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Palavras -chave

Resumo

Scrobicularia plana, biomonitor, arsénio, bioacumulacéo, Ria de Aveiro

O principal objectivo deste trabalho foi avaliar o nivel de contaminacao da
Ria de Aveiro por arsénio através da determinacdo das concentracfes de
arsénio nos sedimentos, matéria particulada suspensa (SPM) e agua e,
principalmente, avaliar a capacidade do bivalve Scrobicularia plana
(améijoa) como biomonitor para este contaminante na Ria de Aveiro.

Foram recolhidas amostras de sedimentos, SPM, agua e améijoa de varios
locais na zona do Largo do Laranjo, com base numa andlise preliminar que
demonstrou existir um gradiente de contaminag&o por arsénio nesta zona.
As améijoas foram divididas em cinco classes etarias com 1 cm de intervalo
(C1 a Cb5), correspondendo a classes anuais de tamanho. A determinacao
do teor de arsénio total em todas as amostras foi efectuada por
espectrometria de fluorescéncia atomica com geracdo de hidretos (HG-
AFS).

Os teores de arsénio presente nos sedimentos, SPM e aguas da Ria de
Aveiro apresentaram um gradiente de concentracdo. Nas aguas as
concentragcdes de arsénio variaram entre 0,5 pg/L no local menos
contaminado e 5,3 pg/L no local mais contaminado, enquanto nos
sedimentos foram encontrados valores superiores a 90 mg/kg no local mais
contaminado e na SPM, os valores atingiram os 260 mg/kg.

As concentracdes de arsénio total nas améijoas apresentam, em geral, um
aumento ao longo do ciclo de vida do organismo, estando o grau de
contaminagdo dependente dos niveis no meio envolvente, especialmente
dos niveis de arsénio na SPM. A regressao linear entre as concentracdes
de arsénio na améijoa e na SPM é significativa (RZ:O,87;P:0,05), indicando
gue esta deve ser a principal via de entrada de arsénio no organismo do
bivalve.

As taxas de bioacumulagcdo calculadas que apresentam valores mais
elevados dizem respeito aos locais mais contaminados, com valores
superiores a 5,5 mg/kg ano no local A1 e A3 e na ordem dos 3,5 mg/kg ano
no local A2. No local de referéncia (Al4) a taxa de bioacumulacdo néo
atingiu 1 mg/kg ano.

Os factores de bioconcentracdo calculados entre a améijoa e os diferentes
compartimentos ambientais demonstraram que a razdo entre o teor de
arsénio na améijoa e no meio que a envolve é superior nos locais menos
contaminados, concluindo-se que este bivalve ndo é o biomonitor ideal para

monitorizar a contaminacgédo de arsénio na Ria de Aveiro.
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The main objective of this study was to evaluate the level of arsenic
contamination in the Ria de Aveiro, through the determination of arsenic in
sediments, suspended particulate matter (SPM) and water, and to evaluate
the possible use of Scrobicularia plana (clam) as a biomonitor, through the
clarification of its bioaccumulation pattern.

Sediment, SPM, water and clam samples were collected from various
locations in the area of the Largo do Laranjo, based on a preliminary
analysis that showed an arsenic contamination gradient in the area.

The clams were divided into five age groups with 1 cm intervals (C1 to C5),
corresponding to yearly size classes. The determination of total arsenic in
all samples was carried out by atomic fluorescence spectrometry with
hydride generation (HG-AFS).

The levels of arsenic present in sediments, SPM and water of the Ria de
Aveiro presented a concentration gradient. In water, arsenic concentrations
ranged from 0.5 pg/L in the less contaminated location and 5.3 pg/L in the
most contaminated location. In sediments, concentrations reached as high
as 90 mg/kg in the most contaminated place, while the highest arsenic
concentrations where observed in SPM, reaching as high as 260 mg/kg in
the same area.

The concentrations of total arsenic in clams generally increased through
the life cycle of the organism and the degree of contamination depended
on the environmental contamination levels, especially the levels of arsenic
in SPM. The linear regression between concentrations of arsenic in clams
and SPM was found to be significant (R2:0.87; P=0.05), contrary to
sediments and the dissolved phase, suggesting that this should be the
main route of arsenic entry in the body of the bivalve.

Bioaccumulation rates were higher in the most contaminated sites, with
values greater than 5.5 mg/kg year in sites A1 and A3 and in order of 3.5
mg/kg year on site A2. At the reference site (Al4), the rate of
bioaccumulation was lower than 1 mg/kg year.

The bioconcentration factors calculated between the arsenic contamination
in clams and the different environmental compartments showed that the
ratio between the concentration of arsenic in clams and in the surrounding
medium is higher in the less contaminated sites, suggesting this bivalve not
to be the ideal biomonitor to evaluate the As contamination in the Ria de
Aveiro.
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1. Introducao e objetivos do trabalho
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1.1. Introdug¢ao

Ao longo dos tempos, os estuarios tém sido loctistieos para a indastria e
urbanizacdo, pois proporcionam excelentes oporholeisl para o transporte de
mercadorias, o desenvolvimento de diversas atieslad permitem a diluicdo de muitos
residuos poluentes (Spencer, 2002). Sado tambénoras anais populosas do mundo,
levando a uma pressdo antropogénica adicional sedies zonas de grande producéo
biolégica, bercarios de um sem numero de espéeidauha (Ridgway and Shimmield,
2002).

Os estuarios, sendo zonas importantes de transig@réda sedimentos entre sistemas
fluviais e maritimos, estdo sujeitos a descarganda elevada quantidade de particulas as
quais se associam contaminantes, provenientesiddades agricolas, industriais e de
lazer (Ridgway and Shimmield, 2002). Devido a pssos de sedimentagdo e
ressuspensdo constantes, a fraccdo sedimentar eassmmpapel essencial no ciclo
biogeoquimico de muitos contaminantes, servindoocfamte, reservatorio ou mediando a
sua transformacéo (Moreira et al., 2006).

A distribuicao e disponibilidade dos contaminamtes sedimentos tem importancia em
todo o sistema estuarino, uma vez que nele hahilamtas e animais que tém papel
importante na cadeia alimentar. A bioacumulacidosefescontaminantes por estes
organismos pode resultar na passagem desses adenpama peixes, aves, mamiferos e
para o Homem, trazendo problemas a sua saude (Rydagwd Shimmield, 2002).

Muitos dos contaminantes que afectam o ambientenhtasdo metais e metaldides
que se destacam negativamente (Agusa et al., 38#)8% suas caracteristicas toxicas.
Metais como o cobre e 0 zinco sao considerados@asgena manutencédo do metabolismo
dos organismos, mas podem ser téxicos em concéagagevadas (Miguel et al., 1999,
Rodrigues et al., 2010). Outros como o0 mercurio &sgnio ndo tém qualquer funcao
metabolica e apresentam elevada toxicidade, mesuoamdgQ presentes em baixas
concentragdes. As principais fontes naturais dedtgeentos potencialmente toxicos no
ambiente aquatico sdo a atividade vulcanica e sierde rochas; contudo a contaminagao
por estes elementos esta quase sempre ligadaidadés humanas, principalmente as

atividades agricolas, industriais e domésticasrévigo and Canesi, 1991).
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Os perigos associados a presenca deste tipo deostmamo ambiente derivam nédo sé
da sua persisténcia e toxicidade, mas também deidaple de concentracdo ao longo da
cadeia trofica, colocando em perigo a nossa saddpu€l et al., 1999). Este problema
despertou grande interesse por parte da comunidigd¢ifica, no conhecimento dos
percursos e destinos dos contaminantes nos eepsastosteiros e estuarinos de todas as
regides do mundo (Joiris and Azokwu, 1999), noidentle avaliar o estado atual de
contaminacdo dos sistemas estuarinos e na proeuraedidas de protecdo para estes
ecossistemas. Inicialmente, esta avaliacdo bassamas componentes abioticas (fraccao
dissolvida e sedimentar), mas nem sempre estasangédiflete a disponibilidade dos
contaminantes para 0s organismos, sendo esta depende inUmeros factores fisico-
quimicos, tanto na coluna de agua como no sedinf€atelho et al., 2009).

Face a algumas limitacbes da monitorizacado da coemte abidtica, essencialmente a
dificuldade de refletir a biodisponibilidade de taminantes para as comunidades
biolégicas, foi proposto 0 uso de organismos vipas avaliar a disponibilidade destes
contaminantes para a cadeira trofica, uma vez gtgs @cumulam ao longo do tempo a
porcado de contaminantes disponiveis na coluna de é@g nos sedimentos em seu redor.
Esta monitorizagdo permite prever a forma como rgaresmos vivos sao afectados ao
longo da cadeia trofica e, consequentemente, caderg afectar os seres humanos (Joiris
and Azokwu, 1999). A biomonitorizacao é, hoje e, dima metodologia muito utilizada
e foi recentemente enfatizada a nivel europeu goia@ramento da Diretiva Quadro da
Agua, que regulamenta medidas, ndo apenas parthariaguimica das massas de agua,
mas também para a melhoria dtatus ecoldégico das mesmas, numa abordagem
multidisciplinar (Coelho et al., 2009).

A procura de espécies que reflitam o nivel de ecomacdo ambiental tem sido uma
area de investigacdo prioritaria e, enquanto plj@na contaminantes como o mercurio
existe ja informacgéo consideravel, para outros corarsénio o conhecimento disponivel é
ainda insuficiente e muito fragmentado. Assim senelotendo em conta a elevada
toxicidade de algumas formas de arsénio, tornargente aprofundar os conhecimentos
sobre os processos de bioacumulacdo deste contdeniam espécies de ecossistemas

estuarinos.
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1.2.Principais propriedades fisicas e quimicas do arsénio e seus
compostos

O arsénio (As) é um semi-metal que pertence aocogt®pda tabela periddica, assim
como o azoto (N), o fésforo (P), o antimonio (Shy kismuto (Bi). Tem ndmero atomico
33, massa atémica 74,922 g/mol e uma densidade78egicni e pode encontrar-se em
quatro estados de oxidacédo, sendo eles -3, 0,43 As formas elementares (0) e arsina
(AsHs) (-3) existem apenas em ambientes fortemente oeztit Em condigoes
moderadamente redutoras a forma mais comum é aitargg-3), mas em ambiente
oxigenado, a forma mais estavel € o arsenato (+5).

O arsénio e 0s seus compostos ocorrem geralmentpegoenas quantidades em
rochas, solos, agua e ar sob formas amorfas, lerégavitreas ou em p4. Contudo, como
resultado de atividades antropogénicas, como aragée, fundicdo de metais, combustao
de combustiveis fosseis e a utilizacdo de pessicidaarsénio pode ocorrer em maiores
concentracbes em determinadas é&reas. Existem modogostos de arsénio com
importancia ambiental (WHO, 2001).

Na Tabela 1 estdo identificados os compostos skn@r mais abundantes no sistema
aquatico, podendo ser alguns deles encontradotarain sistemas terrestres. Na Figura
1 estdo representadas as suas estruturas molecalarasTabela 2 estdo identificados
outros compostos de arsénio existentes na natureza.
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Tabela 1 - Espécies de arsénio que ocorrem naturalmente no ambiente (ver estrutura dos compostos 1-22 na Figura

1) (WHO, 2001).
Nr. CAS Nome Sinénimo Estrutura
arsenato [1]
arsenito [2]
124-58-3 acido metilarsénico acido monometilarsonMMA  [3]
75-60-5 acido dimetilarsinico acido cacodilico, DMA [4]
4964-14-1  6xido trimetilarsino [5]
27742-38-7 iao tetrametilarsénio [6]
64436-13-1 arsenobetaina [7]
39895-81-3 arsenocolina [8]
dimetilarsinoilribésidos [9-19]
trialquilarsonioribosidos [20,21]
sulfato de dimetilarsinoilribitol [22]
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Figura 1 - Estruturas das principais espécies de arsénio que ocorrem naturalmente no ambiente (WHO, 2001).
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Tabela 2 - Outros compostos de arsénio presentes no ambiente (WHO, 2001).

