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Resumo

Neste trabalho estudaram-se os efeitos do aumento da temperatura da 4gua do mar
expectavel em condi¢des de alteracbes climaticas, na bioacumulacdo de mercurio (Hg) em
robalos (Dicentrarchus labrax). Determinou-se a concentracao de mercurio total (Hg total) e
metilmercurio (MeHg) nas amostras de peixe submetidos a 28 dias de exposicdo a racado
contaminada com MeHg e 28 dias de eliminacdo (i.e. alimentados com racdo nao
contaminada). Os resultados obtidos mostraram que o0s teores mais elevados de Hg
encontravam-se nos robalos mantidos a temperaturas mais elevadas (22 °C). As
concentracbes de Hg total e MeHg foram aumentando durante a fase de exposicao,
comecando com 0,10 e 0,08 mg kg, respetivamente no dia 0, até atingirem 0,11 e 0,08 mg
kg™ no final da fase de exposicédo para o cenario 1; 1,47 e 1,23 mg kg™ para o cenario 2 e
1,78 e 1,50 mg kg™ no cenario 3. Durante a fase de eliminacdo os teores mantiveram-se
constantes nos trés cenarios. Concluiu-se com este estudo que robalos expostos a
temperaturas mais elevadas bioacumulam mais Hg, sendo assim expectavel que as
alteracdes climaticas possam potenciar 0s riscos associados ao consumo de pescado com
caracteristicas idénticas aos robalos.

Palavras-chave: AlteracGes climéaticas, temperatura, metilmercurio, bioacumulacéo,

robalo
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Abstract

In this study the effects of seawater temperature increase expected in climate change
in bioaccumulation of mercury (Hg) were studied in sea bass (Dicentrarchus labrax). The
concentration of total mercury (total Hg) and methylmercury (MeHg) were determined in fish
samples subjected to 28 days of exposure to a diet contaminated with MeHg, followed by 28
days of elimination (i.e. non contaminated diet). The results revealed that the highest
concentrations of Hg were observed in sea bass maintained at higher temperature (22 °C).
Total Hg and MeHg concentrations increased during the exposure phase, starting from 0.10
and 0.08 mg kg, respectively, on day 0, and reaching 0.11 and 0.08 mg kg in scenario 1,
1.47 and 1.23 mg kg in scenario 2, and 1.78 and 1.50 mg kg? in scenario 3. During the
elimination phase the concentrations of Hg remained stable in the three scenarios. In
conclusion, this study revealed that sea bass exposed to higher temperatures bioaccumulate
more Hg, thus being expected that climate change may exacerbate the risk associated with
the consumption of seafood with identical characteristics to those of sea bass.

Key-words: Climate change, temperature, methylmercury, bioaccumulation, sea bass
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Extended abstract

Nowadays, the contamination of marine ecosystems presents various concerns to the
environment and human health, since some contaminants can bioaccumulate and biomagnify.
One type of contaminant is methylmercury (MeHg), derived from anthropogenic activities and
natural sources, and being accumulated in the aquatic environment. This toxic metal is an
organometallic compound with neurotoxic effects that are extremely dangerous to human
health. As a result of climate changes, it is possible that the bioaccumulation and
biomagnifications of this chemical contaminants changes in seafood.

The purpose of this study was to verify if the increase of seawater temperature foreseen
with climate change would affect the bioaccumulation of MeHg in sea bass (Dicentrarchus
labrax), thus being a potential risk for human health. In this way, the concentration of total
mercury (total Hg) and MeHg was determined in fish muscle samples exposed during 28 days
to a contaminated diet with MeHg, followed by 28 days of elimination (i.e. fed with a non
contaminated diet). It was ensured that all Hg was encapsulated in the sea bass feed without
being released to the water.

The concentrations of total Hg and MeHg in the seabass muscle during the exposure
phase were stable in scenario 1, on average remaining at 0.10 and 0.09 mg kg, respectively.
This seems to indicate a balance between the amounts of MeHg ingested through the diet and
those excreted by the fish. The ratio MeHg/total Hg was always between 75 and 81%, which
demonstrates that the greatest amount of Hg was in the organic form. In scenario 2 and 3 the
concentrations of total Hg and MeHg in fish muscle (and the ratio MeHg/total Hg) increased
during the exposure phase. However, the increase in contaminants concentrations was higher
in scenario 3, likely due to the higher metabolic rates and consequent increase in MeHg
uptake. In contrast, during the elimination phase, the concentrations of total Hg and MeHg
were stable in the three scenarios. The poor elimination rates registered during the 28
elimination days in the three scenarios indicate that Hg has bioaccumulation and
biomagnification characteristics. The results also showed that temperatures have no effect on
MeHg elimination, nor promotes the conversion of organic Hg into the less toxic inorganic Hg.

In conclusion, this study revealed that the effects of the climate change, more
specifically the increase of seawater temperature, is likely to lead to an increase in the
bioaccumulation of Hg and MeHg in sea bass. In this ways, the risk associated with the
consumption of this fish (or other fish species occupying identical places in the trophic chain)

will be exacerbated
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1. Introducédo

1.1 Poluigao

A poluicdo esta geralmente associada a introducéo direta ou indireta de substéncias
ou calor na atmosfera, solo e meio aquatico, que resultem de causas naturais ou
antropogénicas e possam ser prejudiciais para a salde humana ou para a qualidade dos
ecossistemas (CE, 2000).

Apesar de ndo ser possivel definir uma data ou época exata, sabe-se que a poluicdo
teve inicio ha milhares de anos, tendo-se registado um aumento exponencial a partir de
meados do século XVIII, aguando da Revolucdo Industrial. A melhoria das condiges de vida
durante a Revolucao Industrial levou ao aumento da populagdo mundial e da urbanizacéo e
consequente desflorestacdo, bem como, a producao de residuos urbanos (esgotos, residuos
hospitalares, entre outros) e industriais. Embora exista alguma poluicdo de ocorréncia natural,
por exemplo, proveniente da atividade vulcanica, a de origem antropogénica é a mais
preocupante e relevante quer em termos de producéo de gases de efeito de estufa (didxido
de carbono — CO,, metano — CHa, 0xido nitroso — N»O, clorofluorocarboneto — CFC, vapor de
agua —H>0, ozono — O3; Nye, 2010), quer em relagcao a introdugcéo de contaminantes quimicos
no solo e meio aquatico, tais como os pesticidas, plasticos, metais toxicos (mercario — Hg,
cadmio — Cd, chumbo — Pb, arsénio — As), retardantes de chama bromados (BFRS),
compostos bifenilpoliclorado (PCBs), produtos farmacéuticos, entre outros. Estes poluentes
séo produzidos através da utilizacdo de combustiveis fosseis, agricultura, exploragdo mineira,
indastria, fabrico de cimento, urbanizacdo, desflorestagdo, entre outras atividades
antropogénicas (CNFCG, 1994; Hill, 2010).

Os ecossistemas marinhos séo particularmente suscetiveis as contaminagdes, quer
biolégicas quer quimicas, provenientes de descargas de efluentes que contém residuos
domésticos, industriais e hospitalares, que atravessam rios, mares, estuarios e, finalmente,
chegam aos oceanos (Islam & Tanaka, 2004).

Certos contaminantes quimicos (ex. metais toxicos, substancias ativas de farmacos ou
pesticidas) tém a particularidade de, por vezes, se concentrarem nos organismos marinhos.
Isto deve-se a bioacumulacdo destes contaminantes e em alguns casos biomagnificacdo ao
longo da cadeia tréfica, podendo representar um risco para a saude dos consumidores de
pescado (Islam & Tanaka, 2004; Karouna-Reiner et al., 2007; Figueira et al., 2012).

Ao contrario do que se podera pensar, nao sdo os derrames de petr6leo os maiores
causadores de poluicdo marinha, mas sim os residuos sélidos. Estes residuos sélidos, como

a madeira, papel, plasticos, vidro e latas, podem ser introduzidos acidental ou
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intencionalmente no ambiente, sendo 0s mais encontrados nos oceanos e zonas costeiras
(estuérios, praias e salinas). O seu tempo de degradacdo no oceano difere consoante o tipo
de material (Tabela 1; Gates & Blauvelt, 2011; Noone et al., 2013; DNVGL, 2014).

Tabela 1 — Tempo de degradacao de diferentes residuos solidos nos oceanos (Adaptado de:
Gates & Blauvelt, 2011; DNVGL, 2014).

Residuos Sélidos Tempo de degradag&o no oceano
Papel 2 — 4 Semanas
Tecido de algodéo 1 -5 Meses
Corda 3 — 14 Meses
Tecido de 1& 1 Ano
Filtros de cigarro 1 -5 Anos
Madeira 13 Anos
Saco de pléastico 10 — 20 Anos
Lata de estanho 100 Anos
Lata de aluminio 200 — 500 Anos
Fraldas 450 Anos
Garrafa de plastico 450 Anos
Rede de pesca 600 Anos
Garrafa de vidro 1.000.000 Anos

Como se pode observar na Tabela 1, os plasticos e o vidro sdo os tipos de residuos
que mais tempo demoram a degradar-se nos oceanos, dado ser um material resistente,
duradouro e utilizado no dia-a-dia (Cole et al., 2011; Ivar do Sul & Costa, 2014). O plastico é
também o material que é encontrado em maior quantidade nos oceanos e zonas costeiras,
pondo em risco a vida de mais de 660 espécies marinhas através de ingestdo, enredamento
e “pesca fantasma’, isto é, ferimentos ou até mesmo morte de animais marinhos causados
por equipamentos de pesca perdidos ou descartados no mar (Figura 1; Cole et al., 2011,
Karydis & Kitsiou, 2013; Schulz et al., 2013; O’Shea et al., 2014).
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Figura 1 — Poluig&o dos ecossistemas marinhos (retirado de www.nationalgeographic.com e

http://coastalcare.org/2009/11/plastic-pollution/).

1.2 Contaminantes quimicos emergentes

Contaminantes quimicos emergentes sdo compostos e materiais cuja presenca no
ambiente e produtos alimentares (ex. pescado) ainda néo se encontra regulamentada ou cuja
legislacdo atual necessita revisdo atendendo aos dados obtidos em estudos toxicolégicos e
epidemiolégicos recentes (EFSA, 2014a). Apesar de muitas vezes serem detetados em
concentracdes bastante baixas, a presenca de contaminantes quimicos emergentes nos
ecossistemas aquaticos tem vindo a ser alvo de diversos estudos nos ultimos anos, dada a
falta de informag&o e desconhecimento acerca dos seus efeitos toxicolégicos em plantas,
animais e no ser humano (Hernando et al., 2006). De entre estes compostos emergentes,
destacam-se 0s produtos farmacéuticos e de uso pessoal, disruptores endocrinos,

microplasticos, retardantes de chama bromados e metais toxicos.
1.2.1 Produtos farmacéuticos e de uso pessoal

Os produtos farmacéuticos e de uso pessoal (pharmaceutical and personal care
products ou PPCPs) séo produtos utilizados no dia-a-dia e em grandes quantidades (Rahman

et al., 2010). A crescente preocupacdo com a saude e cuidados de higiene pessoal pela
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populacdo mundial nos dltimos 50 anos implicou a utilizacdo continua e crescente destes
produtos, existindo portanto um maior risco de ocorréncia destes contaminantes na agua
(Ellis, 2006; Damésio et al., 2011; Dolar et al., 2012).

