
baixa no controlo e proporcionalmente mais elevada nos tratamentos que receberam maior

quantidade de mercurio.

Na experiéncia desenvolvida, os animais estiveram expostos a concentracbes de mercurio
progressivamente mais altas nos sedimentos, mas ndo se observou um aumento
significativo da concentracdo de mercurio nos tecidos. A principal informacéo obtida desta
experiéncia, portanto, é que nao ocorre acumulacdo de mercurio inorganico por Nassarius
reticulatus a partir dos sedimentos ao fim de 20 dias de experiéncia. Nao é possivel saber
se este facto se deve a um eventual ciclo de absorcdo / eliminacdo de mercurio nestes
animais ou a indisponibilidade deste metal a partir dos sedimentos, uma vez que a
concentracdo de mercurio foi medida para todo o corpo e ndo para 6rgaos isolados. No
entanto, os dados sugerem que os sedimentos podem ndo ser a via principal de acumulagéo
de mercurio a partir do ambiente, tal como os dados de campo também sugerem. Contudo,
espera-se que possa ocorrer acumulacdo desta forma de mercurio a partir dos sedimentos
num periodo de tempo mais alargado, uma vez que estes animais tém uma longevidade de
4 a 10 anos (Barroso et al., 2005) e, também, porque a percentagem de mercario
inorganico encontrada nos tecidos ao longo da costa Portuguesa €, em média, cerca de

41%. A relacdo entre a acumulacdo de mercurio inorganico por N. reticulatus e a sua
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concentracdo nos sedimentos devera ser testada em laboratério para periodos de tempo
mais longos. Mesmo assim, assiste-se em 20 dias a bioacumulacdo de tributilestanho por
N. reticulatus em condi¢bes experimentais muito semelhantes (Barroso, comunicacao
pessoal, 2007), o que comprova o diferente comportamento do mercdrio inorganico em

comparagao com este composto organometalico.

Conclui-se que Nassarius reticulatus ndo € um bom indicador da contaminacdo por
mercurio inorganico dos sedimentos. No entanto, esta espécie podera ser Util para avaliar a
presenca de mercurio nos ecossistemas e para compreender melhor a forma como este
metal pode ser transferido ao longo da cadeia trofica, tendo em consideracdo a dieta
necrofaga que este molusco apresenta.

A correlacdo negativa encontrada no presente estudo entre a contaminacdo por mercurio
nos sedimentos e nos tecidos de Nassarius reticulatus é um aspecto muito interessante e ja
foi reportada anteriormente para outros moluscos (McGeer et al., 2003) e peixes (Parks et
al., 1989). S&o necessarios mais estudos para clarificar os mecanismos que envolvem a
acumulacao de mercario em moluscos, e em particular em Nassarius reticulatus, e explicar
mais claramente a relacdo inversa com as concentragdes ambientais. De facto, através dos
processos de bioacumulagdo e bioampliacdo das formas organicas de mercurio, toda a
cadeia alimentar envolvendo moluscos e espécies de peixes economicamente importantes
pode eventualmente reter uma excessiva carga de merclrio em regides com baixa
contaminacdo ambiental por este metal. Estas regides podem apresentar uma elevada
exploracéo pela pesca, constituindo por isso um risco inesperado para a saide humana.
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