Nr. CAS Nome Sinénimo Estrutura
Arsénio inorganico trivalente
tribxido de arsénio, 6xido arsenoso, arsénio
1327-53-3 oxido de arsénio (I11) branco As,;03 ou Ag0s
13768-07-5  acido arsenenoso acido arsenioso KAsO
7784-34-1 cloreto de arsénio (lll) tricloreto deéario, tricloreto arsenoso AsCI
1303-33-9 sulfureto de arsénio (I11) AsS;S;
Arsénio inorganico pentavalente
1303-28-2 oxido de arsénio (V) pentoxido de arsénio As,0s5
7778-39-4 acido arsénico acido orto-arsénico 3ASD,
10102-53-1  acido arsenénico acido meta-arsénico CHAs
arsenatos, sais de acido orto-arsénico
H,AsOy, HASQ®, AsQ*
Arsénio organico
593-52-2 metilarsina CHsAsH,
593-57-7 dimetilarsina (CHs)2AsH
593-88-4 trimetilarsina (CHg)3As
dialquilcloroarsina R,AsCl
alquilcloroarsina RAsCl,
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1.3. Fontes e ocorréncia do arsénio no ambiente

1.3.1. Fontes naturais e antropogénicas

As principais fontes naturais de arsénio sdo asacdos quais ele deriva (Yan-
Chu, 1994). O arsénio faz parte da constituicameess de 200 espécies minerais, sendo
gue em cerca de 60% aparece sob a forma de arse@@fh de sulfuretos e sais de
enxofre e os restantes 20% na forma de arsentesnitos, oxidos e arsénio elementar
(Nriagu, 1994). O mineral de arsénio mais comumagsanopirite (FeAsS). A tendéncia
que o arsénio tem para se ligar a ligandos contemmfre, faz com que este seja
regularmente encontrado em depdsitos de minerasiltieetos, como mineral isolado ou
como constituinte de outros minerais (Boyle andadean, 1973). Isto leva a que alguns
solos, préximos de zonas de mineragdo, apresep@nvezes, concentracdes de arsénio
elevadas, variando desde algumas miligramas adadi00 mg/kg. As concentracdes em
varios tipos de rochas igneas variam entre mendsades mg/kg, com um valor médio de
aproximadamente 2 mg/kg. As concentracfes em asenitcalcarios rondam os 10-20
mg/kg, enquanto em rochas sedimentares argiloga®) argilas e xistos, as concentracoes
podem atingir 900 mg/kg. Em rochas fosfaticas axeotracdes nado ultrapassam os 200
mg/kg (O”Neill, 1990).

A atividade vulcanica é considerada a segundarniambe natural de arsénio. Os
gases libertados devido a volatilizacdo e os cotopode arsénio facilmente volateis
presentes nos solos contribuem significativamerdea o fluxo de arsénio para a
atmosfera. Estas fontes naturais sao responsawe®po do fluxo global de arsénio, cerca
de 73.540 toneladas por ano que circulam na atmaosfes restantes 40% derivam de
fontes antropogénicas (WHO, 2001).

O arsénio tem sido libertado para o ambiente pethistria, operacdes de
mineracédo, agricultura e silvicultura. Em 1988, @ancomponente provinha de produtos
comerciais, com 60%, seguindo-se as cinzas de cam@ 25% (Yan-Chu, 1994). Os
principais processomdustriais responsaveis pela contaminacdo dos,satjua e ar por
arsénio, sdo a fundicdo de metais ndo ferrosospeoducdo de energia a partir de
combustiveis fosseis, seguindo-se o fabrico dagues a base de arsénio e 0s processos
de conservacao de madeirBas fontes indicadas, a fundicdo de metais é aquelanais
polui a atmosfera (Chilvers and Peterson, 1987).
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Os residuos da mineracdo de metais sdo uma famdicativa de espécies de
arsénio que podem levar & contaminagdo dos sojasemtes ao local da mina e, por
lixiviacdo, podem também contaminar as aguas gdioteas. SO nos Estados Unidos,
estima-se que existam varios bilides de toneladated residuos. Estes residuos contém
enxofre que, ao entrar em contacto com a humidaleséérica formam acidos que depois
podem lixiviar varios compostos, incluindo os decaio (WHO, 2001).

A organizacdo holandesa para pesquisa cientifitiaadp (TNO) efectuou um
inventario de emissdes de metais de 38 paises eugopegundo este inventario, as
emissbes totais de arsénio sdo de 575 toneladasfmowvenientes de duas fontes
principais: fontes fixas de combustdo de carvaleesécombustiveis (494 toneladas/ano) e
processos de producédo (77,3 toneladas/ano). Ngoteteda combustdo, a producdo de
eletricidade e o aquecimento urbano equivalem 8%6jas emissdes de arsénio. Nos
processos de producdo, 45,4% das emissfes saoigdsba industria do ferro e do aco
(European Comission, 2000). O grupo de trabalho Weédo Europeia (European
Comission DG Environment/direcdo com responsalulbdgpara o ambiente) concluiu que
houve grandes reducdes nas emissfes de arséni@ rmosfera em diversos paises
membros da Unido Europeia na década de 80 e infldosécada de 90 (European
Comission, 2000).

Relativamente a atividade agricola, a partir dadaae 60 houve uma mudanca no
uso de herbicidas. Os compostos inorganicos consbumbo, calcio, acetoarsenito, e
arsenato de cobre, foram substituidos por compost@icos e inorganicos como o acido
arsénico, arsenato de sédio, MMA e DMA (Woolson83)9 Na Australia, na primeira
metade do século XX, o trioxido de arsénio g foi amplamente usado para controlar a
piroplasmose bovina, tendo como consequéncia um@romacao geral por arsénio. Em
1983, os pesticidas e herbicidas a base de arséamm dos mais usados para controlo
biolégico nos EUA, num total estimado de 7 a 11 tmileladas por ano. Nos pomares
eram usados entre 32 a 700 kg de arsénio por bectaegando-se a registar, nos solos,
valores de 2500 mg/kg (Woolson, 1983).

As lamas dos esgotos urbanos podem conter quaesidaghificativas de arsénio
provenientes do escoamento de aguas residuaisrids f@ntes, como os residuos do uso
de pesticidas e detergentes fosfatados, de efkigmtastriais e mesmo do arsénio presente

na atmosfera que € depositado quando ocorre piEegédpi Os niveis de arsénio nas lamas
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dos esgotos sdo um indicador do grau de indugta@fio da &rea servida por esse sistema
de esgotos. Como exemplo, em Inglaterra foram teatps valores de arsénio de 0-188
mg/kg em lamas secas (Woolson, 1983). Estima-seegte pais sejam utilizadas cerca de
2,5 toneladas de arsénio em terrenos agricolaammrprovenientes de lamas de esgotos e
6,1 toneladas por ano resultantes da utilizacafertiizantes (O Neill, 1990). Em lowa,
nos EUA, foram também reportados valores de 2,8-8f)/kg com média de 9,8 mg/kg
em lamas de depuracdo das estacOes de tratameetidieos (Zhu and Tabatabai, 1995).

1.3.2. Principais aplicacées do arsénio

O conhecimento dos primeiros usos intencionais &ngo € um tema algo
controverso, pois acredita-se que na antiguidatke rastaldide ndo era conhecido, pelo
menos como elemento isolado. No entanto, ha regilderramentas e pecas ornamentais
construidas com ligas de cobre e arsénio, datadas milénios A.C. H& também registos
de algumas pinturas feitas com tintas em que alggrsedientes eram a base de arsénio.
No terceiro milénio antes de Cristo, o arséniotéonbém utilizado para criar o efeito de
superficie prateada em espelhos e estatuetas efoodente na producdo de vidro. Mais
tarde, as suas principais aplicagbes foram nafareeacéutica e na medicina, embora em
1600 ja se conhecessem os seus efeitos toxicds éosse recomendado contra pragas de
insectos em arrozais (Azcue and Nriagu, 1994). I8kbésto, muitos homicidas usavam
arsénio (AgO3) como veneno, contrastando com usos mais digndssdpor alguns
médicos, usando compostos de arsénio como antimotio tratamento de reumatismo,
artrites, malaria, tuberculose, diabetes e maitetarsifilis (Azcue and Nriagu, 1994).

Por volta de 1880, a Comissdo da Sociedade Méditaudres, preocupada com o
vasto uso de compostos de arsénio, emitiu umadeetigos que alertavam para o perigo
que representavam alguns materiais que tinhamaaastituicdo compostos de arsénio.
Esta comissdo concluiu também que algumas utilesacBadas ao arsénio eram
desnecessarias e deviam ser proibidas. Esta candes relevante importancia historica,
pois foi a primeira vez que foi sugerido haver wntmlo na utilizacdo de compostos que
sdo prejudiciais ao ambiente, aplicando niveis mési permitidos (Azcue and Nriagu,
1994).
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Ao longo dos anos, o Homem encontrou novos bepsfidas propriedades do
arsénio e dos seus compostos e 0 seu uso creguaneakialmente nos ultimos 150 anos.
Na Tabela 3estdo indicados as principais aplicacbes dos cawgpode arsénio na

atualidade.

Tabela 3 - Principais aplicagoes atuais dos compostos de arsénio.

Sector Aplicacbes

Pesticidas, insecticidas, desfolhantes, consereadte madeira, descasque

Agricultura de arvores, esterilizacao de solos
Producao
Animal Aditivos alimentares, prevencao de doenghgcidas

Antibidtico anti-sifilico, tratamento de tripanossiase, amebiase, doenca

Medicina do sono

Células solares, dispositivos optoelectronicoscapbes de

Electrénica semicondutores, diodos emissores de luz

Artigos de vidro, electrofotografia, catalisadongsotecnia, tintas

IndUstria antiferrugem, ceramica, substancias farmacéuticas

Ligas (soldas de carrocarias e radiadores), pdedmterias
MetalUrgica (endurecedores)
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Desde a década de 1860 até a introducdo do DD oetdes pesticidas organicos em
1940, os compostos inorganicos de arsénio eramrefdominante de insecticidas a
disposicéo dos agricultores e fruticultores o gwel a contaminagdo em massa dos solos
de cultura. A preocupacao com os residuos de dasdaahumbo em produtos agricolas
teve um papel importante no despertar da conseigritilica nos EUA sobre a seguranca
alimentar e contaminacéo ambiental da comida (AacgeNriagu, 1994).

Hoje em dia, cerca de 75% da utilizacdo de ars&inia € feita no sector agricola, na
forma de metilarsonato monossodico (MSMA), metdaego dissodico (DSMA), acido
dimetilarsinico e acido arsénico. O acido arséné@esar de alguma discordia, ainda é
usado na formacdo de sais conservantes de madsoiug@@es de arsenito de soédio sédo
ainda usadas para descascar arvores e no congrplarttas aquaticas. O acido arsenilico é
usado como aditivo nas racfes de aves e suinoséAaa Nriagu, 1994).

O arsénio metalico € usado principalmente no fahliie ligas metalicas combinando-
se com chumbo e com cobre. Arsénio metalico de @iteza (99,999%) é usado na
industria electronica, principalmente sob a forreaatsenieto de galio ou indio, formando
semicondutores. O arsenieto de galio € um semitonduwelhor que os componentes de
silicio usados convencionalmente, mas também naags & é usado no fabrico de diodos
emissores de luz (LED’s), células solares e emdssde infravermelho. O arsenieto de
indio tem sido usado para produzir o efeito de,Haf dispositivos de infravermelho e em

lasers experimentais (Azcue and Nriagu, 1994).

1.4. Toxicidade do arsénio

O arsénio é ha muito conhecido devido a sua todddaguda e cronica., esta ultima
devido ao seu uso medicinal. Ao longo dos anos peaduzido efeitos graves em
diferentes sistemas/orgaos de seres humanos aposigio oral ou por inalacdo (WHO,
2001).