Existem cerca de 3000 substéncias utilizadas para produzir PPCPs (Huerta et al.,
2012; Claessens et al., 2013a), podendo ser divididas em dois grupos: 1) farmacos, que tém
a funcédo de tratar e prevenir doencas e que atuam sobre fun¢Bes bioquimicas e fisioldgicas
(humanos e animais; Jjemba, 2006; Jelic et al., 2009); e 2) produtos de uso pessoal (Breton
& Boxall, 2003). No grupo dos farmacos encontram-se medicamentos com e sem prescricao
médica utilizados na medicina humana e animal, tais como, antibiéticos, analgésicos, anti-
inflamatérios, reguladores lipidicos, B-bloqueadores, psicotrépicos, antiepiléticos, citotdxicos,
citostaticos, de contraste de raio-X, hormonas e esteroides (McBride & Wyckoff, 2002; Boyd
et al., 2004; Hernando et al., 2006; Hedgespeth et al., 2012; Huerta et al., 2012; Damasio et
al., 2011; Claessens et al., 2013a; Ferguson et al., 2013; Liu & Wong, 2013). No grupo dos
produtos de uso pessoal encontram-se cosméticos, fragrancias, protetores solares,
conservantes, dentifricos, desinfetantes, antissépticos, detergentes, repelentes de insetos,
logcbes, cremes, sabonetes, entre outros (McBride & Wyckoff, 2002; Breton & Boxall, 2003;
Ellis, 2006; Ferguson et al., 2013; Liu & Wong, 2013).

Como sera descrito mais a frente (Capitulo 1.2.2.), alguns PPCPs podem também ser
considerados compostos disruptores enddcrinos (ex. hormonas e esteroides), uma vez que
afetam o sistema enddcrino alterando o seu normal funcionamento.

Varios estudos tém reportado a presenca de PPCPs em ambientes aquaticos em
concentracdes, geralmente, na ordem de ng L (ppt) ou pug L (ppb), pelo que estes
compostos poderdo ser considerados micropoluentes (Damasio et al., 2011; Huerta et al.,
2012; Claessens et al., 2013a; Zhang et al., 2014). O escoamento de residuos provenientes
de atividades agropecuarias e aquacultura, bem como efluentes associados a industria
farmacéutica, residuos domésticos e hospitalares constituem as principais fontes de
contaminacdo de PPCPs (Bris & Poulique, 2004; Ellis et al., 2006; Gros et al., 2006; Fatta et
al., 2007; Al-Odaini et al., 2010; Fatta-Kassinos, 2010; Rahman et al., 2010; Dolar et al., 2012;
Huerta et al., 2012; K'Oreje et al., 2012; Sirés & Brillas, 2012; Claessens et al., 2013a). De
entre estes compostos, destacam-se o0s antibiéticos, uma vez que se encontram em diversos
ecossistemas devido a sua incorreta e excessiva utilizacdo, quer humana quer veterinaria
(Huerta et al., 2012; Huerta et al., 2013b; Gros et al., 2013). Esta € uma questdo preocupante
dado que a frequente exposicdo a antibidticos pode ter consequéncias draméticas no
ambiente, como o desenvolvimento de estirpes de bactérias resistentes (Huerta et al., 2013b;
Liu & Wong, 2013).

O desenvolvimento da industria farmacéutica e cosmética nas Ultimas décadas tem

promovido uma utilizacdo cada vez maior, mais diversificada e frequente de PPCPs. Uma vez
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que grande parte destes compostos, bem como, dos seus metabolitos, é depois excretada
(podendo atingir 90%) através da urina e fezes (Breton & Boxall, 2003; Ellis, 2006; Jjemba,
2006; Hedgespeth et al., 2012; Santos et al., 2013), o consumo elevado e continuo de PPCPs,
faz com que sejam descarregados continuamente através dos esgotos domeésticos nos
ecossistemas marinhos, sobretudo nos estuérios e lagoas costeiras (Gros et al., 2006). Ainda
que estes residuos sejam encaminhados e tratados nas estacdes de tratamento de aguas
residuais (ETARS), os processos de tratamento convencionais, muitas vezes nao eliminam
eficientemente os compostos farmacéuticos e seus metabolitos, dado que estas ETARs
(convencionais) ndo foram inicialmente conceptualizadas para remover este tipo de
contaminantes (Jones et al., 2005; Kummerer, 2010; Huerta et al., 2012; Zhang et al., 2014).
Deste modo, apds o processo de tratamento, 60 a 90% dos residuos de PPCPs podem
permanecer na agua tratada, na sua forma quimica original ou sob a forma de metabolitos e
produtos transformados (i.e. PPCPs ou metabolitos que sofreram alteragbes estruturais no
ambiente por processos bioticos, como bactérias e fungos, ou abidticos, como a luz, oxidagao
e hidrélise; Kummerer, 2010; Huerta et al., 2012).

De modo semelhante, os animais provenientes de pecuarias e aquaculturas excretam
também os PPCPs que Ihes sdo administrados durante o crescimento, no entanto, nestes
casos nao € efetuado qualquer tipo de tratamento das aguas residuais (McBride & Wyckoff,
2002; Breton & Boxall, 2003; Ellis, 2006; Santos et al., 2010).

Devido a introducao continua destes poluentes nos ecossistemas aquaticos os PPCPs
sao considerados contaminantes “pseudo-persistentes”, pois a quantidade introduzida no
ambiente &, geralmente, superior a que € degrada ou eliminada (McBride & Wyckoff, 2002;
Ellis, 2006; Hernando et al., 2006; Rahman et al., 2010; Huerta et al., 2012).

Mesmo em reduzidas concentracdes, estes poluentes podem ter efeitos agudos e
cronicos, constituindo assim um perigo para a vida marinha e saitde humana (Hernando et
al., 2006; Martin-Diaz et al., 2009; Al-Odaini et al., 2010; Huerta et al., 2012). Apesar de se
terem observado efeitos adversos em alguns organismos marinhos, de momento pouco se
sabe sobre as consequéncias a médio e longo prazo da introdugéo continua de PPCPs nos
ecossistemas marinhos (McBride & Wyckoff, 2002; Huerta et al., 2012).

A maioria dos compostos dos PPCPs sao hidrofilicos, mas alguns estudos revelaram
gue determinados compostos e/ou 0s seus metabolitos podem ser bioacumulados por
espécies marinhas como bivalves, crustaceos e peixes, devido a exposi¢ao crénica nos seus
habitats (Ellis, 2006; Gros et al., 2012; Huerta et al., 2012; Dodder et al., 2013; Huerta et al.,
2013b). No que respeita a biomagnificacdo destes compostos ao longo da cadeia alimentar
marinha, bem como, aos efeitos sinergéticos entre varios compostos, a informacao € ainda
bastante escassa (McBride & Wyckoff, 2002; Huerta et al., 2012; Liu & Wong, 2013).
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A Comisséo Europeia apresentou a Diretiva 2013/39/EU incluindo, pela primeira vez,
alguns PPCPs como diclofenac, 17-a-etinilestradiol (EE2), 17-B-estradiol (E2) na lista de
vigilancia, para que sejam recolhidos dados que indiquem o0s riscos que estas substancias
poderdo, eventualmente, trazer para os consumidores. Os restantes PPCPs ndo tém ainda

qualquer regulamentacéo até a data.

1.2.2 Disruptores Endécrinos

Os disruptores endocrinos sdo compostos quimicos que interagem com o sistema
endécrino e conseguem mimetizar ou bloquear a acdo de hormonas, interferindo na sua
sintese, segregacdo, ligacdo e transporte, pelo que a sua presenca nos ecossistemas
marinhos podera traduzir-se em diversos efeitos adversos nos organismos e,
consequentemente, na salde humana (Porte et al., 2006; Snyder et al., 2006; Diano et al.,
2007; Burkhardt-Holm, 2010; Riva et al., 2010; De Falco et al., 2013).

Deste grupo de contaminantes fazem parte alguns pesticidas, produtos farmacéuticos
e de uso pessoal (PPCPs), hormonas (naturais e sintéticas) e compostos fendlicos (bisfenais,
alquifendis), que podem ser encontrados em Vvarios produtos do quotidiano (plasticos,
recipientes alimentares, tintas, detergentes e cosméticos; Porte et al., 2006; Diano et al., 2007;
Jonkers et al., 2009; Burkhardt-Holm, 2010; Li et al., 2012).

A maioria destes compostos quimicos e seus metabolitos sao lipofilicos, persistentes,
ubiquos e facilmente absorvidos por organismos, ou seja, tém um potencial elevado de
bioacumulacédo e ainda de biomagnificagcdo ao longo da cadeia trofica (Porte et al., 2006; De
Falco et al., 2013; Hsieh et al., 2013).

Os disruptores enddcrinos mais estudados s@o o nonilfenol, um composto da familia
dos aquilfendis produzido industrialmente, em particular, na sintese de detergentes
polietoxilados, bastante resistente a biodegradacéo e o bisfenol A, um monémero (sintético)
e plastificante muito utilizado mundialmente em produtos de consumo, como por exemplo,
latas de aluminio utilizadas na industria de produtos alimentares enlatados, equipamento
médico, material dentario, componentes eletronicos e elétricos, entre outros (Vandenberg et
al., 2007; Loffredo et al., 2010; Riva et al., 2010; Li et al., 2012; De Falco et al., 2013; Hsieh
et al.,, 2013). O nonilfenol encontra-se na lista das 33 substancias prioritarias da Diretiva
2008/105/EC, relativa a normas de qualidade ambiental no dominio da politica da agua.
Apesar de apenas ter sido banida a utilizacdo de bisfenol A no fabrico de biberons para
criancas, de acordo com esta mesma diretiva da Comissdo Europeia, este composto
encontra-se, neste momento, descrito como contaminante prioritario, isto é, estudos recentes
indicam que a sua relevancia e perigosidade a nivel toxicoldgico e epidemiolégico devera ser
revista (EFSA, 2014b; CE, 2008). Tal como os PPCPs, alguns destes compostos “pseudo-
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persistentes” encontram-se em efluentes de ETARs, provenientes de aguas residuais
domésticas devido a excrecdes destes compostos pelos humanos (como estrogénios naturais
e sintéticos) e até mesmo através de escoamento de &guas residuais provenientes das
atividades agricolas, pois estes compostos encontram-se usualmente em pesticidas
(Burkhardt-Holm, 2010; Kummerer, 2010; Rahman et al., 2010; Gros et al., 2012; Huerta et
al., 2012; Hsieh et al., 2013). Assim, os disruptores enddcrinos presentes nos ecossistemas
aguaticos, mesmo que se encontrem no ambiente em baixas concentracoes, terdo efeitos
adversos nos organismos que neles habitam (Snyder et al., 2006; Jonkers et al., 2009; Al-
Odaini et al., 2010; Huerta et al., 2012), interferindo com a sua reproducao e desenvolvimento,
uma vez que poderdo provocar a alteracdo dos géneros, induzir a sintese da vitelogenina,
alterar os padrdes de acasalamento, promover intersexualismo e esterilizagdo das fémeas,
afetando por sua vez a sobrevivéncia da populacéo (Valcarcel et al., 2011; Huerta et al., 2012;
Hsieh et al., 2013; Giusti & Joaquim-Justo 2013; Liu & Wong, 2013).