As espécies inorganicas de arsénio sdo mais téxjoas as organicas para 0S
organismos. O arsénio (lll) é considerado aproxamaehte 60 vezes mais toxico que o
arséenio (V), sendo qualquer destas formas cerdd0derezes mais toxicas que as formas
organicas (MMA e DMA). A toxicidade destes compagstaria na ordem decrescente: As
(1) (arsenito) > As (V) (arsenato) > MMA (V) (mometilarsenato) > DMA (V)
(dimetilarsenato) (Jain and Ali, 2000).
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O arsénio inorganico soluvel é altamente téxicoirgastdo de grandes quantidades
leva a problemas gastrointestinais, disturbios foagdes do sistema cardiovascular e
nervoso e até a morte. A exposicdo prolongada @niarsdissolvido em agua esta
relacionada com o aumento do risco de contrairroande pele, pulmdes, bexiga e rim,
bem como alteragbes na pele, tais como hiperceraoslteragcbes de pigmentacdo. A
exposicdo ocupacional ao arsénio ocorre principaten@or inalacdo e é normalmente
associada ao cancro do pulméo. Existem ainda ositttmmas como hipertenséo, diabetes,
efeitos na reproducdo, doencas neurovascularestresoefeitos neurologicos a longo
prazo. Apesar disto, alguns compostos de arsénidaanoje sdo usados na medicina
(WHO, 2001).

Pagina 14



Bioacumulagdo de arsénio em Scrobicularia plana na Ria de Aveiro

1.5. Ciclo do arsénio no ambiente

1.5.1. Transporte, distribuicdo e transformaciao no ambiente

Os compostos de arsénio sofrem constantes traref6es, alternando entre o
estado sdlido, aquoso e gasoso, podendo haves tlestas espécies entre 0s solos, aguas,
ar e seres vivos (Bhumbla and Keefer, 1994). Narki@ esta representado um esquema
simplificado do ciclo do arsénio no ambiente.

Atmosfera ]
_ 1
Minas Pesticidas
Vulcdes Fertilizantes
J
Combustiveis fosseis
V ¢ Residuos industriais

] Residuos municipais
Seres vivos

v {

Solos
Rochas
Sedimentos

Figura 2 - Esquema simplificado do ciclo do arsénio no ambiente (Adaptado de (Bhumbla and Keefer, 1994)).

O arsénio é emitido para a atmosfera principalmg@ote processos envolvendo
altas temperaturas, como a producdo de energiaéatrde carvdo, fusdo de metais,
queimadas e atividade vulcanica. Alguns processasetilacdo e reducao microbial que
ocorrem a baixas temperaturas e em meios aerébi@naerdobios também contribuem

para a libertacdo de arsénio para a atmosfera, wenague séo libertados derivados
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metilados de arsénio volateis (Tamaki and Frankeape 1992). A principal forma
emitida € o 6xido de arsénio (&%) e com menor frequéncia algumas formas orgéanicas
volateis, existindo sobretudo sob a forma de pdescem suspensdo. Estas particulas séo
dispersas pelo vento e sdo devolvidas a Terraguosicdo humida ou seca (Coles et al.,
1979).

O total de emissbGes atmosféricas de arsénio, miufontes antropogénicas e
fontes naturais, tem sido estimado em 31.000 tdaslano e a sua remocéao de cerca de 30
a 50.000 toneladas/ano, levando a um tempo deéresadna atmosfera de cerca de 9 dias
(Walsh et al., 1979). Do arsénio total, estima-ge, gpor ano, 24.000 toneladas sejam
depositadas nos solos e 9.000 toneladas nos ocstersdolu et al., 1994).

O arsénio presente em rochas e solos pode sepdréado pelo vento ou erosao
hidrica. No entanto, alguns compostos, mesmo setdados pela agua da chuva ou pela
neve derretida, tém tendéncia a ser adsorvidoss petdos e ndo sofrem grandes
deslocacdes (Moore et al., 1988). Em condicbesaeatia forma predominante nos solos
€ 0 arsenito, podendo também existir arsina e iarsgmentar. Em solos bem drenados, o
arsénio ocorre na formayNsQ, se o solo for &cido ou sob forma HASGse o solo for
alcalino (WHO, 2001). Em &guas intersticiais deoscherobios o arsenato é a forma
predominante, ocorrendo também pequenas quantidbdessenito e MMA em zonas
mineralizadas. Estes compostos sofrem naturalmesdedes de oxidacdo, reducéo,

adsorcéo, dissolucéo e volatilizacdo (Bhumbla aeefér, 1994).

As principais vias de entrada do arsénio em ambierdrinho e estuarino sdo o
escoamento de rios e a deposicdo atmosférica. €iaré recebido sobre a forma de
arsenito e arsenato, mas, devido a absorcéo baldiga uma alteracdo na especiagao do
composto, havendo um aumento de espécies de angthimidas e metiladas. Ocorre
também reducdo do arsenato a arsenito por micnoigrgas, oxidacdo de arsenito a
arsenato e diluicdo das espécies devido ao contactoo mar nestas zonas (Sanders,
1980).

O potencial redox, o pH e os processos biologinfisenciam a interconversao
entre espécies com diferentes estados de oxidAg#idl e As(V)). Algumas espécies tém

afinidade por superficies argilosas e matéria ocgare isso pode afectar o seu
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comportamento ambiental. Além dessa afinidade,0esagle metilacdo e desmetilagdo
também influenciam a mobilizacdo e consequentememistribuicdo dos compostos de
arsénio (Mok and Wai, 1994). Na maioria das corelcde reducdo (meio acido ou
ligeiramente alcalino) o arsenito predomina (Nriat204).

O transporte e especiacdo do arsénio dependemria fguimica em que se
encontra e da interagdo com outros compostos, uarague este pode ser adsorvido por
argilas, 6xidos hidratados de ferro, hidroxidosatleninio, compostos de manganésio e
material organico. Nos sedimentos este processendepda qualidade da agua, das
comunidades bioldgicas locais e do proprio tipcsedimento (WHO, 2001). A presenca
de arsénio nas aguas intersticiais dos sedimentostéolada pela solubilidade de 6xidos
de ferro e manganésio hidratados em zonas oxidad@ssulfuretos metalicos em zonas
redutoras. Em ambiente redutor os oxidos de femaeganésio hidratados dissolvem-se e
0 arsénio é libertado para as aguas subterranaasppimente sob a forma de arsenito
(Moore et al., 1988). A mobilizacdo do arsénio ésnpeovavel de ocorrer em sedimentos
com baixo teor em o6xidos de ferro e manganésicatados e em carbonato de célcio
(WHO, 2001).

Segundo um estudo realizado por Riedel (1993) saltistribuicdo das espécies
solidas e dissolvidas de arsénio em sedimentostdare®s contaminados, 0 arsenito é a
forma dissolvida e soélida predominante nos sediaseptofundos, com ambiente redutor,
enquanto o arsenato € a forma dominante na canugegsfisial, mais oxidada. Na agua
intersticial, mantem-se este gradiente, havendopasaagem, por oxidacdo, de arsenito a
arsenato a medida que a profundidade diminui.

Apesar da ressuspensao fisica poder produzir undgrluxo do arsénio a partir
dos sedimentos, é a atividade bioldgica continudaator de maior relevancia na
mobilizacdo de arsénio nos sedimentos (Riedel.e1287). Foram feitos alguns balancos
da movimentacdo das espécies de arsénio nestegrd@sbie o ciclo do arsénio no
fitoplancton corresponde a maior parcela. O arsénmrganico € absorvido pelo

fitoplancton e reciclado quando este € consumidiegeadado (Millward et al., 1997).
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1.5.2. Bioacumulaciao de arsénio

A bioacumulacdo envolve dois processos distintogrimeiro, conhecido por
bioconcentracdo, € a absor¢do do contaminantegilas fara 0S organismos, que ocorre
desde os niveis tréficos mais baixos até aos nsugieriores da cadeia tréfica; o segundo
processo é conhecido por bioampliacdo e ocorreupoacgfonte de alimentacdo dos niveis
troficos superiores € progressivamente mais conthai e desta forma amplifica as taxas
de acumulacao no topo da cadeia (Watras et al8)199

Em organismos aquaticos ocorre bioacumulacdo depastos organicos de
arsénio, apdés a sua biogénese a partir de compastoganicos. Os fatores de
bioconcentracdo de compostos organicos de arsémiorganismos marinhos sdo mais
elevados do que para invertebrados e peixes dedigea Além de bioaconcentragcéo, ha
também estudos que provam existir bioampliacaccadsias tréficas aquaticas (Agusa et
al., 2008, Barwick and Maher, 2003, Culioli et 2D0Q9, Francesconi et al., 1999).

Os niveis de arsénio sdo geralmente superioresrgamismos que habitam zonas
préximas de fontes antropogénicas ou em areas domdade geotérmica, podendo
nalgumas espécies proximas de minas de arsengir&&000 mg/kg (WHO, 2001).

O fitoplancton consegue assimilar facilmente cema$o e incorporar pequenas
porcBes nas suas células. A maioria do arsenatrpo@do € reduzida, metilada e
devolvida ao meio envolvente em formas organicanas toxicas (Sanders, 1980). Os
invertebrados aquaticos que se alimentam de fibopdéd contaminado com arseénio
apresentam um aumento da quantidade corporal éei@re pensa-se que o contributo do
alimento para os niveis de arsénio nestes orgamigmmaior que o das aguas (Sanders,
1980). Num estudo de laboratério, Suhendrayatnaalef2002) concluiram que a
acumulacdo direta de arsénio por uma espécie dee p@ilapia mossambida é
proporcional a concentracdo de arsénio na agua.

Francesconi et al.(1999) expuseram mexilh&®gilus eduli$ a diferentes espécies
de arsénio e concluiram que todas elas eram acdasjlaendo que a arsenobetaina foi
absorvida com maior eficiéncia. Concluiram tambéue qodos os compostos foram
absorvidos sem sofrer qualquer alteracdo e mesi® @p periodo de depuracédo de 46
dias, ndo houve reducdes significativas nas coragigs de arsénio nos bivalves. Um
outro estudo mostra que independentemente da oegdrs meios de transporte, 0 arsénio

é bioacumulado activamente pelos bivalves (Valgiieer et al., 1999).
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Unlu and Fowler (1979) concluiram que os molusmsnulam significativamente
mais arsénio a 21°C do que a 12°C e que a absalgdarsénio € inversamente
proporcional a salinidade. Constataram ainda geléranacéo de arsénio é feita de forma
bifasica, com tempos bioldgicos de meia vida de32 @lias para os processos rapido e
lento, respectivamente e contribui para a elimiodgél de arsénio dos organismos.

Tendo em conta que o grande reservatorio de arsémiambientes estuarinos é a
fase sedimentar, organismos bentonicos que est@jagontacto direto e permanente com
esta fonte de contaminacéo estardo em maior rssexwamnular niveis elevados de arseénio.
Como muitas espécies estuarinas, nomeadamentevdsiyaldo consumidas diretamente
pelas populagbes, estas podem constituir um riscsatide humana que serd essencial
avaliar (de Mora et al., 2004).

1.6. Legislacao sobre niveis de arsénio no ambiente

Em Portugal, a legislacdo existente relativa aérapsem aguas consiste em limites
maximos permitidos para aguas de consumo humanoedfleentes industriais. O Instituto
Regulador de Aguas e Residuos (IRAR), ao abrigBelreto-Lei n° 306/2007, de 27 de
Agosto, estabelece o limite maximo de arsénio emmafgle consumo em 1@y/L,
enquanto para aguas residuais o valor limite dessfini na descarga destas aguas, ao
abrigo do Decreto-Lei n® 236/1998, de 1 de Agastile 100Qug/L de arsénio.

Relativamente aos sedimentos, existe apenas unexipogue limita a utilizagdo de
materiais dragados dependendo dos niveis de cordeéa (Portaria n.° 1450/2007 de 12
de Novembro), que estabelece 5 classes de contgbireadetermina 0S usos possiveis

para cada classe (Tabela 4).
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Tabela 4 - Classificagdo, niveis e usos permitidos a sedimentos dragados segundo a lei Portuguesa (Portaria n.2

1450/2007 de 12 de Novembro)

Concentracao de arsénio

Classificacao
¢ (mg/kg)

Destino do material dragado

Material dragado limpo — pode ser depositado no

meio aquatico ou reposto em locais sujeitos a

erosao ou utilizado para alimentacdo de praias sem
normas restritivas.

Classe 1 <20

Material dragado com contaminacdo vestigial —
pode ser imerso no meio aquatico tendo em
atencao as caracteristicas do meio receptor e 0 uso
legitimo do mesmao.

Classe 2 20-50

Material dragado ligeiramente contaminado —

pode ser utilizado para terraplenos ou no caso de
imersdo necessita de estudo aprofundado do local
de deposicao e monitorizagcdo posterior do mesmo.

Classe 3 50 -100

Material dragado contaminado — preposicdo em
terra, em local impermeabilizado, com a
recomendacdo de posterior cobertura de solos
impermedveis.

Classe 4 100 - 500

Material muito contaminado — idealmente n&o
deveréd ser dragado e em caso imperativo, deverao
os dragados ser encaminhados para tratamento
prévio e ou deposicdo em aterro de residuos
devidamente autorizado, sendo proibida a sua
imerséo.

Classe 5 > 500

Relativamente a legislacdo para os organismosteedisa portaria que limita os
niveis de arsénio em comida animal (Decreto -L1%®1L83/2007, de 14 de Maio), variando
este limite entre 2 e 40 mg/kg, dependendo do poodm questdo. Legislacdo sobre
arsénio em alimentos de consumo humano ndo exstaainento, sendo que decorrem
discussbes a nivel da Unido Europeia para deternmiv@is maximos de arsénio em
alimentos, estando esta legislacdo essencialmeefgendente da evolucdo das
metodologias de determinacao de arsénio.

Torna-se por isso essencial aprofundar o estuddirdanica deste contaminante no
ambiente e dos processos de bioacumulacdo dosaveompostos de arsénio, por forma
a avaliar o risco associado ao consumo de espsmi¢aminadas. Esta informacéo podera
depois ser usada com o objectivo ultimo de chegen @onsenso relativamente a legislar
0S niveis maximos de arsénio em produtos para oom$wmano, atualmente em falta a

nivel europeu.
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1.7.0 uso de bivalves como biomonitores de contaminacao

O uso de biomonitores € uma forma eficaz de obtdormacdo sobre a
biodisponibilidade de contaminantes no ambiente. \Rzes, 0s termos biomonitor e
bioindicador sdo confundidos e usados de formariietay mas existe uma forma simples
de diferenciar ambos 0s conceitos. Enquanto o hiitoroé capaz de fornecer dados
quantitativos sobre o0s niveis de contaminacdo amdjeos bioindicadores apenas
fornecem dados qualitativos, pela presenca ou eizgsém caso de contaminacao.

Um bom biomonitor deve possuir algumas caractesistientre as quais ser séssil,
abundante e facil de identificar e amostrar. E gamlimportante que sejam resistentes e
tolerantes agtresse as variagdes ambientais, ndo apresentando guaipo de regulacéo
no processo de bioacumulacdo, acumulando os cardates proporcionalmente a sua
concentracdo no meio. Contudo, uma vez que existarias vias pelas quais 0s
organismos podem estar expostos a contaminacaseacdo a exposicdo a diferentes
contaminantes varia de espécie para espécie, rdom s biomonitores sdo adequados a
um caso especifico.

Os moluscos bivalves sdo, por norma, bons acummgadi® elementos potencialmente
toxicos e tém caracteristicas fisioldgicas que aveam bons organismos biomonitores
(Byrne and O'Halloran, 2001). Foram j& realizadegsrdos estudos sobre uso de bivalves
como biomonitores de metais e metaldides em védowas do mundo, como na Irlanda
(Byrne and O'Halloran, 1999, Byrne and O'Hallor2001, Ridgway et al., 2003), Espanha
(Ruiz and Saiz-Salinas, 2000) e em Portugal, ndeiAveiro (Rosa, 2006, Coelho, 2009),
contudo ndo sdo conhecidos estudos relativamenseuiulacdo de arsénio neste
organismo.

O bivalve Scrobicularia planaé um molusco bivalve de vida longa que habita nos
sedimentos superficiais (primeiros 40 cm) dos estessas estuarinos (Verdelhos, 2003) e
distribui-se desde a Noruega até ao Senegal (Bammk O'Halloran, 1999). A sua
alimentacdo € feita através de um sifdo que somadincamente a superficie dos
sedimentos, filtrando os detritos depositados texface, ingerindo desta forma a matéria
particulada recentemente depositada (Byrne and llOtEia, 1999, Essink et al., 1991).
Este organismo é resistente a grandes varia¢cOsalidalade (entre 4 e 30%o) e reproduz-
se uma vez por ano, sendo que numa fase inicahtdlica, se desloca ao sabor das
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correntes (Essink et al., 1991). A medida que vaseendo, torna-se mais pesado e
deposita-se na superficie dos sedimentos por eg@padidade, processo denominado de
recrutamento benténico (Essink et al., 1991). Tesrdoconta o vasto conhecimento sobre
o ciclo de vida e a biologia desta espécie, toengassivel avaliar os processos de
bioacumulacéo de contaminantes ao longo do semaéclida, algo que ja foi feito para o
mercurio (Coelho et al., 2006). Por outro lado, wea que esta espécie é um recurso
estuarino explorado por populacbes locais, é imaptet avaliar os processos de
bioacumulacdo de contaminantes numa vertente dke sdiimentar, avaliando a evolucéo
dos niveis de contaminantes nas classes de tanpasisoveis de comercializagdo, tendo
em consideracdo que o tamanho minimo legal parureage améijoa é de 25 mm de
acordo com o estabelecido na Portaria n° 27/200Qbake Janeiro de 2001, alterada a 1 de
Outubro de 2004 pela portaria n°® 1266/2004 do Nénis da Agricultura, Pescas e
Florestas e rectificado pela Declaragcéo de reatiio n°® 99/2004, publicada no Diério da
Republica n° 264 de 10 de Novembro de 2004.

1.8. A Ria de Aveiro

A Ria de Aveiro situa-se no Oceano Atlantico, natamorte de Portugal, estendendo-
se ao longo de 45 km num eixo norte-sul e com farguaxima (num eixo perpendicular
ao referido anteriormente) de 10 km entre o Bicddoanzel e o Largo do Laranjo (Rosa,
2006).

Apresenta uma morfologia complexa, sendo congttpor varios canais ramificados
e esta ligada ao oceano Atlantico apenas por ufda.sa sua area é de cerca de 83 km
em preia-mar e de 66 Krem baixa-mar, com profundidades entre 0 e 20 m ¢aoais de
navegacao), embora predominem zonas pouco profyindasores a 1 m) que ficam a
descoberto em baixa-mar. As marés sao na sua graaagia semidiurnas, com uma
amplitude média de 2 m, sendo que a variacdo mirom@a os 0,6 m em maré morta e a
maxima ronda os 3,2 m, levando a niveis de aguanmadxde 3,5 m e minimos de 0,3 m
(Coelho, 2009).

O grande foco de estudo na Ria de Aveiro tem sidoeocurio, tendo em conta a
contaminacgao historica do sistema devido as dessatg efluentes de uma industria de

producdo de soda caustica, cujo ponto de entracRian@ra o Largo do Laranjo. Nao
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existem, ao invés, estudos publicados que refiragignde arsénio neste sistema estuarino,
em qualquer compartimento bidtico ou abibtico, apeke outras industrias do complexo
quimico serem responsaveis pela producao de 15@meladas de residuos de pirite, com
niveis muito altos de arsénio. PublicacGes receimigisam niveis elevadissimos deste
contaminante nos terrenos circundantes, nomeadamed margens do Esteiro de
Estarreja onde os niveis chegam a atingir os 3A@®WO0 mg/kg (Costa and Jesus-Rydin,
2001, Marques et al., 2009). Dados da fraccao ldisisoou particulada da coluna de agua
sao inexistentes, bem como para as comunidadesglwas, muitas delas recursos de valor
economico explorados pelas populacdes locais.

Assim sendo, torna-se premente uma avaliacdo dwlesie contaminacdo deste
sistema por arsénio, tanto nos varios compartinseatmoticos como nas comunidades

bioldgicas residentes.

1.9. Objetivos

Tendo em conta a informag&o apresentada anteritgn@principais objectivos deste
estudo séo:

- Avaliacdo do estado de contaminacdo da Ria ddardvmor arsénio através da
quantificacdo da concentracdo de arsénio totabedsnentos, aguas e matéria particulada
suspensa (SPM);

- Clarificagdo dos processos de bioacumulagdo séner no bivalveScrobicularia
planae determinacéo da taxa de acumulacdo anual desEnunante em locais expostos
a diferentes graus de contaminacdo ambiental;

- Avaliacdo da possivel utilizagdo desta espéaieocbiomonitor de contaminagéo de

arsénio em ambiente estuarino.

Pagina 23






Bioacumulagdo de arsénio em Scrobicularia plana na Ria de Aveiro

2. Material e métodos
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2.1.Locais de amostragem

A area da Ria de Aveiro escolhida para realizanastragem no ambito deste estudo é
um local reconhecido pela sua elevada contamine@dometais (Monterroso, 2004), fica
situada no canal da Murtosa e é conhecida commldwod_aranjo. O Largo do Laranjo é
uma pequena bacia interior (cerca de Z)knue esta ligado & ria por um canal estreito e
possui um gradiente de salinidade bem definidoeefgua salgada proveniente da ria e
agua doce proveniente de rios e outras fontes de, apmo efluentes industriais e
domeésticos (Coelho, 2009).

A escolha dos locais de amostragem foi feita cose lmmma amostragem preliminar,

onde foi analisado o conteudo de arsénio de setimel® 14 locais situados nos varios
canais principais da Ria (Figura 3).
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Figura 3 - Mapa da Ria de Aveiro com a localizagdo dos pontos da amostragem preliminar.
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Esta andlise mostrou que os niveis de arsénio edimentos da zona do Largo do

Laranjo eram mais elevados do que no resto donsastapresentando um gradiente de

contaminacgao semelhante ao observado para me(Eigioa 4).
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Figura 4 -Concentragdes de arsénio total (mg/kg) em sedimentos de varios locais da Ria de Aveiro (amostragem

preliminar).

Tendo em consideracdo os valores obtidos, os poeseslhidos para locais de

amostragem foram denominados de Al, A2, A3 e Abadirpdo fim do Esteiro de

Estarreja, sendo o local A1 o mais préximo da erato@a (

Tabela 5). Como local de referéncia foi escolhidolocal denominado Al14 situado no

canal de Mira, onde foram observados niveis resdieacontaminacao.

Tabela 5 — Localizagdo (coordenadas GPS) e distancia dos locais de amostragem em relagdo a descarga de efluentes

industriais.

Local de amostragem

Coordenadas GPS

Distancia em relagéo a
descarga de efluentes

industriais (km)

Al 40°43'46.49"N, 8°36'38.58"W 0,2
A2 40°43'45.77"N; 8°36'59.61"W 0,8
A3 40°43'42.52"N; 8°37'42.10"W 2

A5 40°43'17.06"N; 8°38'8.22"W 3,7
Al4 40°34'22.98"N; 8°45'9.55"W 22,1
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2.2.Amostragem e preparac¢ao de amostras

As amostras para este trabalho foram recolhidasanumita campanha de amostragem
efectuada em Novembro de 2010 em condicdo de mazénie. Foram recolhidas
amostras de agua e de sedimentos para avaliar uw dgracontaminacdo ambiental e
amostras de améijoas. Foram seguidos os procedimerais adequados para garantir que
as amostras apresentassem a maxima representigividaisco de contaminagédo também
foi evitado/diminuido, havendo o cuidado de mardpul minimo possivel as amostras
durante a amostragem, preparacao e analise dasasiesm

Todo o material de vidro usado na recolha e andbseamostras foi antecipadamente
cheio com &cido nitrico concentrado (65%), submpedo menos 24 horas numa solucao
de acido nitrico a 25%, lavado com &gua e submmugta solucdo de acido cloridrico
25% e, por fim, enxaguado com agua ultra-pura (ipite Milli-Q 185).

2.2.1. Amostras de agua

As amostras de agua (4 réplicas por local) foramolhedas em garrafas de
politereftalato de etileno (PET) previamente lawad# canal de agua adjacente a cada
local, sendo que no local A3 as réplicas foramlhedas numa vala onde desaguava um
efluente de origem desconhecida. Apdés amostragemmastras de agua foram levadas
para o laboratorio em malas térmicas e, dentroadegs horas, foram filtradas usando
bomba de vacuo. A matéria particulada suspensa &R kecolhida em filtros de celulose
de poro 0,45 pm que tinham sido pré-pesados. adiils foram depois acidificadas com
acido nitrico concentrado até pH<2 e armazenadasodde frascos de vidro a 4°C até
analise. De modo a detectar a existéncia de unsavgbgontaminacao durante a filtracao,
foram também filtradas duas réplicas de agua plira- e acidificadas com o mesmo
procedimento utilizado para as amostras de agua.