No ser humano estes compostos podem causar diversos tipos de cancro (da mama,
prostata, testicular, utero e ovarios), deficiéncias congénitas, reducéo da fertilidade, abortos
espontaneos, puberdade precoce, entre outros (Vandenberg et al., 2007; McKinglay et al.,
2008; Burkhardt-Holm, 2010).

1.2.3 Microplasticos

Os plasticos sao polimeros sintéticos que podem ser obtidos a partir do petréleo ou
gas natural (Cole etal., 2011; Antunes et al., 2013; Ivar do Sul & Costa, 2014). Estes polimeros
sdo diversos, dependendo da sua estrutura e densidade, sendo os mais utilizados
mundialmente, o polipropileno (PP), polietiieno (PE), politereftalato de etileno (PET),
poliestireno (PS) e policloreto de vinil (PVC; Andrady, 2011; Wright et al., 2013; Ivar do Sul &
Costa, 2014). Os plasticos sdo empregues em diversas industrias como as de embalamento,
construcao civil, automével, eletrénica e elétrica, entre outras (Plastic Europe, 2013). Apenas
no ano de 2012 foram produzidos 288 milhdes de toneladas de plasticos mundialmente, isto
é, cerca de 170 vezes mais do que em 1950 (Plastics Europe, 2013).

Tal como referido no Capitulo 1.1 (Poluicao), os plasticos foram idealizados para
serem resistentes e duradouros de modo a serem aplicados eficazmente no quotidiano (Cole
et al., 2011; Ivar do Sul et al., 2013). S&o estas caracteristicas que fazem dos plasticos um
problema ambiental, contaminando o ambiente marinho, quer por via terrestre quer por via
aquética (Frias et al., 2010; Andrady, 2011; Cole et al., 2011).

Os microplasticos sdo pedacos de plasticos com dimensdes menores que 5mm, que
sdo obtidos através da degradacdo de plasticos de maiores dimensdes, ou até mesmo
fabricados com este tamanho (Frias et al., 2010; Andrady, 2011; Ivar do Sul & Costa, 2014).
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Estes sdo divididos em microplasticos primarios e secundarios. Os microplasticos
primarios sao plasticos fabricados com tamanhos diminutos (< 5mm), vulgarmente utilizados
em cosmeéticos como exfoliantes, ou em equipamentos de decapagem abrasiva. Os
microplasticos secundarios séo originados a partir de plasticos de dimensdes maiores que
foram fragmentados através de degradacdo bioldgica, fisica e/ou quimica, processo que
poderd ainda resultar na libertacdo de aditivos plasticos, como bisfenol A e nonilfenol, no
ecossistema (Andrady, 2011; Cole et al., 2011).

A principal forma de degradacéo dos plasticos € a via termo-oxidativa, ou seja, através
da exposicao prolongada a radiacao ultravioleta (UV-B) do sol, pois esta promove a oxidacao
dos polimeros constituintes do plastico (Andrady, 2011; Cole et al., 2011; Vianello et al., 2013;
Ivar do Sul & Costa, 2014). A degradacéo destes polimeros pode ser também influenciada por
biodegradacao, fotodegradacao e hidrélise, embora esta Ultima ndo seja muito eficaz na agua
do mar (Andrady, 2011; Claessens et al., 2013b).

De acordo com a sua densidade, os plasticos podem flutuar, afundar ou derivarem a
meio da coluna de agua (flutuabilidade neutra; Cole et al., 2011; Claessens et al., 2013b; Ivar
do Sul & Costa, 2014).

No que respeita aos plasticos flutuantes, estes poderdo ser transportados até as zonas
costeiras ou, simplesmente, afundar, devido a formacéo de biofilmes microbianos criados a
superficie destes (Cole et al., 2011; Wright et al., 2013; Ivar do Sul & Costa, 2014).

Existem grandes concentracdes de plasticos de baixa densidade nos ambientes
aquaticos, principalmente no giro do Pacifico Norte e Atlantico Norte (Figura 2). Apesar de
serem considerados poluentes ubiquos e, por isso, estarem amplamente presentes, o giro do
Pacifico Norte € comummente designado de “Grande depdsito de lixo do Pacifico” uma vez
gue nele se encontra uma quantidade exorbitante de plasticos (cerca de quinze vezes o
tamanho de Portugal; Andrady, 2011; Wright et al., 2013; NOAA, 2014).

Para além da possivel ingestdo, os microplasticos poderdo também ter efeitos
adversos nos organismos marinhos, devido a possivel libertacdo de aditivos como bisfenol A
e contaminantes organicos hidrofébicos e persistentes que se aderem aos microplasticos.
Estes compostos séo passiveis de ser bioacumulados e biomagnificados ao longo da cadeia
trofica (Frias et al., 2010; Andrady, 2011; Cole et al., 2011; Antunes et al., 2013; Farrel &
Nelson, 2013; Koelmans et al., 2013; Lusher et al., 2013; Wright et al., 2013; Setala et al.,
2014).
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Figura 2 — Giros oceanicos e “o grande depdsito de lixo” do Giro do Pacifico Norte (adaptado

de: http://www.guiageo-mapas.com/).

Considerando que este grupo de contaminantes sO recentemente comegou a ser alvo
de estudos, neste momento ainda existem diversas lacunas em relagdo ao seu impacto
ambiental, ecologico e de exposigcdo humana. Deste modo, 0s plasticos e microplasticos
presentes no ambiente marinho encontram-se atualmente no topo da lista de contaminantes
considerados emergentes e prioritarios pela Unido Europeia, merecendo ser urgentemente

alvo de investigacao cientifica.

1.2.4 Retardantes de Chama Bromados

Retardantes de chama bromados (brominated flame retardants ou BFRs) sé&o
compostos “organobromados” cujo objetivo € reduzir e retardar a ignicdo e propagacao de
chamas, de modo a proteger os materiais de possiveis incéndios, sendo incorporados durante
a producao de varios materiais para que estes sejam resistentes ao fogo (D’ Silva et al., 2004;
Thomsen et al., 2010; Williams et al., 2010; Poma et al., 2014).

Os BFRs sdo comummente utilizados em materiais domésticos (mobiliario, téxteis,
plasticos), eletrénicos e elétricos (computadores, televisbes, placas de circuito impresso; D’
Silva et al., 2004; Thomsen et al., 2010; Williams et al., 2010; Kim et al., 2014; Poma et al.,
2014).

Dos BFRs fazem parte compostos que se incluem em diferentes categorias de acordo
com as suas caracteristicas quimicas, entre os quais se destacam os éteres difenilo
polibromados (PDBE), polibromobifenilo (PBB), tetrabromobisfenol A (TBBPA) e
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hexabromociclododecano (HBCD; D’ Silva et al., 2004; Williams et al., 2010; Covaci et al.,
2011; Kim et al., 2014; Venkatesan & Halden, 2014).

Os BFRs encontram-se em diversos compartimentos ambientais (ar, solo, vegetacao,
agua e sedimento) e acumulam-se em diversos animais, como 0s moluscos, peixes (ex. perca,
salmao), aves, mamiferos marinhos (ex. focas, morsas, golfinhos, baleias, lontras, ursos
polares; D’ Silva et al., 2004; Ronisz et al., 2004; Wit et al., 2010; Wu et al., 2012; Law et al.,
2014). Alguns destes contaminantes (PBDEs, PBBs e os HBCDs) sdo persistentes e
lipofilicos, acumulando-se essencialmente nos sedimentos e nos tecidos gordos dos animais,
particularmente, nos que pertencem a niveis tréficos mais elevados e inclusive nos humanos
(D’ Silva et al., 2004; Thomsen et al., 2010; Devanathan et al., 2012; Kim et al., 2014; Poma
et al., 2014; Venkatesan & Halden, 2014).

Alguns estudos indicam que os valores de concentracdo de BFRs séo mais elevados
em criancas do que em adultos, o que podera estar relacionado com a amamentacgéo (i.e.
leite materno contaminado), ingestédo de poeiras devido a comportamentos tipicos da infancia
como levar as mdos a boca, bem como uma menor capacidade de eliminagdo de
contaminantes (D’ Silva et al., 2004; Pulkrabova et al., 2009; Devanathan et al., 2012; Berger
et al., 2014; Kim et al., 2014). Foram ja encontrados diversos BFRs em amostras de sangue
humano, tecido adiposo, cabelo, leite materno (entre outros; Sjodin et al., 2003; D’ Silva et al.,
2004; Devanathan et al., 2012; Berger et al., 2014; Law et al., 2014).

Alguns efeitos adversos na saude humana decorrentes da exposicao a BFRs sao o
cancro (no sistema digestivo e linfatico), alteracdes nas func¢des da tiroide, efeitos no sistema
reprodutivo (feminino e masculino), diabetes e problemas no sistema nervoso central
(Williams et al., 2010; Berger et al., 2014; Kim et al., 2014; Stapleton et al., 2014).

Considerando a sua toxicidade, bioacumulacédo e persisténcia, a utilizagéo de alguns
BFRs, (ex. penta-, octa- e deca-BDES) foi banida da Unido Europeia (CE, 2002). Assim, surgiu
a necessidade de desenvolver e substituir estes BFRs por outros compostos denominados
BFRs “novos” ou emergentes (NBFR; Wit et al., 2010; Covaci et al., 2011; Poma et al., 2014,
Stieger et al., 2014). Alguns exemplos destes “novos” BFRs sao o decabromodifenil etano
(DBDPE), hexabromociclododecano (HBCD) e pentabromotolueno (PBT), 1,2-bis (2,4,6-
dibromofenoxi) etano (BTBPE; Covaci et al., 2011; Wu et al., 2012; Houde et al., 2014). Ainda
que pouco se saiba sobre estes compostos emergentes, acredita-se que sejam também
bioacumulados no ambiente e biomagnificados ao longo da cadeia trofica uma vez que
possuem propriedades fisico-quimicas semelhantes as dos PBDEs (Wu et al., 2012; Houde
et al., 2014). Alguns destes NBFRs ja foram detetados no ar, sedimento, peixes, aves,
mamiferos aquaticos e humanos. No entanto pouco se sabe sobre a sua ocorréncia,
distribuicdo e toxicidade, sendo portanto necessarios mais estudos nesta area (Covaci et al.,
2011; Wu et al., 2012; Houde et al., 2014; Poma et al., 2014; Venkatesan & Halden, 2014).
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1.2.5 Metais toxicos

Os metais ndo essenciais ou toxicos, como o Cd, Pb, Hg e As, sdo elementos que ndo
possuem qualquer funcéo benéfica ou vital nos organismos (Duffus, 2002). Os metais toxicos
sdo introduzidos no ambiente por fontes naturais ou antropogénicos, podendo tornar-se num
problema ambiental. Embora a contamina¢do de ambientes aquéticos se deva, em grande
parte, a atividades antropogénicas (efluentes industriais e urbanos, agricultura, mineracgao,
processos metallrgicos, etc.), atividades naturais como o vulcanismo e transferéncia a partir
do solo onde se encontram naturalmente, também contribuem para esta contaminacdo
(Zouboulis et al., 2004; Patel & Reynolds, 2013; Duarte et al., 2014). A poluicdo através destes
contaminantes apresenta varias preocupacdes a nivel ambiental e de saide humana, pois
alguns podem ser bioacumulados e biomagnificados (Zouboulis et al., 2004; lyer et al., 2005;
Chakraborty et al., 2013).