Os filtros utilizados nas filtragcdes foram secosestufa a 50°C e armazenados para
posterior analise da matéria particulada suspéwgas da analise foi necessario digerir os
filtros e, para isso, procedeu-se a uma digest@la @om agua régia (uma mistura de acido
nitrico e acido cloridrico). Cada um dos filtros éolocado numa bomba de Teflon onde
foram adicionados 6 mL de HCl e 2 mL de HNfOncentrado. As bombas foram fechadas
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e colocadas na estufa a 100°C durante uma horaidDd[sso, deixou-se arrefecer as
bombas e o seu conteudo foi transferido para baldlesétricos de 100 mL, aferidos com
agua Milli-Q. As solucdes resultantes foram col@sadm frascos de plastico de 100 mL,

devidamente rotulados, até ao momento da analise.

2.2.2. Amostras de sedimento

Em cada local de amostragem foram recolhidas 5 taasode sedimentos superficiais

(0 a 10 cm) para sacos de plastico. As amostrasnfatepois transportadas em malas
térmicas para o laboratério, onde foram secas hdaea 50°C até apresentarem peso
constante. Depois foram homogeneizadas, peneicatasima peneira de malha de 1 mm
e armazenadas em sacos de plastico devidamentdasuAntes da analise os sedimentos
foram sujeitos a um processo de digestao e pardassm colocados cerca de 200 mg de
sedimento de cada réplica, 6 mL de HCl e 2 mL deOkldm bombas de Teflon,

repetindo-se o processo de digestdo a que foragmasups filtros para andlise da matéria

particulada.

2.2.3. Amostras biolodgicas

Tendo em conta a informacgéo existente sobre o delvida da Sobicularia plana,
gue indica um crescimento aproximado de 1 cm por(&erdelhos, 2003), as améijoas
foram dividas em 5 classes de acordo com o respet@manho, sendo que cada classe
tem um incremento de 1 cm.

A recolha das améijoas das trés classes maior8sc(@:- 3-4 cm; 4-5 cm) foi feita
manualmente, enquanto a das duas classes mendresn01-2 cm) foi feita transferindo
sedimento para dentro de um saco de rede com alb80 um, que depois foi agitado
submerso em agua até que apenas as particulamae@nho superior a 500 um ficassem
retidas. O material retido foi armazenado em sdegglastico e levado em malas térmicas
para o laboratério, onde foi feita uma triagem pereolher as améijoas das classes
pretendidas.

No laboratério todas as améijoas recolhidas for@madlas durante 12 horas, ainda

vivas, em agua recolhida no local de amostragema gae ocorresse a libertacdo de
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sedimentos e outros materiais que se encontramulno digestivo dos organismos,
processo conhecido por depuracao.

Numa segunda fase, as améijoas foram medidas eadapaem classes de tamanho,
guardando-se, sempre que possivel, mais de 5 exmnpde cada classe. No caso das
classes menores (organismos mais pequenos) foramazanados todos os exemplares.
Posteriormente, as améijoas foram retiradas ddont#as conchas, com a ajuda de pincgas,
e foi medida a sua massa para, depois de liofdigaderem pesadas novamente e ser
determinado o seu teor em humidade. Antes de samaiisadas, as amostras sofreram um
processo de digestdo que teve de ser previamentado e que se encontra descrito na
seccao seguinte “Metodologias analiticas”.

2.3. Metodologias analiticas

2.3.1. Optimizacido do método de digestiao

Uma parte relevante do trabalho realizado consistiwptimizacdo do método de
digestao para matrizes biolégicas que pudessesadppara quantificar adequadamente o
arsénio nesta matriz. Uma das técnicas mais wdrana deteccdo de arsénio € a
espectroscopia de fluorescéncia atdmica com gerdeadidretos, devido aos baixos
limites de detecgé@o conseguidos. Uma limitacioadisinica € a necessidade de todo o
arsénio estar em formas geradoras de hidretos, pregssamente em As (lll), e a maior
parte dos organismos possuir uma elevada percemtdgesspécies organicas de arsénio
(arsenobetaina, por exemplo) muito estaveis e die s@o detectadas/quantificadas
diretamente pela técnica referida anteriormentadgiRann et al., 2002).

Para suprir esta limitagdo € necessario que as t@wosejam previamente
digeridas, para que as espécies organicas sejasfammadas em espécies inorganicas,
capazes de reagir com NaBH gerar hidretos, de forma a poderem ser anatispela
técnica mencionada. Para garantir que todas asa$ororgéanicas de arsénio sao
transformadas em espécies inorganicas € necegs@rio processo de digestao seja 0 mais
eficiente possivel e, para garantir essa eficiénfeam testados varios processos de
digestdo em diversos materiais de referéncia, deiznsemelhante a das amostras a
analisar posteriormente, para avaliar a percentatgenecuperacao de arsénio alcancada e

consequente eficiéncia.
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As metodologias de digestao utilizadas foram asistss:

Método A — Digestdo em estufa com bombas de TeflerForam colocadas cerca
de 50 mg de material de referéncia em cada bombbeflen e adicionados 4 mL de
HNOs. As bombas foram fechadas e colocadas na es@fffCadurante 12 horas. Depois a
temperatura foi aumentada para 100°C durante maéshora. Apés este periodo deixou-
se arrefecer as bombas, adicionou-se 2 mL £ H colocaram-se novamente as bombas
na estufa, desta vez abertas e a 80°C. No fimalsferiu-se o conteido das bombas para
baldes volumétricos de 100 mL e aferiu-se com adiliaQ. As solugbes foram depois

guardadas em frascos de plastico até serem arsisad

Método B — Digestdo em microondas com HN{3- Foram colocadas cerca de 200
mg (massa maxima) de material de referéncia emsvaso Teflon de alta presséo
(HP500PIus), adicionados a cada vaso 10 mL de ddtdoo concentrado e deixou-se 15
minutos a repousar. Os vasos foram depois fechadosoduzidos hum microondas de
marca CEM, modelo MARS5, onde foram sujeitas a wognama de aquecimento, que
consiste num periodo de 15 minutos com poténciaadg para 800W até serem atingidas
pressdes na ordem dos 800 psi e temperaturas @ed®00°C, que se mantém por mais
15 minutos. Depois de terminado o programa e ap&s®os arrefecerem o suficiente para
serem manipulados, o seu conteudo foi transferata paldes volumétricos de 100 mL e
estes aferidos com agua Milli-Q. As solucdes fordepois guardadas em frascos de

plastico até serem analisadas.

Método C — Digestdo em microondas com HNOe H,SO, — Foram colocados
cerca de 200 mg de material de referéncia e 10 enHNO; em vasos de Teflon de alta
presséo, que foram colocados no microondas a 250%h@ 5 minutos. Depois a poténcia
foi aumentada para 400W durante 10 minutos e agiéperiodo foram adicionados 5 mL
de SO, e a poténcia aumentada para 600W durante maisrii@as (Vilano and Rubio,
2001). O conteudo dos vasos foi depois transfgrata baldes de 100 mL e aferiu-se com
agua ultra-pura. As solucbes foram transferidaa frascos de plastico e guardadas até

anélise.
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Método D — Digestdo em microondas com NaF, B&0Og e HNO; — Foram
colocadas cerca de 50 mg de material de refer@ncigasos de Teflon de alta presséao e
adicionadas diferentes proporcdes de solucOesadamirde NaF e N&0Os e HNG

concentrado (65%), conforme se indica na Tabela 6.

Tabela 6 - Proporgées de reagentes utilizados nos diferentes métodos de digestao D testados.

Método de Na;S,0s Na,S,0s NaF HNO3
digestao (mL) (9) (mL) (mL)
D1 3 6 0,5
D2 6 5 2 -
D3 6 = 2 0,2

Os vasos foram depois fechados e colocados naointky microondas a poténcia de
800W durante cerca de 15 minutos, até se atingpeasdes na ordem dos 800 psi e
temperaturas na ordem dos 200°C, condi¢cOes estasegmantiveram durante mais 15
minutos. As variacdes D1 e D3 do método sofreramsagundo passo de digestdo, nas
mesmas condi¢cdes indicadas anteriormente, apds t&o adicionados mais 2 mL de
NaS,0Oze 1 mL de NaF (Ringmann et al., 2002). Apds esteqsso o contetudo dos vasos
foi transferido para bal6es volumétricos de 100 enaferiu-se com agua ultra-pura. As
solugdes foram depois transferidas para frascoplaiico onde permaneceram até ao

momento da analise.
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2.3.2. Determinacio do teor de arsénio total

As técnicas espectroscopicas que mais regularmt@re sido utilizadas para
quantificacdo e especiacdo de arsénio em amostiaisreais sdo a absorgcédo atbmica com
geracdo de hidretos (HG-AAS), a fluorescéncia athntiom geracdo de hidretos (HG-
AFS), a espectrometria de massa com plasma ind(itt®-MS) e a espectrometria de
fluorescéncia atbmica com plasma indutivo (ICP-Ag8)ng et al., 2004).

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia agdoom geracdo de hidretos tem-se
revelado bastante adequada, devido a sua boa iidadi seletividade e simplicidade na
determinacdo de elementos que formem hidretosersl@Eabiyi et al., 2008), como € o
caso do arsénio e, por isso, foi a técnica utibzagiste trabalho.

A técnica de geracdo de hidretos é um process@fidatizacdo quimica que produz
hidretos volateis de um determinado elemento, ésrao tratamento da amostra com um
agente redutor em meio acido, sendo os hidretaenasnente detectados; a sua grande
vantagem é a capacidade de separar o0 analito dstranfdung et al., 2004). Para detetar
os hidretos gerados, umas das técnicas mais dtkzé a espectrometria de fluorescéncia
atomica, que tem como base o processo de fluor@acda atomos (Corns et al., 1993). A
fluorescéncia atémica consiste na emisséo de &ulithgorescente por atomos excitados
que regressam ao seu estado fundamental e a enmmgiada é proporcional a

concentracdo do analito na amostra.

Componentes principais e funcionamento do método HAFS

O sistema de deteccdo por fluorescéncia atomideadid foi o PSA Millenium
Excalibur (10,055). O equipamento é constituido ¢ghaes bombas peristalticas, uma que
bombeia o agente redutor (tetrahidroborato de sddaBH;) e outra que bombeia a
amostra ou o branco, produzindo assim um fluxoinantcom geracéo de hidretos. Esta
ultima bomba é controlada por uma valvula de cogdctacontrolada electronicamente,
que alterna a bombagem entre branco e amostramFainela parte da constituicdo do
aparelho uma célula separadora de gas liquidocharaa, um sistema de secagem de gas,
uma fonte de excitacéo constituida por uma lampgadzatodo oco e um detetor.

Na Figura 5 esta representado o sistema de gedachmretos que se processa em 3

etapas principais: a 12 designada por tempo deoatt® segundos) na qual o branco entra

Pagina 34



Bioacumulagdo de arsénio em Scrobicularia plana na Ria de Aveiro

juntamente com o tetrahidroborato de sodio no selpargas-liquido para estabelecer uma
linha de base; a 22 designada tempo de analisesd@0ndos) em que a valvula de
comutacdo é ativada e a amostra é introduzida paragor gas-liquido com o NaBH4,
demorando 20 segundos para o sinal atingir o egistagionario e mantendo-se assim por
10 segundos de forma a atingir a altura maximairkd; oor fim, a 32 etapa na qual a
amostra é eliminada e o reagente branco é bomipsad® sistema durante 40 segundos.

Bomba 1 WValvula da amostra
P -

/C_)\"—H—‘ /
Iy /6\" | } L

¥
_ | < 4 Saida do Entradado
Amostra - / | sistema de  sistema de
Branco — v T secagem  secagem
Bomba2 ¥ > T l
Reciclagem o S
- | AFES
Redutor o f'/— é\. > | I o

Gas de Arraste -
Argon r

Residuos
Sep:ua dor

Gas/Liqudo

Figura 5 - Esquema do sistema de fluxo continuo de geragdo de hidretos (Tavares, 2010).

Uma vez que o arsénio ocorre em dois estados diagda, As (Ill) e As (V) e esta
técnica determina apenas o arsénio sobre a formAa @&i), € necessario converter todo o
arsenio presente na amostra em As (lll). Para nredu&s (V) presente nas amostras em
As (Ill), as amostras sao deixadas reagir dura@teiButos com uma solucéo acida (30%
viv HCI, 1% m/v Kl, 0.2% m/v &cido ascérbico). Armentracdo de arsénio total é
determinada considerando que apenas existe emaesolg (Ill) que vai reagir com o

NaBH4 formando hidretos volateis.
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Os hidretos que se formam séo separados da fagsagas separador gas-liquido e
arrastados pelo fluxo de argon (300 mL/min) atéiatema de secagem, onde o vapor de
agua € eliminado por um fluxo de ar K. Os hidretis depois arrastados pelo fluxo de gas
até ao atomizador, que consiste numa chama de arpmitogénio que provém da reacao
do tetrahidroborato de sodio com o &cido cloridrids atomos formados sdo excitados
pela radiacdo proveniente da fonte de excitacdop@dla de catodo oco) e o sinal de
fluorescéncia chega ao fotomultiplicador onde éstado, sendo a intensidade do sinal
proporcional a concentracdo de arsénio na amostra.

De modo a avaliar o adequado funcionamento diadoeduipamento usado na
determinacdo de arsénio total, este foi calibramo b solucdes padréo (entre 0 pd2l)
preparadas a partir de uma solucédo concentradasdei@ (1000 mg/L); foi introduzido
um padrao alternado entre cada 3 amostras parleord desvio de sinal do aparelho ao
longo do dia.

Foram utilizadas neste trabalho uma solucéo coat8@ébo v/v HCI, 1% m/v Kl, 0.2%
m/v acido ascoérbico e uma solucdo de NaB®7% m/v) em NaOH (0,4% m/v). As
solucdes foram preparadas diariamente e o N&@tempre filtrado. A solu¢do de HCI é
transferida para o equipamento a 8-10 mL/enasolucao de tetrahidroborato é bombeada

a 4,5 mL/min.

2.4. Controlo de qualidade dos resultados

Qualquer método analitico envolve erros, desde as@iagem, armazenamento e
tratamento das amostras, até ao processo de amdteamento de dados. Para minimizar
esses erros, foram tomados todos os cuidados @ f@robter resultados o mais exatos e
confiaveis. Parametros como a exatidao, precidéwite de deteccao foram quantificados

com o objetivo de assegurar a “performance” do deeamalitico.

Precisao

A precisao avalia a dispersédo entre os resultadbdos para diferentes aliquotas da
mesma amostra; todas as amostras foram analisadde@icado, para avaliar a precisao
da quantificacdo de arsénio. Além disso, todasrasstias onde as aliquotas apresentaram

um desvio médio relativo superior a 10% foram raliaadas. O desvio médio nas
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amostras de agua foi de 1,7+1,5% (n=20), nas aasodi sedimentos foi de 2,0+1,7%
(n=25), nas amostras de matéria particulada suapfmisde 1,6+1,4% (n=20) e nas

amostras de améijoa foi de 2,9£2,6% (n=93).

Exatiddo

A exatiddao dos métodos analiticos utilizados faliada através das percentagens de
recuperacao obtidas na analise de materiais deemefa certificados (CRM) com matriz
semelhante as amostras em analise. Para os seaneentatéria particulada suspensa foi
usado como material de referéncia o Mess-3 (sedammarinho), tendo-se obtido uma
percentagem de recuperagdo média de 81,7+2% (pary;a améijoa foi utilizado o Nist-
2976 (tecido de améijoa) tendo-se obtido uma ptagem de recuperacdo media de
101+13% (n=18). O processo de digestdo e analiseaterial de referéncia foi conduzido
em paralelo com as amostrdds valores obtidos para os materiais de referésdm

comparados com os valores certificados na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores obtidos e valores certificados para os materiais de referéncia usados na determinagdo das

concentragdes de arsénio total (valor médio * desvio padrio).

Material de Valor certificado Valor obtido n
referéncia (mg/kg) (mg/kg)
Mess-3 21,2+0,6 17,3+1,6 4
Nist-2976 13,3+1,1 13,4+1,8 18

Para o material de referéncia Nist-2976 néo foracoetradas diferencas significativas
(Teste Z, P<0.05) entre o valor certificado e mwabtido no laboratério. Para o material
Mess-3 foram encontradas diferencas significatiybsste Z, P<0.05) entre o valor
certificado e o valor obtido no laboratério. Esifernca pode ser explicada pelo facto do
material de referéncia se encontrar armazenad@ghéndempo no laboratorio, 0 que pode
ter contribuido para a sua degradacéo e eventrdd ple analito. No entanto, uma vez que
se trata de uma metodologia com varios passospensantagem de recuperacdo média de

81,7 %, foi considerada aceitavel.

Pagina 37



Bioacumulagdo de arsénio em Scrobicularia plana na Ria de Aveiro

Limite de deteccédo analitico

O limite de deteccédo analitico (LOD) € a menor ¢jdade de substancia a analisar que
pode ser estatisticamente distinguida do ruidoidal,sda linha de base ou do nivel do
branco. O limite de deteccdo pode ser determinadeddas formas, consoante o0 método
analitico utilizado (Miller and Miller, 2005). No é@todo analitico utilizado para a
determinacao de arsénio total, o sinal dos branéosse consegue distinguir do sinal da
linha de base, por isso o limite de deteccao fmin@slo a partir dos parametros da recta de
calibracdo. O limite de deteccdo obtido no métodaliico utilizado foi de 0,04+0,01
ug/L e o limite de quantificacdo calculado foi d8&%0,02ug/L. Todos os valores abaixo

do limite de quantificacdo foram eliminados e, seque possivel, as analises repetidas.
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3. Resultados
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3.1.0ptimizacao do método de digestao

Os resultados obtidos nos diversos testes de neqfue para os varios meétodos de
extracao testados estdo sumarizados na Tabelas8r@hdo a eficiéncia de recuperacao
para as varias metodologias testadas, € possincallq@e que o melhor método de digestao
para fins de quantificacdo de arsénio total em &ambioldgicas por espectroscopia de
fluorescéncia atbmica com geracao de hidretos étodun D, onde sdo combinadas vérias
proporcdes de solucdes saturadas de NaR&8®ae HNG; concentrado (65%), uma vez
que € o método onde se verificaram maiores pemgemsade recuperacdo em todos 0s
materiais de referéncia. Os materiais de referéntibzados foram o BCR-279
(macroalgas),

Dorm-2 (muasculo de peixe), Dolt-3gdfio de peixe), Tort-2

(hepactopancreas de lagosta) e Nist-2976 (tecidondgoa).

Tabela 8 — Percentagens de recuperagdo (%) dos varios métodos de digestdao testados em diferentes materiais de

referéncia.

Materiais de referéncia
Métodos de digestad
BCR - 279 Dorm-2 Dolt-3 Tort-2 Nist-2976

4,7% 7, 7% 8,6% 13,8%
B 88,7% 5,2% 3,2% 12,6%
C 6.3% 9.4%
D1 87,4% 94,0% 98,7% 83,8% 43,5%
D2 85,0%
D3 98,4%

Podemos verificar que no método D, a proporcacada ceagente usado influencia as
percentagens de recuperacdo do material Nist-28¢6l¢ de améijoa). Isto demonstra que
€ necessario realizar testes preliminares nested#pmetodologias, tendo o cuidado de
escolher materiais de referéncia certificados coatrimo mais semelhante possivel das
amostras bioldgicas que se pretendem analisar.

O método escolhido para a digestdo das amostraamé@goa deste trabalho foi o
método D3, uma vez que € 0 que apresenta a maicentagem de recuperacao para o
material Nist-2976 (tecido de améijoa).
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3.2.Teor de arsénio total nas amostras recolhida na Ria de Aveiro

3.2.1. Amostras de agua - arsénio dissolvido

A Figura 6 apresenta as concentracdes de arséalq(jig/L) dissolvido na agua.
Observando a Figura 6 é possivel perceber quenagmivacoes de arsénio total dissolvido
sdo maiores nos locais mais proximos da potentwaité¢ de contaminagdo”, atingindo
valores superiores a 5 pg/L no local Al. A medida g distancia em relacéo a fonte vai
aumentando, as concentracfes de arsénio vao dimdmaité valores inferiores a 2 pg/L
nos locais A14 e A3. O local A3 apresenta os valanais baixos, na ordem dos 0,5 pg/L.

Foram observadas diferencas significativas (ANOWA 4434,320, P<0.001) entre
todos os locais de amostragem, provando que exstgradiente de arsénio dissolvido
desde a zona mais proxima da fonte (Al) até ad foe#s afastado (A5). De referir que
todos os valores obtidos estdo abaixo do limiteostp pela legislagdo portuguesa no que
diz respeito a 4guas para consumo humano, qué @ de/L.

6.0
5.0
4.0
—
“ig 3.0
Y
< 20
) .
00 1 T - T T 1
Al A2 A3 A5 Al4

Locais

Figura 6 - Concentragdes de arsénio total (ug/L) dissolvido na agua. As barras de erro representam os desvios padrio.
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3.2.2. Matéria particulada suspensa

A Figura 7 apresenta as concentracfes de arsétab (tog/kg) na matéria
particulada suspensa. Tal como para a agua, podeerdgar na Figura 7 que as
concentracfes de arsénio na matéria particulagessa sdo superiores nos locais mais
proximos da potencial fonte de contaminacao. Estapartimento abiotico foi o que
apresentou os niveis de As total mais elevadosdhstas matrizes estudadas, superando
0s 250 mg/kg nos locais A1 e A2 e diminuindo a madjue a distancia ao local Al
aumenta, até valores de 30 mg/kg no local maigaafagAl4). Ao contrario do que se
verificou na agua, o local A3 segue o mesmo padt@os outros locais, apresentando
valores intermédios de concentragdo. Foram enaadradiferencas significativas
(ANOVA, F=335,340, P<0.001) entre os locais de dstexcepto entre o local Al e A2
(Tukey post-hoc test, g= 1.87, P=0.685).

300.0
250.0 -
2 2000 -
S
[=1+]
£
— 1500 -
<
100.0 - T
- '
0.0 - T T T - 1
Al A2 A3 A5 Al4

Locais

Figura 7 - Concentragdes de arsénio total (mg/kg) na matéria particulada suspensa. As barras de erro representam os

desvios padrao.
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3.2.3. Sedimentos

A Figura 8 apresenta as concentracdes de arséalqra/kg) nos sedimentos. Os
valores de arsénio total nos sedimentos seguensmaikendéncia dos obtidos para a agua
e a SPM, observando-se, mais uma vez, um decréstaseoncentracbes a medida que
nos afastamos do local mais contaminado. As coraggigs variam entre 93,8 mg/kg no
local Al, que corresponde a classe 3 de contanundedmaterial dragado (material
ligeiramente contaminado) segundo a legislacdaugoesa (Tabela 4), e um minimo de
2,8 mg/kg no local de referéncia Al4, corresporglentclasse 1 de contaminagcédo de
material dragado (material ndo contaminado). Deerirefainda que no local mais
contaminado algumas réplicas apresentaram valamiesaados 100 mg/kg, atingindo a
classe 4 de contaminacao (material contaminado).