Atendendo aos teores que podem ser encontrados, bem como a sua toxicidade, na
legislacdo atual estdo regulamentados teores maximos para os seguintes elementos toxicos
comummente presentes em espécies de pescado: Pb, Cd e mercurio total (Hg total), tal como

apresenta a Tabela 2.

Tabela 2 — Teores maximos de trés metais tdxicos presentes em diferentes géneros
alimenticios (CE, 2006a).

Géneros alimenticios Teores maximos (mg kg™ de peso
fresco)
Chumbo
Parte edivel do peixe 0,3
Crustéceos 0,5
Moluscos bivalves 15
Cefalopodes 1,0
Cadmio
Parte edivel do peixe Entre 0,05 e 0,30
Crustéceos 0,5
Moluscos bivalves 1,0
Cefalopodes 1,0
Mercurio
Produtos de pelsjcéi(z parte edivel do Entre 0,5 1,0

11
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Apesar de diversos autores indicarem que o Hg presente no pescado se encontra
predominantemente sob a forma orgéanica (i.e. metilmercurio, MeHg; Lawson et al., 2000;
Verger et al., 2007; Kehrig et al., 2010), a legislagéo vigente ainda ndo regula a sua presenca,
ndo existindo assim, limites legais para 0 MeHg em matrizes alimentares. No entanto, a
Comisséo Europeia reconhece a necessidade de rever as atuais diretrizes e adquirir maior
conhecimento no que respeita a presenca e toxicidade deste elemento (CE, 2006a). Neste
contexto, a European Food Safety Agency (EFSA), emitiu um parecer estabelecendo como
limite toleravel de ingestdo semanal de MeHg o valor de 1,3 ug kg* de peso corporal e
definindo este contaminante como prioritario dada a falta de regulamentacdo e estudos
toxicologicos (EFSA, 2012). De modo semelhante, a informacdo acerca da toxicidade e
ocorréncia em produtos alimentares de As na forma mais toxica (i.e. inorganica; iAs) € ainda
bastante escassa, pelo que também é considerado um contaminante prioritario.

No ambiente aquético o MeHg é formado a partir da metilagdo do mercurio inorgénico,
principalmente, através da atividade de bactérias sulfito-redutoras que se encontram na
superficie dos sedimentos (Ceccatelli et al., 2010; Wu et al., 2011; Patel & Reynolds, 2013;
Zhu et al., 2013;). Esta metilagdo pode ser facilitada por diversos fatores ambientais e
quimicos, como temperaturas elevadas, pH baixo, matéria organica e quantidades reduzidas
de oxigénio (Kim et al., 2008; Pizarro-Barraza et al., 2014).

O MeHg é a forma organica quimica de Hg mais bioacumulavel e a Unica que se
biomagnifica ao longo da cadeia trofica (Kim et al., 2008; Ceccatelli et al., 2010; Kehrig et al.,
2010; Wu et al., 2011; Spada et al., 2012).

Durante o processo digestivo, cerca de 95% do MeHg ingerido fica disponivel para
absorcao no epitélio intestinal (i.e. bioacessivel; Liu et al., 2008), sendo distribuido para os
diversos tecidos de todo o corpo, i.e. cerca de 10% migra para o cérebro e cerca de 5%
permanece na circulagdo sanguinea. Em oposicdo, a absor¢do de Hg inorgénico é,
comparativamente, mais baixa (<15 %, Liu et al., 2008).

Dado que o MeHg é biomagnificavel, os organismos onde as concentracdes tendem a
ser mais elevadas s@o 0s que ocupam niveis tréficos mais elevados, predadores, de maiores
dimensdes e com um ciclo de vida mais longo, como o atum, tubaréo, espadarte, cherne,
robalo, peixe-espada (Verger et al., 2007; Ceccatelli et al., 2010; Carrasco et al., 2011).

A principal fonte de exposi¢do do ser humano ao MeHg é através do consumo de
pescado, 0 que podera constituir um potencial risco do ponto de vista da saude publica,
sobretudo em populagdes onde o consumo per capita de pescado é bastante elevado, como
€ 0 caso de Portugal (Kim et al., 2008; Ceccatelli et al., 2010; Zhu et al., 2013; Carrasco &
Vassileva, 2014; FAO, 2014a).

O MeHg € um composto neurotoxico podendo apresentar efeitos adversos no sistema

nervoso central, quer em animais quer no ser humano, particularmente durante os primeiros
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anos de vida e desenvolvimento (Ceccatelli et al., 2010; Spada et al., 2012; Patel & Reynolds,
2013; Zhu et al., 2013).

A maioria do conhecimento sobre os sintomas do MeHg deve-se aos surtos ocorridos
nos anos 50 e 60 em Minamata e Niigata, Jap&o e no inicio dos anos 70 no Iraque (Ceccatelli
et al., 2010). No Japéo, os surtos resultaram do consumo de peixe contaminado, devido ao
lancamento de aguas residuais que continham Hg, enquanto no Iraque deveu-se ao consumo
de péao cujo trigo tinha sido tratado com fungicida que continha Hg (Castoldi et al., 2001).
Através destes surtos foi possivel estudar os efeitos adversos provocados por este
contaminante. Os pacientes (adultos) apresentavam distUrbios sensoriais, ataxia (dificuldade
na coordenacdo de movimentos), surdez, deficiéncia na fala, tremores, movimento ocular
anormal, transtornos mentais e distarbios no paladar e olfato (Ceccatelli et al., 2010). Este
composto neurotéxico e lipofilico, consegue ainda atravessar as membranas, como as
membranas hematoencefalica e placentaria (Ceccatelli et al., 2010; Patel & Reynolds, 2013).

Relativamente ao iAs, as duas espécies predominantemente presentes nos solos e
cursos de agua sao o arsenato [As(V)] e o arsenito [As(IIl)]. A toxicidade do As(lll) é cerca de
20 vezes maior que a do As(V) , embora ambos sejam considerados carcinogénicos
(Yamamura & Amachi, 2014; Sarmiento et al., 2009; Zhang et al., 2012, Asadollahzadeh et
al., 2014; Diaz et al., 2012). Segundo um estudo realizado por Mufioz et al. (2000), as espécies
de peixe que contém mais iAs sdo espécies com um teor de gordura superior a 1%, como a
sardinha e carapau. Em ambientes aerdébios e biologicamente produtivos, o As(V) é
geralmente o mais abundante no meio marinho, enquanto em ambientes anaerdbios e de
baixa salinidade o As(lll) € o mais abundante (Zhang et al., 2011; Yamamura & Amachi, 2014).
Contudo, a informacao existente é ainda escassa no que respeita as vias e taxas de
bioacumulacdo deste contaminante nos organismos, bem como, ao processo de
biomagnificagdo ao longo da cadeia trofica (Zhang et al., 2011).

Estudos epidemiolégicos demonstram que a exposicdo cronica ao iAs, quando
ingerido, pode levar a efeitos adversos como cancro ou tumores na pele, bexiga, figado e
pulmdes e problemas dermatoldgicos (ex. ulceras, hiperpigmentacdo; EPA, 2007a; Ruttens et
al., 2012; Yamamura & Amachi, 2014).

1.3 Alteracdes Climaticas

Desde o inicio da Revolugdo Industrial, que os niveis de CO. na atmosfera
aumentaram cerca de 40%, levando as atuais alteragbes climaticas (Vitousek et al., 1997;
Nye, 2010; FAO, 2008). A partir de amostras de gelo recolhidas na Antartica e Gronelandia
foi possivel determinar a quantidade de CO; que esteve presente na atmosfera no passado,

tendo-se concluido que os valores de CO; tém vindo a aumentar desde a era pré-industrial
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(IPCC, 2007). Segundo o Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC), por volta do
ano 1750, a concentracdo de CO, atmosférico era, aproximadamente 280 ppm, ao passo que
em 2005 este valor aumentou para 379 ppm, ou seja, ocorreu um aumento de 35% em cerca
de 250 anos.

De acordo com o Earth Systems Research Laboratory/National Oceanic and
Atmospheric Administration (2013) os valores de CO, atmosférico em dezembro de 2013 eram
de 396 ppm. Mais preocupantes sao as estimativas de que no final deste século os valores
da concentracdo de CO; atmosférico serdo entre os 730 e 1020 ppm (IPCC, 2007).

Nos ecossistemas marinhos, sobretudo nos estuarios e as zonas costeiras, Sao
esperadas diversas alteracdes fisico-quimicas, como por exemplo, acidificacdo da agua do
mar, aumento da temperatura e nivel do mar, diminuicdo da concentragdo de oxigénio
dissolvido (O2) e maior frequéncia na ocorréncia de chuvas e ventos de grande intensidade
(FAO, 2009; Marques et al., 2010; Hernroth et al., 2011; Matozzo & Marin, 2011; Doney et al.,
2012). Prevé-se que estas alteragfes climaticas continuem a aumentar durante muitos anos
devido ao CO; ja acumulado na atmosfera e ao que é continuamente produzido (IPCC, 2007,
Marques et al., 2010). Estas alteragBes climaticas terao, naturalmente, impacto sobre os
organismos marinhos, (Matozzo & Marin, 2011; Talmage & Gobler, 2011; Matoo et al., 2013),
podendo afetar o seu crescimento, reproducdo, respiracdo, metabolismo e, em geral, a
biodiversidade. (Marques et al., 2010; Rosa et al., 2012b; Noone et al., 2013).

1.3.1 Acidificagcdo dos oceanos

O carbono é um elemento essencial a vida e encontra-se presente em todos 0s
organismos vivos. Este elemento estd em permanente transferéncia entre a atmosfera,
hidrosfera, litosfera e biosfera, circulando e sendo reciclado num processo denominado ciclo
biogeoquimico do carbono (Philander, 2008; Dawson & Spannagel, 2009; Levin, 2013).

Como se pode observar na Figura 3, o ciclo do carbono, na sua totalidade, influéncia
o clima do planeta, uma vez que a quantidade de carbono que se encontra na atmosfera na

forma de CO; é regulada através deste processo (Philander, 2008).
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Figura 3 — Ciclo do carbono (Adaptado de: http://eusoils.jrc.ec.europa.eu/).

Este ciclo tem sido continuamente perturbado devido ao aumento de CO; proveniente
de atividades antropogénicas como a queima de combustiveis fosseis e a desflorestacdo
continua, bem como de fontes naturais, erupc¢des vulcanicas e incéndios florestais (Steele et
al., 2001; Philander, 2008; Dawson & Spannagel, 2009; Levin, 2013).

Existem varios reservatérios de carbono, ou seja, sistemas que retém carbono, tais
como 0S oceanos, arvores e plantas (Steele et al., 2001; Philander, 2008; Dawson &
Spannagel, 2009; Levin, 2013). As arvores atuam como um reservatorio natural de carbono,
pelo que a desflorestacéo impede a retencéo de CO, fazendo com que mais CO, permanecga
na atmosfera e, consequentemente, mais CO; seja absorvido pelos oceanos (Philander,
2008). Deste modo, os oceanos constituem também um reservatério natural de carbono,
assumindo um papel vital na regulacdo do ciclo do carbono e, naturalmente, do clima,
estimando-se que a sua capacidade de armazenamento seja superior a 90% do carbono
presente no seu ciclo (Philander, 2008; Dawson & Spannagel, 2009). O carbono absorvido
pelos oceanos é utilizado, em parte, pelos organismos aquaticos calcificadores que, em
conjunto com o calcio formam as conchas ou exosqueletos calcarios (Bibby et al., 2008; Rosa
& Seibel, 2008; Talmage & Gobler, 2010; Range et al., 2011; Talmage & Gobler, 2011; Matoo
et al., 2013).

A acidificacdo dos oceanos devido ao aumento de CO; atmosférico e consequente
transferéncia para a superficie da agua dos oceanos € uma das consequéncias draméaticas
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das alteracdes climéticas a que se ir4 assistir. O CO, atmosférico ao entrar em contacto com
a superficie da agua difunde-se passivamente, transformando-se em CO, aquoso dissolvido
(Spicer et al., 2007; Doney et al., 2009; Matoo et al., 2013). De acordo com a Equacao quimica
1, uma vez em equilibrio, o CO- dissolvido reage com H>O formando &cido carbonico (H.COs).

CO3 (atmy © COZ (aq) + Ha0 & HyCO3 & H* + HCO3 & 2H* + CO3~ (eq. 1)

Este &cido fraco dissocia-se em ides bicarbonato (HCO3) e ides carbonato (CO3z?%),
consoante a perda de um ou dois iBes hidrogénio (H*), respetivamente. Com a transferéncia
continua de CO. atmosférico para a superficie dos oceanos, a concentracdo de CO:
dissolvido, ides H* e HCOj3 ird aumentar. Dado que o valor de pH corresponde a —log,;o H.
O aumento da concentracdo de ides H* traduz-se, consequentemente, na diminuicdo do pH
dos oceanos, ou seja, na acidificacao.

Em suma, dadas as alteragbes dos equilibrios quimicos, o pH dos oceanos tera
tendéncia a diminuir com o aumento das emissdes de CO. resultantes de varias atividades
antropogénicas, tornando-se cada vez mais acido (CNFCG, 1994; Rosa & Seibel, 2008;
Widdicombe & Spicer, 2008; Doney et al., 2009). Com este aumento continuo dos ides H*, a
concentracdo de CO3z* tende a diminuir, levando portanto a formacdo de HCOs; (CNFCG,
1994; Rosa & Seibel, 2008; Widdicombe & Spicer, 2008; Doney et al., 2009).

O carbono inorgéanico dissolvido (CID) encontra-se em equilibrio termodindmico nos
oceanos, sob as formas de: CO, aquoso (~1%), ides HCO3 (~90%) e ides CO3z* (9%), para
um pH de aproximadamente 8,1 (CNFCG, 1994; Doney et al., 2009). Os ibes HCO3 sdo assim
o CID mais abundante nos oceanos, existindo portanto uma disponibilidade de iGes CO3*
relativamente baixa. O aumento da concentracédo de iBes H* proporcionara a diminuicdo da
concentracéo dos ibes COz* 0 que constituird um problema ecolégico afetando os organismos
marinhos que dependem destes ibes para a formacdo das suas conchas ou exosqueletos
calcéarios, como por exemplo algumas espécies de plancton, moluscos bivalves, crustaceos e
corais (Bibby et al., 2008; Rosa & Seibel, 2008; Talmage & Gobler, 2010; Range et al., 2011,
Talmage & Gobler, 2011; Matoo et al., 2013).

De acordo com alguns autores (Caldeira & Wickett, 2005; IPCC, 2007; Noone et al.,
2013) cerca de 50% do CO; antropogénico produzido desde a Revolucdo Industrial e cerca
de 30% do CO; produzido desde 1994, ja se encontra armazenado na superficie da 4gua dos
oceanos (Rosa & Seibel, 2008). Este CO; ja diminuiu o pH das 4guas em 0,1 unidades. Se as
emissdes de CO; continuarem, o pH dos oceanos ira igualmente diminuir.

O IPCC prevé que o pH dos oceanos ira diminuir em 0,4 unidades até ao final de 2100.
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1.3.2 Temperatura

Com o aquecimento global, para além da temperatura atmosférica, também a
temperatura dos oceanos ira aumentar. Dado o aumento da temperatura da superficie do
oceano devido as alteracdes climéticas, a capacidade de retengéo de CO;tendera a diminuir,
uma vez que a solubilidade do CO; diminui com o aumento da temperatura da 4gua (Dawson
& Spannagel, 2009). O IPCC prop0ds diversos modelos para as alteragfes climéticas previstas
para proximos 100 anos, sendo algumas proje¢des mais drasticas que outras (Tabela 3).

Tabela 3 — Variagcdo média estimada (AT) e melhor estimativa para o aumento da temperatura
da superficie da 4gua dos oceanos esperado até ao final do século XXI (probabilidade de
ocorréncia > 66%; IPCC, 2007).

Caso Melhor estimativa (°C) AT (°C)
Valores das concentragfes do ano 0,6 0,3-0,9
2000
Cenério B1 1,8 1,1-29
Cenario A1T 2,4 1,4-3,8
Cenério B2 2,4 1,4-3,8
Cenério A1B 2,8 1,7-4,4
Cenario A2 3.4 2,0-54
Cenario AlFlI 4,0 24-6,4

Legenda:

Al — Cenério caracterizado por, crescimento econdmico rapido; populacéo global atinge os 9
mil milhdes em 2050 decrescendo de seguida; aquisicio de tecnologias novas e eficientes
A1B — Balango entre todas as fontes de energia
A1FI — Uso intensivo de combustiveis fésseis
AL1T — Uso de combustiveis provenientes de energia ndo-fésseis
A2 — Cenério caracterizado por, nagdes autossuficientes; populagdo continuamente crescente;
desenvolvimento econémico orientado para o local
B1 — Cenério caracterizado por um mundo mais amigo do ambiente; aumento da populagao
que atinge 9 mil milhdes em 2050 decrescendo de seguida; introducdo de tecnologias limpas e de
recursos eficientes; estabilidade econdémica, social e ambiental
B2 — Cenério caracterizado pelo crescimento da populagdo; énfase na solucdo local da
estabilidade a nivel econémico, social e ambiental; um aumento na tecnologia mas n&o tao acentuado

como nos cenarios Al e B1; o desenvolvimento econémico encontra-se num nivel intermédio

O aumento da temperatura terd consequéncias fisicas (alteragbes das condi¢des

meteoroldgicas, clima e até na intensidade dos furacdes e ciclones tropicais) e bioldgicas (ex.
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alteracdo do taxas respiratérias/metabolismo dos organismos e, consequentemente, do teor
de oxigénio dissolvido no ambiente aquatico; Noone et al., 2013), tendo um impacto negativo
no crescimento, reproducao, interacao entre espécies e condi¢cdes fisiolégicas das espécies
marinhas (Noone et al., 2013). Espécies marinhas calcificadoras (ex. corais, bivalves e
plancton) serd@o particularmente afetadas, o que podera resultar em decréscimos ou extingéo

das populacdes e espécies (Noone et al., 2013).

1.3.3 Hipoxia

A hipoxia (ou “dead zone”) ocorre em determinadas areas/zonas de rios, estuarios,
zonas costeiras, mares, lagos e oceanos, onde 0s niveis de oxigénio dissolvido (O.) sdo
menores que 2 mg L (= 61 umol kg?), constituindo assim uma ameaca a sobrevivéncia de
organismos marinhos (Diaz & Rosenberg, 2008; Hofmann et al., 2011; Bendtsen & Hansen,
2013; Gogina et al., 2014).

A hipoxia € um processo que ocorre naturalmente em diversos ecossistemas
aquéticos, devido a oscilagbes de O, dissolvido. No entanto, as atividades antropogénicas
promovem um aumento na frequéncia dos periodos de hipoxia nestas zonas (Rabouille et al.,
2008; Aboagye & Allen, 2014; NOAA, 2014).

Deste modo, a hipoxia seré igualmente uma consequéncia das altera¢des climaticas,
uma vez que o aumento da temperatura influenciara o metabolismo dos organismos marinhos
e promovera as suas taxas de respiracdo (Aboagye & Allen, 2014). Antes de 1960 registavam-
se, mundialmente, cerca de 40 zonas de hipoxia, relacionadas com eutrofizacdo, mas esse
namero aumentou de forma significativa, tendo-se reportado 640 zonas de hipoxia nos finais
de 2010 (Diaz & Rosenberg, 2008; Noone et al., 2013). Segundo Diaz & Rosenberg (2008),
em 2008 existiam trés zonas de hipoxia em Portugal, sendo estas o Rio Mondego, a Ria de
Aveiro e a Ria Formosa.

As atividades antropogénicas, como a agricultura, utilizacdo de combustiveis fésseis,
atividade industrial, descargas de aguas residuais, contribuem para o0 aumento dos nutrientes
nos ecossistemas marinhos, como o azoto e fésforo sendo as principais causas da
eutrofizacdo de rios, estuarios, mares e zonas costeiras (Noone et al., 2013; NOAA, 2014).

A eutrofizacdo implica um excesso de matéria organica disponivel na agua que,
consequentemente, promove 0 crescimento excessivo de algas, conhecido como bloom de
algas e vegetacao. A matéria organica por sua vez afunda-se e é decomposta por
microrganismos aerébios (consumidores de O,), contribuindo igualmente para a diminuicdo
nos niveis de O; na agua (Diaz & Rosenberg, 2008; Bendtsen & Hansen, 2013; Noone et al.,

2013; NOAA, 2014). Por outro lado, o excesso de nutrientes torna a dgua mais turva,
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dificultando a penetragdo da luz solar e, consequentemente, afetando a fotossintese
(Bendtsen & Hansen, 2013; Noone et al., 2013; NOAA, 2014).

A caréncia de O tem diversas consequéncias para a fauna e flora marinhas, afetando
de um modo geral, a condigéo fisioldgica dos organismos, bem como a sua reproducéo,
crescimento, resposta imunitaria e taxas respiratérias. Na fauna marinha mével a migracéo
forcada € uma das consequéncias, levando assim a mudancas de habitat e
consequentemente alteracdes nos padrdes de reproducdo e alimentacdo ou até mesmo ha
auséncia destes. A fauna imével adotara comportamentos de sobrevivéncia, mas se as
concentracdes de O, dissolvido forem diminuindo ou se os periodos de hipoxia se tornarem
mais longos com o decorrer do tempo, estes organismos acabardo por morrer (Bendtsen &
Hansen, 2013; Aboagye & Allen, 2014).