De realcar o facto das concentracdes de arsénrestecem bastante do local Al
para o A2, separados apenas por 600 metros, pasdar®8,8 mg/kg para cerca de metade
(46 mg/kg). Foram encontradas diferencas signifiaat(ANOVA, F=709,376, P<0.001)

entre as concentracdes de arsénio de todos os.locai

140.0

120.0

100.0

80.0

60.0

[As] mg/kg

40.0

20.0

00 I T ' T - T - T *
Al A2 A3 A5 Al4

Locais

Figura 8 - Concentragdes de arsénio total (mg/kg) nos sedimentos. As barras de erro representam os desvios padrio.
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3.2.4. Améijoa

A Figura 9 apresenta as concentracdes de arsédaidrtmg/kg, peso seco) nas améijoas
das cinco classes de tamanho nos locais de amastr&ganalise dos valores de arsénio
total determinados nos individuos recolhidos ne®rdbs locais de amostragem permite
verificar que o local de referéncia (A14) apres@#aalores mais baixos, oscilando entre
10,8 mg/kg na classe 3 de tamanho e 16,9 mg/kdasaecde tamanho 1. Os locais Al e
A2 sao os que apresentam valores mais elevadoscaooentracdes acima dos 30 mg/kg
nas classes de tamanho 1 e 2. Os locais A3 e ASseamam concentracdes intermédias
entre os locais proximos da fonte e o local deréefda. Foram encontradas diferencas
significativas (ANOVA on Ranks, P<0.05) entre osdis mais contaminados (Al e A2) e
o local de referéncia A14.

Para fazer uma analise mais detalhada aos valeressénio em todas as classes de
tamanho e locais foram feitas ANOVAS néao-paramasiicde forma a identificar
diferencas significativas dentro de cada local mtrdede cada classe. Optou-se por este
teste estatistico ndo-paramétrico, porque os esdt ndo seguem uma distribuicdo
normal e a matriz de resultados obtidos apresentavaumero de valores desigual para
algumas classes (nao foi possivel obter 5 valaaes gada classe de cada local, devido ao
facto de terem sido recolhidos poucos individuosldgese 1 e as suas massas serem muito
reduzidas, o que s permitiu obter uma réplicacpdia local e alguns valores da classe 2
estavam abaixo do limite de deteccdo, nomeadanmastdocais A3 e Al4). Os valores
obtidos para classe 1 ndo foram utilizados nazagdio das ANOVAS.

A partir dos testes estatisticos efectuados fosiges verificar que dentro de cada
local, apenas se verificam diferencas significatig@dNOVA on Ranks, P<0.05) entres as
classes 5 e 3 e as classes 4 e 3 nos locais ABdeceptre as classes 5 e 3 e classes 5 e 2
nos locais Al, A2 e A5. No que diz respeito a @ifgras entre locais dentro de cada classe
de tamanho, em todas elas foram encontradas digegaignificativas (ANOVA on Ranks,
P<0.05) entre os locais Al e Al4, A2 e Al4, A3 el &llocais A2 e A5. Ou seja, foram
apenas detectadas diferencgas significativas estilecais mais contaminados (Al, A2 e
A3) e o local de referéncia (A14) e entre o loca| A mais contaminado, e o local A5, que
€ 0 mais proximo do local de referéncia. Entre ibbealjacentes e classes de tamanho

consecutivas nao foram encontradas diferencadisggas.
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Figura 9 - Concentragdes de arsénio total (mg/kg, peso seco) nas améijoas das cinco classes de tamanho nos locais de

amostragem. As barras de erro representam os desvios padrao.

Tendo em conta as condicionantes observadas padasses de tamanho mais
pequenas (a existéncia de apenas uma réplica slseclapara cada local e o facto de a
maioria dos valores da classe 2 do local A3 e aidaide dos mesmos no local Al4 se
encontrarem abaixo do limite de deteccéo), optopeseexcluir estes valores das analises
subsequentes, de forma a obter resultados maistozbe confiaveis.

Na Figura 10 podemos observar uma comparacdo ceeroacdes de arsénio nas
classes de tamanho 3, 4 e 5 com as concentractmiadas para a SPM e, apesar de
nao se verificarem diferencas significativas elttcais adjacentes e classes consecutivas, é
claramente visivel um padrdo de contaminacdo quicanum decréscimo das
concentracdes de arsénio a medida que nos afastlmdmscais mais proximos da possivel
fonte de contaminagéo (Al e A2) e um aumento daserdracdes de arsénio na classe de
tamanho 3 até a classe 5 em todos os locais, &d@xck local A14. Neste local (Al14),
tendo em conta a reduzida contaminacdo ambient#, eésperar que a contaminacao nos
organismos em estudo corresponda a condicdo nattwad oscilacdes inerentes a
variabilidade biolégica natural, e que ndo se igprd bioacumulacdo ou ocorra

bioacumulacao residual com a idade dos organismos.
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Figura 10 - Comparagio das concentragdes de arsénio total (mg/kg, peso seco) nas améijoas das classes de tamanho

3,4 e 5 e na SPM nos locais de amostragem. As barras de erro representam os desvios padrdo.

E ainda possivel perceber que os diversos locagsaptam um padrdo semelhante de
variacdo da concentragdo ao observado para a SRMogrespondera a fonte priméria de

alimento para estes organismos.

3.2.5. Taxa de bioacumulacio anual de arsénio na améijoa

As gquantidades de arsénio total nos individuossads permitem determinar as taxas
de bioacumulacéo da espécie ao longo da sua vidardrnentes com diferentes graus de
contaminagdo. As taxas de bioacumulagéo podembsidias a partir do declive das rectas
obtidas para a regresséo linear da contaminacamdiegduos ao longo da vida. Os dados
da Figura 11 mostram que as taxas de bioacumutig@aosénio aumentam com o grau de
contaminacdo ambiental; como se pode observaxaada local Al (5,6 mg/kg ano), o
local mais contaminado, é quase 6 vezes superiakaado local de referéncia Al14 (1
mg/kg ano). Os locais A2 e A3 apresentam tambérastale bioacumulacdo elevadas,
comparaveis as observadas para o local Al, enquamteal A5, com contaminacao

intermédia, apresenta valores intermédios parssada bioacumulacdo anual.
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Figura 11 — Concentragdo total de arsénio (mg/kg) para améijoas pertencentes a diferentes classes de tamanho e
para os diversos locais amostrados. O declive das linhas de tendéncia corresponde a taxa de acumulagdo

anual de arsénio para cada local de estudo.

De referir os valores elevados do coeficiente destado (R) obtidos para a relacéo
entre as concentracdes de arsénio na améijoa alea ahs mesmas para todos os locais,
excepto para o local de referéncia, corroboranidieia de que neste local os processos de

bioacumulacao séo inexistentes ou muito reduzidos.
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3.2.6. Factores de bioconcentragio de arsénio

Para avaliar a viabilidade da utilizacdo da amégmao biomonitor da contaminacao
ambiental de arsénio na Ria de Aveiro, foram cabbos os factores de bioconcentragédo de
arsénio para os diferentes compartimentos ambgerfsEdimentos (Figura 12), SPM
(Figura 13) e agua (Figura 14)).

BCF = cAméijoa/c

Sedimentos

5.00

4.00 /
3.00 /
2.00 /

1.00 /

0.00 T T T T 1
Al A2 A3 A5 Al4

Locais

Figura 12 - Factores de bioconcentragao de arsénio para os sedimentos dos diversos locais amostrados.

BCF = cAméijoa/ Cspm
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0.40 /)
0.30
0.20
0.10 >—
0.00 . ; . ; .
Al A2 A3 AS Al4
Locais

Figura 13 - Factores de bioconcentragdo de arsénio para a SPM dos diversos locais amostrados.
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BCF = cAméijoa/cf\gua
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Figura 14 - Factores de bioconcentragao de arsénio para a agua dos diversos locais amostrados.

Os resultados obtidos para os sedimentos (Figuja elSPM (Figura 13)
apresentam um padrdao semelhante de variacao, odeenps verificar que os factores de
bioconcentragcdo aumentam a medida que nos afastaanfente de contaminacdo. No
caso da agua (Figura 14) os factores de biocorggmtrndo denotaram um aumento
acentuado com a distancia a fonte de contamin®d@&igura 14 ndo foram introduzidos
os valores do local A3, uma vez que estes ndospwnelem a agua da Ria, mas sim de um
tributario cuja origem difere do foco de contamémm¢e como tal os niveis de

contaminacgdo nao refletem a sua posicao internmédggadiente de contaminacao.

3.2.7. Relacdo entre as concentracdes de arsénio na améijoa e nos diversos
compartimentos ambientais

Para avaliar a resposta da améijoa ao gradienteodaminacdo ambiental foram
calculadas as regressoes lineares entre a corg@mtde arsénio na améijoa e nos trés

compartimentos ambientais estudados (agua, sedimer&PM, Tabela 9).
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Tabela 9 - RegressGes lineares entre as concentragdes de arsénio nas diversas matrizes analisadas. Os valores da

~ 2
tabela referem-se ao parametro R".

Ameéijoa Sedimentos SPM Agua
Améijoa 0,457 0,867 0,849
Sedimentos 0,763 0,815
SPM 0,936
Agua

Apenas as regressdes entre as concentracdes die@ asaméijoa e a SPM e na agua e
SPM sé&o significativas (P<0.05). As restantes ssgres calculadas nao séao
estatisticamente significativas, o que significe @ucontaminacdo de améijoa por arsenio

nao depende das concentracbes do mesmo nos sexireard agua.
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4. Discussao dos resultados
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Discussao dos resultados

A técnica analitica escolhida para a quantificaci&o arsénio (HG-AFS) tem a
vantagem de permitir limites de deteccdo baixoa paarsénio (na gama dos ng/L), e tem
aplicacdo em diversos ramos do conhecimento cor@ asanonitorizagdo ambiental,
analise de alimentos ou controlo de efluentes inidis Contudo, alguns compostos
organicos de arsénio apresentam elevada estalglglsichica, originando dificuldades na
sua transformacdo quantitativa em formas geradtgasdretos durante o pré-tratamento
das amostras. Isto é valido ndo apenas para o dasarsenobetaina, um composto
importante em peixes e espécies marinhas, mas tampé compostos toxicos tais como
0 &cido fenilarsénico ou o cloreto de tretrafesidenio. Deste modo, a eficiéncia do
processo de digestdo é da maior importancia peoareta determinagéo de arsénio usando
esta método analitico (Ringmann et al., 2002). #\mdpacéo do processo de digestao foli,
assim, uma etapa importante deste trabalho, paiwifpe perceber como transformar
adequadamente espécies organicas de arsénio eaesspérganicas, de forma a serem
detectadas pelo método de espectroscopia de fudorgis atOmica com geracdo de
hidretos. Os métodos de tratamento das amostr& éAC ndo se mostraram eficientes
para a digestdo de tecidos de améijoa, uma vezauesentaram percentagens de
recuperacao baixas. Foram testadas trés variaotegetbdo D de acordo com Ringmann
(2002) e percebeu-se que a eficiéncia do métododegiendente da matriz da amostra.
Exemplo disso é a variante D1 que se mostrou afecina digestdo de todas as matrizes
testadas, a excecdo da améijoa que era a maienanéé para este trabalho. Além da
matriz da amostra, conclui-se também que a efi@édo método de digestdo esta
dependente da proporcao dos reagentes utilizados.l@se nos resultados obtidos, todas
as amostras foram digeridas recorrendo a metodol28;j onde a eficiéncia foi maxima.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam qeentaminacéo da Ria de Aveiro por
arsénio se observa preferencialmente na zona dgolLdo Laranjo, ndo havendo
concentracdes preocupantes na area a jusante sal@€é@hegado. Estes resultados estédo
de acordo com os resultados conhecidos para cordgéu desta zona com mercurio
(Pereira et al.,, 2009) porque, embora a fonte deaoctnacéo tenha origens diferentes
(Uniteca no caso do mercurio e Quimigal no casams@nio), o local de descarga dos
efluentes contaminados € o mesmo, e fica situadéstaro de Estarreja (Costa and Jesus-

Rydin, 2001), o que leva a que o gradiente de auntgdo para ambos 0s metais seja
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semelhante. Observou-se que o gradiente de corgeftitrom arsénio da Ria é visivel em
todos os compartimentos ambientais estudados (eaths) SPM e agua) uma vez que
foram encontradas diferencas significativas naeoimacéo entre os locais de estudo.