1.3.4 Impactos das alteracdes climaticas na aquacultura

A aquacultura desempenha atualmente um papel de extrema relevancia na
alimentacdo mundial, contribuindo largamente para a producéo global de pescado (FAO,
2014b). No entanto, prevé-se que esta atividade seja bastante afetada pelas alteractes
climéticas, sobretudo nos cultivos extensivos. Com o aumento da temperatura da agua ira
ocorrer um aumento no metabolismo, taxas de crescimento e, consequentemente na
producdo global (Rosa et al., 2012a). Devido a estas temperaturas as taxas de evaporagao
irdo também aumentar, levando assim a um aumento na salinidade da agua, com implicacdes
na fisiologia das espécies menos tolerantes a variacdes deste parametro (Rosa et al., 2012a).
O previsivel aumento do nivel da agua, juntamente com o aumento da salinidade, vai alterar
a qualidade das aguas, afetando a producdo de pescado tanto em aguas doces como em
adguas salobras (Rosa et al., 2012a). Outra consequéncia das alteragfes climaticas para a
aquacultura é o aumento da eutrofizacdo que levara a uma diminui¢éo dos teores de oxigénio,
bem como, a ocorréncia de blooms de algas com impacto negativo na aquacultura (Rosa et
al., 2012a). Paralelamente, o aumento das temperaturas da agua podera favorecer o aumento
da frequéncia de ocorréncia de organismos patogénicos (ex, parasitas, bactérias e virus) e
biotoxinas marinhas, tornando-se assim uma ameaca para a producdo sustentavel em
aguacultura, onde as densidades populacionais sdo, por norma, bastante elevadas (Rosa et
al., 2012a). Isto podera acarretar igualmente problemas para a salde humana, pois existe um
risco acrescido para a ingestdo de alimentos contaminados, levando assim a uma maior
frequéncia e intensidade das intoxicacdes alimentares transmitidas pelo pescado ou pela agua
contaminada (Rosa et al., 2012a). Face as consequéncias previstas, a adaptacdo e
otimizacdo da aquacultura a um ambiente caracterizado por altera¢des climaticas constituira

brevemente um dos grandes desafios da investigacao.
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1.4 Modelo bioldgico: Robalo (Dicentrarchus labrax)

O robalo (Dicentrarchus labrax) é encontrado ao longo da costa Atlantica Europeia,
desde o sul da Noruega até ao Senegal, incluindo estuéarios e lagoas, mares Mediterraneo e
Negro, tendo também sido introduzido em Israel, Oma e Emirados Arabes Unidos (Ferreira et
al., 2010; Schnitzler et al., 2011).

O robalo é uma espécie com corpo alongado, contendo duas barbatanas dorsais
separadas, uma espinhosa apresentando 8 ou 9 espinhos e outra com uma espinha e 12 ou
13 raios moles, uma barbatana anal com 3 espinhos e 10 a 12 raios moles com um longo
pedunculo caudal e uma barbatana caudal moderadamente bifurcada (Figura 4; FAO, 2014c;
FAO, 2014d). Apresenta uma cabeca relativamente pontiaguda, onde a maxila inferior € mais
proeminente que a superior. Possui o opérculo com espinhos lisos e o pré-opérculo com

grandes espinhas direcionadas para a boca (FAO, 2014c).

Figura 4 — Robalo adulto (retirado de www.fishbase.com).

A pele apresenta uma tonalidade cinzenta escura (por vezes, azulada) no dorso,
tornando-se mais prateada lateralmente, esbranquicada no abdémen e, por vezes, amarelada
ou branca no ventre. Os juvenis exibem manchas escuras no dorso, uma mancha negra na
extremidade do opérculo e medem, geralmente, 20 a 50 cm, podendo atingir 1 metro de
comprimento no estado adulto. Em média, o ciclo de vida do robalo é de 25 anos, podendo
atingir os 30 (Fish Base, 2014; EOL, 2014).

Os machos atingem a maturidade sexual entre os 2 e 4 anos de idade (~35 cm de
comprimento) e as fémeas entre 0s 5 e 8 anos (~42 cm de comprimento; EOL, 2014).

Trata-se de uma espécie demersal, ou seja, que habita zonas costeiras até aos 100
metros de profundidade, tolerando grandes flutuagbes de salinidade (3% até 35%.) e
temperatura (5° a 28 °C), isto € considera-se uma espécie eurialina e euritérmica (EOL, 2014;
FAO, 2014c; FAO, 2014d; FAO, 2014e; Fish Base, 2014). Nas fases juvenis vive em

cardumes, enquanto em adulto apresenta um comportamento solitario (EOL, 2014).
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Esta espécie é predadora durante a fase juvenil, alimentando-se maioritariamente de
invertebrados, passando a ingerir pequenos peixes a medida que vai crescendo. Na fase
adulta, a sua alimentacéo inclui essencialmente peixes, cefalopodes, crustaceos e moluscos
bivalves (Schnitzler et al., 2011; Fish Base, 2014). Dado o seu comportamento alimentar, esta
espécie é passivel de biomagnificar contaminantes mesmo quando se encontram em baixas
concentracdes (Pastor et al.,, 1996; Sarmento et al., 2004; Maria et al., 2009). Assim,
considerando as caracteristicas e comportamento desta espécie, o robalo relne os atributos
necessarios para ser um bom bioindicador de contamina¢do marinha, podendo fornecer
informacéo relativa a presenca de contaminantes nos ecossistemas marinhos em que habita
(Maria et al., 2009; Schnitzler et al., 2011). No entanto, a acumulacdo de contaminantes
dependera também de diversos fatores, designadamente da idade/tamanho dos individuos,
tipo de alimento disponivel (e teores de contaminantes nele contidos) e variaveis fisico-
quimicas da agua (Abreu et al., 2000).

O robalo é bastante apreciado pelos consumidores devido ao seu sabor suave, carne
branca e baixo teor em gordura quando selvagem (Kyrana & Lougovois, 2002), apresentando
assim um elevado valor comercial, tanto na pesca como na aquacultura (Alasalvar et al.,
2002). Apenas em Portugal, as capturas nominais em 2012 foram de 401 toneladas, enquanto
a producdo em aquacultura representou 460 toneladas (INE, 2013).

Dada a sua importancia economia a nivel mundial, a producdo de robalos em
aquacultura tem demonstrado um forte crescimento ao longo dos anos, tendo sido de 581
toneladas em 1985 e atingindo as 153182 toneladas em 2012 (Figura 5; Kyrana & Lougovaois,
2002; FAO, 2014e). O robalo tornou-se assim (em conjunto com a dourada — Sparus aurata)
uma das espécies mais produzidas em aquacultura e consumidas nos paises mediterranicos
(Ferreira et al., 2010; Greco et al., 2010).

21



Efeito da temperatura na bioacumulacéo e eliminagdo do metilmercurio em robalo

160000
140000
'5120000
=}
%100000
< 80000
2 I
£ 60000 I
g 1
7 o HHHEH
20000 II'IIIIIIIII
0_
NN ONDDADO AT ANNSTTULONDDO T ANNSTNONOOOOO N
000D DDDNDOOOO0OODO0ODO0ODO0DO0O0O fdd
[e )l ) e M)l e e oMo NN NoNoNoNoONoONeleolNeolololNolNolNoelolololNolNo)
Tl A A A A A A A A A A A AT AN AN AN AN AN AN ANANANANNANAN
Ano
B Produgdo de captura B Produgdo em aquacultura

Figura 5 — Valores globais de captura vs produgdo em aquacultura (retirado de FAO, 2014e).

1.5 Objetivos

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito do
aguecimento da 4gua na acumulagcdo de MeHg no robalo e quais 0s potenciais riscos para a
saude humana. Para tal, foi avaliado o processo de bioacumulacdo e eliminacdo deste
contaminante quimico emergente em robalos juvenis (Dicentrarchus labrax) sujeitos ao
aumento da temperatura da agua do mar. O robalo foi escolhido como modelo bioldégico por
se tratar de uma espécie com elevado interesse comercial e passivel de acumular teores

elevados de contaminantes por ocupar um nivel tréfico elevado.
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2. Material e métodos

2.1. Delineamento experimental

O trabalho experimental da presente dissertacdo foi realizado no Instituto Portugués
do Mar e da Atmosfera (IPMA) em parceria com o Laboratério Maritimo da Guia, Centro de
Oceanografia da Faculdade de Ciéncias da Universidade de Lisboa (LMG).

2.1.1. Sistema de cultivo

Em colaboragcdo com a empresa Fernando Ribeiro, Lda. (Lisboa), conceptualizou-se e
construiu-se um sistema de cultivo de organismos marinhos que permitisse simular as
alteracdes climaticas. Como ilustram as Figuras 6 e 7, trata-se de um sistema em circuito
fechado (i.e. recirculagéo de agua), composto por 12 aquérios de vidro (cada um com cerca
de 80 L de capacidade), cada um deles com controlo independente de temperatura e pH,

refrigeracgéo, filtragc&o bioldgica, sistema de filtracdo UV, escumadores e carvao ativado.

Figura 6 — Sistema de cultivo para simulacdo das alteracdes climaticas em organismos

marinhos.
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| Fluxo de agua :

Compartimento 1

Compartimento 3

Figura 7 — Componentes do sistema de cultivo.

Legenda:

A — Serpentina de refrigeracéo (sistema de refrigeracao)
B — Carvao ativado

C — Escumador

D — Resisténcia

E — Filtros biol6gicos (biobolas)

F — Bomba de recirculacdo de 4gua

Visto tratar-se de um sistema de recirculacdo de agua, a cada aquario estédo
associados trés compartimentos que asseguram a qualidade da agua. Sucintamente, a 4gua
de cada aquario ao atingir o nivel da tubagem (Figura 7), desce por gravidade e atinge o
primeiro compartimento, no qual se encontra uma serpentina de refrigeracdo (Figura 7 A) e
um saco contendo carvao ativado que assegura uma remocao eficiente de contaminantes
guimicos (neste caso, MeHg), caso estes existam na agua (Figura 7 B). Ao atingir o limite da
capacidade do primeiro compartimento, a agua passa, por gravidade para um segundo
compartimento no qual se encontram os escumadores (Figura 7 C), que removem a matéria
organica solida excretada pelos organismos e o filtro biologico (i.e. biobolas contendo
bactérias nitrificantes) que transforma a amoénia excretada pelos organismos (toxica quando
em concentragfes elevadas), em nitritos e, por fim, nitratos (compostos de azoto menos
toxicos para os organismos). Em seguida, a agua passa para o terceiro compartimento atraves
de um orificio no fundo (entre o segundo e terceiro compartimento) onde passa por mais um
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conjunto de filtros biolégicos e é bombeada novamente para o aqudrio correspondente,
através de uma bomba de recirculagéo (Figura 7 E e F).
Este sistema permitiu, entdo, simular diferentes cenarios de temperaturas em cada um

dos aquérios e controla-los de modo independente durante toda a experiéncia.

2.1.2. Formulacéo de racdes

Em colaboracdo com a empresa fornecedora de racdes comerciais para peixes Sparos
(Olhéao), formulou-se uma ra¢ao com base nos requisitos nutricionais do robalo juvenil (racédo
controlo ou ndo contaminada; Tabela 4). A racdo consistia em pellets extrudidos com éleo de
peixe, com cerca de 2 mm de didmetro (i.e. dimenséo ideal para alimentagéo de individuos
juvenis com cerca de 20 g de massa corporal). Esta racéo controlo serviu como alimento aos
animais dos aquarios controlo (i.e. ndo contaminados), bem como para todos os animais
durante as fases de aclimatagéo e eliminacdo do MeHg.

Paralelamente, foi igualmente produzida uma ragdo contaminada com a mesma
composi¢ao nutricional da racao controlo, incorporando-se no 6leo de peixe (antes da
extrusdo dos pellets) uma solucédo de cloreto de metilmercurio (95%, Merck) dissolvido em
etanol (100%), de modo a obter-se uma concentragéo final de 8 mg kg* de racdo em peso
seco, correspondendo a 2 mg kg? em peso fresco. Esta racdo foi fornecida aos animais dos
aquarios contaminados apenas durante a fase de exposi¢cao ao MeHg.

Tabela 4 — Composicédo nutricional da racéo para robalos juvenis.

Ingredientes Percentagem de matéria seca (%)
Matéria seca 94,3
Proteina total 51,7
Lipidos totais 18,9
Dos quais: Oleo de peixe 12,7
Cinza 9,6
Suplementos de vitaminas e sais minerais* 0,9

* Suplemento para peixes marinhos (PREMIX Lda., Portugal). Minerais (g ou mg kg de racao):
0,65mg carbonato de cobalto; 9mg sulfato de cobre; 6mg sulfato férrico; 0,5mg iodeto de potassio;
9,6mg oOxido de manganés; 0,01mg de selenite de sddio; 7,5mg sulfato de zinco; 400mg cloreto de

sédio; 1,869 carbonato de célcio.
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Ambas as rac¢des foram armazenadas em recipientes fechados que se encontravam a

temperatura ambiente, ao abrigo da luz e humidade.

2.1.3. Transporte e aclimatacdo dos organismos de estudo

Cerca de 300 robalos juvenis (massa corporal média ~20 g) produzidos na estagao
piloto de aquacultura do IPMA de Olh&o (Algarve) foram transportados de carro desde as
instalacbes do IPMA de Olhao até ao LMG (Lisboa; duracédo de ~3h), em contentores de PVC
com oxigénio puro, de maneira a garantir niveis de oxigénio de 5 mg L e temperatura da
agua a 18 °C.

Uma vez no LMG, os robalos foram distribuidos aleatoriamente pelos 12 aquarios do
sistema experimental anteriormente descrito, onde permaneceram durante 30 dias de periodo
de aclimatacdo, com arejamento continuo, mantendo o nivel de oxigénio dissolvido superior
a 5 mg L?, temperatura da dgua a 18 °C, pH 8,0 e salinidade a 35%.. Estabeleceu-se um
fotoperiodo igual a 12:12 (i.e. 12 horas de iluminacdo e 12 horas de escuriddo). De modo a
nao causar stresse fisiolégico aos animais por excessiva densidade populacional, assegurou-
se que a carga animal de cada aquéario era inferior a 5 g (de peso corporal do animal) por L
de agua.

Durante esta fase de aclimatacéo, os robalos foram alimentados 3 vezes por dia com
a racao controlo (ver capitulo 2.1.2), numa quantidade equivalente a 2% do peso corporal
médio dos peixes. Diariamente removeram-se os individuos mortos (calculando-se a taxa de
mortalidade diaria) e mediram-se em cada tanque os parametros fisico-quimicos da agua:
temperatura (Ebro, TFX 430 Pt100, Alemanha), pH (Mettler Toledo, SevenGo pro, Suica), O-
dissolvido (WTW handheld Meter Multi 350i, Alemanha), salinidade (V2 Refractometer, TMC,
Reino Unido) e concentragfes de amonia, nitratos e nitritos (Tropic Marine, Expert Testset,
EUA). De modo a assegurar a qualidade da agua dos aquarios, diariamente: a) as fezes de
peixe eram removidas do fundo de cada aquario; b) os escumadores eram limpos; e ¢) a agua
era parcialmente substituida. Em relagdo & amonia, nitritos e nitratos, nunca se excederam os
valores de 0,10; 0,10 e 10 mg L, respetivamente, garantindo assim uma boa qualidade da

agua.

2.1.4. Fase 1: Exposicao de MeHg

A Fase 1 da experiéncia decorreu durante 28 dias, tendo-se pretendido avaliar o
processo de bioacumulacdo de MeHg pela via alimentar (i.e. incorporado na racéo de peixe)
em robalos juvenis, simulando simultaneamente o aumento da temperatura da agua do mar

(AT = 4 °C) decorrente das alteracdes climaticas e previsto pelo Intergovernmental Panel on
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Climate Change (IPCC), de acordo com o relatério de 2013. Para tal, foram colocados
aleatoriamente 22 peixes em cada aquario do sistema de cultivo para simulacdo das
alteracdes climéticas e definiram-se 3 cenérios com condi¢es diferentes, cada um deles

sendo atribuido a 4 aquarios ou replicados:

Cenario 1 (replicados/aquarios 1a, 1b, 1c e 1d) — Cenério controlo | (condi¢bes atuais
sem contaminacéo) — Alimentag&o com rag&o ndo contaminada + auséncia de simulagéo
de alteracGes climaticas, i.e. temperatura média usual aplicada no cultivo de robalo de 18
°C (permanecendo a 18,2+0,3 °C; média + desvio padréo);

Cenario 2 (replicados/aquérios 2a, 2b, 2c e 2d) — Cenario controlo Il (contaminado) —
Alimentacdo com racdo contaminada com MeHg + Sem simulacdo de alteragbes
climaticas, i.e. temperatura média usual aplicada no cultivo de robalo de 18 °C

(permanecendo a 18,1+0,2 °C; média + desvio padrdo);

Cenério 3 (replicados/aquérios 3a, 3b, 3c e 3d) — Cenério de alteracdes climaticas
(contaminado) — Alimentagdo com ragdo contaminada com MeHg + Simulacdo do
aumento da temperatura de acordo com as previsoes do IPPC, ou seja, AT =4°C, i.e. 22

°C (permanecendo a 21,9+0,8 °C; média + desvio padrao).

O cenario 1 teve dois propdsitos: a) controlar a taxa de mortalidade ao longo de toda
a experiéncia, bem como o estado fisioldgico dos animais (visualmente) em condi¢des de
normais (i.e. temperatura usual e alimentagc&do ndo contaminada); b) indicar as concentracdes
de Hg total e MeHg existentes na racdo ndo contaminada, bem como, a percentagem de
MeHg/Hg total no musculo dos robalos em condi¢des controladas (18 °C). Com o cenario 2
pretendeu-se avaliar o processo de bioacumulagdo do Hg no robalo juvenil, bem como, a sua
especiacdo em condicbes de cultivo atuais (18 °C). No cenério 3 pretendeu-se avaliar o
processo de bioacumulagdo do Hg no robalo juvenil, bem como a sua especiacéo face ao
aumento da temperatura segundo o cenario A1FI do IPCC, sendo este o cenario mais drastico
(22 °C). De modo a manter a temperatura da agua a 22 °C nos aquarios pertencentes ao
cenario 3, foram colocadas resisténcias (Jager 3604, Eheim, GmbH & Co, Alemanha) nos
terceiros compartimentos dos respetivos aquarios (Figura 7 D).

Para uma constante monitorizacdo do pH da agua do sistema de cultivo foi utilizado
um equipamento ProfiLux (ProfiLux 3.1N Starter-Set, Schuko, Alemanha) que efetuou a
gestado automética do pH dentro dos aquarios, injetando CO, quando o valor se encontrava
elevado ou ar quando o valor era demasiado baixo, mantendo assim um pH constante de
8,0+0,2 (média * desvio padrédo). Adicionalmente, aferiu-se diariamente a exatiddo dos

valores de temperatura e pH fornecidos pelo aparelho ProfiLux, utilizando um termometro
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digital (Ebro, TFX 430 Pt100, Alemanha) e pH (Mettler Toledo, SevenGo pro, Suica) externos
ao sistema.

Nos trés cenarios, foi mantido um arejamento continuo, oxigénio dissolvido superior a
5 mg L?, pH a 8.0, salinidade a 35 %o e os animais foram alimentados 3 vezes por dia com as
respetivas racdes (contaminada ou ndo contaminada) numa quantidade equivalente a 2% do
peso corporal médio. Estabeleceu-se um fotoperiodo de 12 horas de iluminacdo e 12 horas
de escuriddo. Os parametros fisico-quimicos da dgua foram medidos diariamente, conforme
descrito anteriormente (Capitulo 2.1.3). De modo a assegurar a qualidade da agua dos
aguarios, diariamente as fezes de peixe eram removidas do fundo de cada aquério, os
escumadores eram limpos e a agua era parcialmente substituida. Realizavam-se também a
leitura da concentracdo de amonia, nitritos e nitratos, que nunca excederam os valores de
0,10; 0,10 e 10 mg L%, respetivamente, garantindo assim uma boa qualidade da agua. Durante

esta fase experimental, a taxa de mortalidade foi inexistente.

2.1.5. Fase 2: Eliminacdo MeHg

Apos 28 dias de exposicdo ao MeHg, seguiu-se a Fase 2 que também compreendeu
28 dias e na qual se pretendeu avaliar o processo de eliminacdo do MeHg em robalos juvenis
simulando o aumento da temperatura da agua do mar que sera expectavel decorrente das
alteracbes climaticas (AT = 4 °C). Para tal, mantiveram-se os robalos juvenis nas mesmas
condi¢cBes descritas no Capitulo 2.1.4., mas alimentando-os em todos 0s cenarios com ragcéao
ndo contaminada ou controlo.

Para uma constante monitorizacdo do pH da agua do sistema de cultivo foi utilizado
um equipamento ProfiLux (ProfiLux 3.1N Starter-Set, Schuko, Alemanha) que efetuou a
gestdo automatica do pH dentro dos aquarios, injetando CO, quando o valor se encontrava
elevado ou ar quando o valor era demasiado baixo, mantendo assim um pH constante de
8,0+0,2 (média + desvio padréo). Adicionalmente, aferiu-se diariamente a exatiddo dos
valores de temperatura e pH fornecidos pelo aparelho ProfiLux, utilizando um termémetro
digital (Ebro, TFX 430 Pt100, Alemanha) e pH (Mettler Toledo, SevenGo pro, Suiga) externos
ao sistema.