Nos sedimentos e na SPM verifica-se 0 mesmo patra@riacdo das concentracoes,
embora as concentragBes presentes na SPM sejamiosepeds encontradas nos
sedimentos. Estes valores mais elevados na SPMmptaiiesarias causas, entre as quais o
facto de haver transporte de particulas pelas @sede agua das zonas de maior
contaminagcdo a montante, reflectidas nas elevamtaentracdes observadas nas margens
do Esteiro de Estarref@osta and Jesus-Rydin, 2001, Marques et al., 2@@8)m sendo,
as particulas em suspensdao teriam origem em zoaigscontaminadas, apresentando por
iSso niveis mais elevados de arsénio do que osvalokxs nos sedimentos. O facto de o
arsenio ter grande afinidade por particulas maasfique se encontram em suspensao mais
tempo no meio aquatico também pode explicar estigses, uma vez que o lixiviamento
dos leitos provocado pelas correntes pode prommvessuspensao de particulas, levando
a um enriquecimento por arsénio da coluna de aBeeeifa et al., 2008). Ha ainda a
possibilidade destas concentracdes mais elevada®Mase deverem a capacidade que o
plancton tem para bioacumular arsénio, especiabnamtPrimavera e no Outono, quando
0 seu crescimento é mais rapido, aumentando asstoreentracdes de arsénio na SPM
(Pereira et al., 2007).

Embora as concentracGes de arsénio nos sedimejaos mferiores as da SPM, nos
locais mais contaminados (Al e A2) continuam ans@ito elevadas comparando com as
encontradas por Hedouin (2009b) em varios locaisagéas hidrogréaficas havaianas, onde
as concentra¢des ndo ultrapassam os 20 mg/kg edexde um local onde se verificaram
concentracdes na ordem dos 70 mg/kg. Noutro egttieldouin et al., 2009a) na lagoa da
Nova Caledonia, as concentracbes de arsénio nomesdds da maioria dos locais
também néo ultrapassaram os 10 mg/kg e apenascalraliresentou valores proximos de
50 mg/kg. Valores semelhantes ao deste estudo folditlos no Golfo Pérsico onde as
concentracdes de arsénio nos sedimentos ndo skapan os 10 mg/kg (de Mora et al.,
2004). Em Portugal, no estuario do Sado, as corazgigs também nao ultrapassam os 30
mg/kg (Caeiro, 2004, Costa et al., 2009), valoesethantes aos determinados para 0s
locais menos contaminados (A5, A3 e Al4); no egiudo Tejo as concentracdes nao

ultrapassam os 48 mg/kg (Caetano and Vale, 20@2)pres semelhantes aos obtidos a
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partir do local A2 até ao local de referéncia, e guidencia a elevada contaminagéo do
local mais proximo da fonte de contaminagéo (Al).

No que diz respeito as concentracfes de arsénsoldido na coluna de agua,
verificou-se que todas as amostras analisadasaestalaixo do limite estipulado por lei
para aguas de consumo humano, refletindo a grdimddagle do arsénio pelas particulas
em suspensdao. Estes valores estdo de acordo amna@shtracdes de arsénio presentes em
agua da barragem do Alqueva, onde as concentraéfesltrapassaram ou@/L (Palma
et al., 2010). Verificou-se que o local A3 apreaemmin valor inferior a todos os outros
locais, contrariando o gradiente observado pargedémentos e SPM. Uma explicacao
plausivel para este resultado, € que as amostsés ldeal ndo foram recolhidas no canal
principal da Ria, mas numa vala um pouco mais afasbnde desaguava um efluente de
origem desconhecida que, segundo estes dadosunmsiafonte distinta da fonte de
contaminagdo considerada (o Esteiro de Estartdjap vez que os valores na 4gua nao
seguem o gradiente de contaminacdo observado doves#os e na SPM, ndo foram
considerados no calculo dos factores de biocoreghtr

No que diz respeito as concentragfes de arsérab iat améijoa, estas podem
considerar-se elevadas, com individuos das clatsdamanho maiores a apresentarem
niveis acima dos 40 mg/kg. Estes valores sado superaos encontrados em mexilhdo do
mar Adriatico (Fattorini et al.,, 2008) e semelhant®s obtidos por Mora (2004) em
bivalves do Golfo Pérsico, mas consideravelmentas n@ixos do que 0s niveis
encontrados no molusc@afrarium tumidumdas bacias de Nova Caleddnia, onde se
registaram valores superiores a 400 mg/kg (Hedetial., 2009a). Foram encontradas
diferencas significativas nas concentracfes deniars@ améijoa apenas entre os locais
mais contaminados (Al, A2 e A3) e o local de refei@ Al4 (Figura 9); fazendo uma
andlise geral local a local, sé foram encontradf@sethcas significativas entre as classes 4
e 5 e a classe 3. Isto dever-se-a essencialmetgada variabilidade observada dentro de
cada local e classe de tamanho, reflectida nassde erro associadas a cada classe de
tamanho, algo inerente a estudos envolvendo omasisivos.

Globalmente verificou-se que, ao contrario do ok anteriormente para o
mercurio (Coelho et al., 2006), ndo houve um aumemnadual das concentragbes de
arsénio ao longo do ciclo de vida do bivalve. Osres mais elevados observados para a

classe 1 de todos os locais e da classe 2 doA3cs#io 0s principais responsaveis por este
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desvio face ao comportamento esperado. No entastes resultados poderdo dever-se a
limitacdes metodologicas, e ndo propriamente aténdga de um padrdo ambiental. Por
um lado, devido a baixa abundancia de individuoslagse 1 nos locais de amostragem e
as suas massas diminutas, apenas foi possivedamatha amostra composta de classe 1, 0
gue diminui consideravelmente a robustez dos wdndt dessa mesma classe. Por outro
lado, no que diz respeito as réplicas da classee#fjcaram-se também problemas de
natureza analitica, pois as massas individuaisaslegplicas eram muito reduzidas, o que
originou que todas as réplicas do local Al14 e tiés cinco réplicas do local A3
apresentaram concentracfes de arsénio abaixo de tien deteccdo, estando as restantes
duas réplicas do local A3 muito proximo do limiaa#tico de quantificacao.

Assumindo as classes 1 e 2 como valores de comcéntrmenos confiaveis,
analisou-se o padrao de acumulacao de arsénio emgstaie tendo em conta sO as classes
de tamanho superiores (Figura 10). Para estaseslaks tamanho, os locais A1 e A2
apresentam valores semelhantes, com concentracéeisnas de arsénio a rondar 30
mg/kg nas classes 4 e 5, observando-se depois inmraugtdo gradual das concentracfes
a medida que nos afastamos da fonte de contaminaigiwalores abaixo de 15 mg/kg no
local de referéncia Al4. Apesar de estatisticamedte significativas, devido a grande
variabilidade intra-especifica, para cada locabgspvel verificar que existe um padréo de
aumento das concentragbes de arsénio com o tand@mharganismo, sugerindo um
processo de bioacumulacdo ao longo do ciclo de degdes organismos. No local Al4,
esta tendéncia ndo se verifica, muito provavelmeetigdo as baixas concentracfes de
arsénio existentes no local, levando a que os gsosede bioacumulacdo sejam residuais
ou ndo se verifiquem e que as variacbes observata® classes de tamanho
correspondam apenas a variabilidade natural askoaiasta espécie.

Na Figura 10, sdo comparados os valores de coacéntde arsénio obtidos para a
améijoa com o0s obtidos para a matéria particulagpensa e, como se pode observar,
ambos apresentam o mesmo padrdo de variacdo damioa¢do. Esta observacdo é
complementada com a analise das regressodes lirefaptgadas entre as concentracdes na
améijoa e nos diferentes compartimentos ambieataisstudo (sedimentos, agua e SPM),
que revela existir uma correlacdo significativar@rds concentracbes na améijoa e na
SPM, e nédo entre as concentracdes na fraccadouddssel nos sedimentos, levando a crer

que a SPM ¢é a principal via de entrada de arsémsoonganismos desta espécie. Este
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resultado estd de acordo com o que foi observadogmmercurio (Coelho et al., 2006), e

reflete o comportamento alimentar da espécie, uegaque a alimentacdo deste bivalve é
feita através de um sifédo que sonda continuamesiiperficie dos sedimentos, filtrando os

detritos depositados na interface sedimento-agngerindo desta forma a matéria

particulada recentemente depositada. Deste modoives de arsénio na SPM serdo um
reflexo mais fiel da contribuicdo dietética de misépara esta espécie do que a
contaminacdo sedimentar, eventualmente pelo faetesth integrar a concentracdo de
arsénio dos primeiros 10 cm de sedimento (camadsstesxa) e ndo apenas a camada
mais superficial.

O estudo revela que as améijoas bioacumulam argmjoe a concentracdo deste
contaminante nos seus tecidos depende da sua ithididade no ambiente e da idade do
organismo. Esta afirmacdo tem como base os reesltath Figura 11 onde séo
apresentadas as taxas de bioacumulacdo de arsEndferentes locais ao longo da vida
da améijoa. A taxa de bioacumulacdo € dada peltéveede cada recta e indica a
concentracdo de arsénio em mg/kg que as améijoasuéaam ao longo de um ano. Como
se pode observar, a taxa do local Al (5,6 mg/kg,anlmcal mais contaminado, é quase 6
vezes superior a taxa do local de referéncia Alddikg ano) sendo que, de uma forma
geral, a taxa de acumulag&o anual diminuiu const@mtia ao foco de contaminagéo. Esta
tendéncia é semelhante a observada para o mermirinesmo sistema (Coelho et al.,
2006), embora as taxas de acumulacdo anuais deicarséjam consideravelmente
superiores, resultado das diferentes condicdes ealeréncia para cada um dos
contaminantes (o0 arsénio € um elemento naturalmnmeaige abundante na Natureza). Este
comportamento poderia indiciar que esta espécia séciente para refletir os niveis de
contaminacdo ambiental, e dessa forma a sua pbssgiNgade como biomonitora dos
niveis de arsénio na Ria de Aveiro. No entantojmg@ij@a ndo revelou ser um bom
biomonitor para o arsénio na Ria de Aveiro, uma gee se verificam aumentos nos
factores de bioconcentracdo a medida que nos refastdo local mais proximo da fonte de
contaminagcdo, para os trés compartimentos amlse&®PM, sedimentos e fraccéo
dissolvida). Este comportamento indicia que a adagdio de arsénio nesta espécie nao é
um processo passivo, podendo ser regulada pelasisngos e dependendo do nivel de
contaminagdo, muito provavelmente através de mew@si de defesa. Deste modo, em

locais de baixa contaminacgéo a bioacumulacdo pedendassiva, mas quando os niveis de
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contaminagdo ambientais aumentam, 0s organismosrgmdiespoletar mecanismos de
defesa para evitar a entrada e toxicidade dos mamaates, como seja a producdo de
metalotioninas (Coelho et al., 2006). Assim senelotendo em conta que para um
organismo ser um bom biomonitor € desejavel qudattwes de bioconcentracdo se
mantenham constantes, independentemente do nivelnt@minacdo do meio envolvente,
a espécieScrobicularia planando poderd ser considerada um bom biomonitor da

contaminacdo ambiental de arsénio na Ria de Aveiro.
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Conclusbes

Com este estudo podemos concluir que a contamirda&ba de Aveiro por arsénio é
mais evidente na zona do Largo do Laranjo e é elistbm todos os compartimentos
ambientais estudados (sedimentos, SPM e agua),rarabteja mais relacionada com os
sedimentos e a SPM. Os niveis de arsénio encostra@gua nao sao alarmantes e nao
apresentam risco para a saude humana, uma vestoeabaixo dos valores estabelecidos
pela legislagéo portuguesa (1@/L).

O estudo revela que as améijoas bioacumulam argmjoe a concentracdo deste
contaminante nos seus tecidos depende da sua itididade no ambiente e da idade do
organismo. As concentracdes de arsénio na am&mais elevadas quanto mais elevado
for o nivel de contaminagcdo do meio ambiente e astaento apresenta uma relagéo
bastante significativa com as concentracdes deniarséa matéria particulada em
suspensao, deduzindo-se que a SPM seja a principatie entrada de arsénio no
organismo da améijoa. A taxa de acumulacdo deiarséria consoante a contaminacao
do meio envolvente, apresentando um valor de 5/8granono local Al, quase seis vezes
superior ao observado no local A14 (1 mg/kg ano).

A améijoa ndo podera ser considerada um bom bidorode contaminacdo por
arsénio na Ria de Aveiro, uma vez que nao cumpme toolos 0S requisitos necessarios,
nomeadamente pelo facto de os fatores de biocaacé@ntvariarem consoante os niveis de

contaminacédo do meio envolvente.
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