Nos trés cenarios, foi mantido o arejamento continuo, oxigénio dissolvido superior a 5
mg L%, pH a 8.0, salinidade a 35%. e os animais foram alimentados 3 vezes por dia com ragéo
ndo contaminada numa quantidade equivalente a 2% do peso corporal médio. Estabeleceu-
se um fotoperiodo de 12 horas de iluminacao e 12 horas de escuriddo. Os parametros fisico-
quimicos da agua foram medidos diariamente, conforme descrito anteriormente (Capitulo
2.1.3). De modo a assegurar a qualidade da agua dos aquarios, diariamente as fezes de peixe

eram removidas do fundo de cada aquario, os escumadores eram limpos e a agua era
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parcialmente substituida. Realizavam-se também a leitura da concentragdo de amonia, nitritos
e nitratos, que nunca excederam os valores de 0,10; 0,10 e 10 mg L?, respetivamente,
garantindo assim uma boa qualidade da agua. Durante esta fase experimental, a taxa de
mortalidade foi inexistente.

2.1.6. Amostragens

Ao longo da experiéncia, foram efetuadas 9 amostragens de robalo, isto €, nos dias 0
(inicio da Fase 1), 7, 14, 28 (fim da Fase 1 e inicio da Fase 2), 35, 42, 49 e 56 (fim da Fase 2
e ultimo dia de experiéncia). Em cada ponto de amostragem, recolheram-se aleatoriamente 6
animais de cada cenério, bem como, uma amostra da agua de cada aquéario. De modo a
minimizar o sofrimento animal e seguindo as praticas eticamente recomendadas, 0s peixes
foram eutanasiados através de uma incisdo na regido dorsal imediatamente posterior a
cabeca para cortar a coluna vertebral, assegurando a perda imediata de sensibilidade (CE,
2010; Figura 8).

Figura 8 — Corte da coluna vertebral.

Registou-se 0 peso e comprimento totais dos espécimenes e recolheu-se para tubos
de plastico (Falcon) o tecido muscular livre de pele e espinhas (Figura 9). As amostras foram
congeladas a -80 °C e posteriormente liofilizadas durante 48h a -50 °C a baixas pressoes (~10-
1 atm; Heto, PowerDry LL 3000, Republica Checa), com exce¢do das amostras de agua. As
amostras liofilizadas foram, por fim, homogeneizadas, utilizando almofarizes e pildes de
porcelana e mantidas a -80 °C até serem analisadas.
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Figura 9 — Procedimento de remocé&o de espinhas e pele da amostra de tecido muscular.

2.2. Andlises quimicas

2.2.1. Determinacao do teor de mercurio total

A determinacdo da concentracdo de Hg total presente nas amostras de musculo de
robalo, bem como de &gua foi realizada por espectrofotometria de absorcdo atomica, de
acordo com o método descrito na norma US EPA 7473 (EPA, 2007b) e utilizando um
analisador automatico de mercuario (LECO, AMA 254, EUA).

Esta técnica baseia-se na decomposicéo fisica e quimica da amostra em forno, onde
a fragdo de mercurio existente é seletivamente retida huma amalgama de ouro e depois
libertada apo6s aquecimento. O vapor de mercurio € arrastado pelo oxigénio até a célula de
absorcdo do espectrofotometro, lendo-se o valor de absor¢do no comprimento de onda de
253,7 nm. O procedimento encontra-se descrito em detalhe no Anexo I. Cada amostra peixe

e agua foi lida em duplicado.

2.2.2. Determinacéo do teor de mercurio organico (MeHg)

Procedeu-se a extracdo do MeHg presente nas amostras de musculo de robalo de
acordo com o0 método descrito por Scerbo & Barghigiani (1998).

Resumidamente, este método consiste na utilizacdo de cerca de 100 mg de amostra
liofilizada a qual é adicionada 10 mL de acido bromidrico (47%), seguida da extracao de
compostos de mercurio orgéanicos adicionando 20 mL de tolueno (99,8%). Os compostos de
mercurio organico, neste caso MeHg, sdo depois, removidos do tolueno a partir de uma

solugdo de cisteina. Por fim, o teor de MeHg € determinado por absorgcdo atomica no
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analisador automatico de mercurio (LECO, AMA 254, EUA), conforme descrito no ponto
anterior (2.2.1). O procedimento encontra-se descrito em detalhe no Anexo |I. Cada amostra
foi lida em duplicado.

O mercurio organico foi considerado como MeHg, pois, segundo Scerbo & Barguigiani
(1998) a percentagem média de MeHg em peixes é superior a 90%. Dado que a racdo
fornecida aos robalos apenas continha MeHg, considerou-se neste estudo que todo o

mercurio organico detetado correspondia a MeHg.

2.3. Analise estatistica

Para a analise estatistica do presente trabalho utilizaram-se os softwares Microsoft
Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, EUA, 2007) e Statistica 10 (Stat-sof, Inc. EUA,
2011). Para determinar a existéncia de diferencas nos teores de Hg total, MeHg, razéo
MeHg/Hg total, bem como, nos parametros biométricos dos individuos recolhidos nos cenarios
e dias de amostragem, recorreu-se a analise de variancias (ANOVA de um factor), uma vez
gue os dados obedeciam aos pressupostos de normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov) e
homogeneidade de varidncias (teste de Levene). Para localizar as diferencas sempre que
estas existiam, utilizou-se em seguida o teste de Tukey. Determinaram-se ainda as
correlagBes entre os parametros biométricos, concentracdes de Hg e relagdes MeHg/Hg total,
utilizando o teste de correlacdo de Pearson. Os dados foram analisados para um intervalo de

confianca de 95%, isto €, significancia estatistica foi considerada quando p-value<0,05.
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3. Resultados e discussao

3.1. Controlo de qualidade dos resultados

De modo a validar a qualidade dos resultados obtidos, sempre que se efetuou a
quantificacdo de Hg total e MeHg nas amostras, também se procedeu a andlise do material
de referéncia certificado (MRC) DORM-4 (dogfish muscle, fish protein, National Research
Council Canada, Canada). A escolha do MRC DORM-4 deveu-se ao facto de ser uma matriz
com caracteristicas semelhantes a estudada neste trabalho experimental (musculo de peixe).
Os resultados obtidos no presente estudo sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Comparacéo entre os valores certificados de Hg total e MeHg e os valores obtidos

no presente estudo, no material de referéncia DORM-4 (média + desvio padréao; n=3).

Hg total (mg kg?) MeHg (mg kg?)
MRC Valores Valores Valores Valores
Certificados Obtidos Certificados Obtidos
DORM-4 0,41+0,06 0,39+0,03 0,35+0,03 0,35+0,06

Os valores de Hg total e MeHg obtidos no presente estudo encontram-se dentro das
gamas de valores certificadas para estes compostos, pelo que se consideraram fidveis os

resultados obtidos nas amostras.

3.2. Estabilidade da racao

De modo a verificar o teor de Hg na racdo controlo (i.e. ndo contaminada), bem como
avaliar a estabilidade do Hg nas racdes contaminadas (através de uma solucédo de cloreto de
MeHg em etanol incorporada aos 6leos usados na ra¢do contaminada), quantificou-se o teor
de Hg em ambas as rac6es nos dias 0, 28 e 56 da experiéncia. Determinou-se também o teor
de Hg total em amostras de agua recolhidas nos nove pontos de amostragem da experiéncia
de modo a averiguar a possivel transferéncia de Hg da racéo para a agua dos aquarios. A
Tabela 6 apresenta os teores de Hg total obtidos nas racdes e nas amostras de agua.

Nas varias determinacBes de Hg total, as concentragfes situaram-se entre 0,57 mg
kg! na racdo controlo (revelando que o 6leo de peixe usado na formulagdo da racéo continha
Hg, embora dentro dos valores autorizados) e os 8,12 mg kg na racdo contaminada, nédo
evidenciando qualquer perda deste elemento ao longo do tempo em ambos o0s casos. As

concentracbes de Hg na ragdo contaminada encontram-se dentro dos teores de Hg
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observados em alguns organismos aquaticos passiveis de bioacumular teores mais elevados
de Hg, sobretudo quando habitam zonas bastante contaminadas e que fazem parte da dieta
do robalo em ambiente selvagem, tais como crustaceos Cyathura carinata (1,0 a 2,5 mg kg*
peso fresco; Cardoso et al., 2014).

Por outro lado, todas as amostras de agua recolhida nos véarios aquérios do sistema,
cenérios e 9 pontos de amostragem revelaram teores de Hg total inferiores ao limite de
detecdo da metodologia utilizada (0,01 mg kg?). Deste modo, confirmou-se entdo a
estabilidade do Hg nas racdes preparadas artificialmente, podendo assumir-se que o Hg
incorporado nas racdes tera sido ingerido pelos robalos na totalidade. Este resultado deve-
se, sobretudo, as caracteristicas lipofilicas do MeHg, que impedem a sua migracéo a partir do

6leo das racdes para a agua (Storelli et al., 2002).

Tabela 6 — Concentracdo de Hg total (mg kg?) nas duas ragdes (em peso seco) e amostras

de agua ao longo do tempo (média * desvio padrao; n=3).

Racao Agua
Dia de amostragem Controlo | Contaminada | Cenario 1 | Cenario 2 | Cenario 3
0 0,57+0,02 8,12+0,07 <0,01 <0,01 <0,01
28 0,58+0,01 8,08+0,03 <0,01 <0,01 <0,01
56 0,57+0,01 8,09+0,05 <0,01 <0,01 <0,01

3.3. Dados biométricos

Em cada um dos 9 pontos de amostragem, recolheram-se os dados biométricos dos
individuos amostrados em cada cenario, mais concretamente comprimento total (cm) e peso
total (g; Tabela 7). Nos trés cenarios os individuos cresceram ao longo do tempo, quer em
comprimento quer em peso, embora sé significamente no cenario 3. Todos 0s cenarios
obtiveram desvios padrédo bastante elevados para o peso e comprimento. Esta variabilidade
podera dever-se a fatores intrinsecos como dominancia de individuos, competicdo pelo
alimento e/ou diferentes estados fisiol6gicos e metabdlicos entre individuos no mesmo

aquaério.
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Tabela 7 — Comprimento total (cm) e peso total (g) dos individuos amostrados em cada um

dos cenarios (n=6; entre paréntesis encontra-se a % de desvio).

Comprimento total (cm)

Peso total ()

am(?;?rggem Média Desvio padréo Média Desvio padréo
0 12,9 0,8 (6,2 %) 22,5 6,1 (27,1 %)
7 12,2 1,5 (12,3 %) 21,3 11,7 (54,9 %)
14 13,2 1,9 (14,4 %) 27,5 13,7 (49,8 %)
= 21 14,3 0,3 (2,1 %) 26,2 5,8 (22,1 %)
5 28 12,5 1,1 (8,8 %) 195 4,8 (24,6 %)
S 35 13,1 1,6 (12,2 %) 28,3 11,4 (40,3 %)
42 14,3 2,4 (16,8 %) 39,0 15,3 (39,2 %)
49 12,6 1,5 (11,9 %) 21,8 11,3 (51,8 %)
56 13,7 0,7 (5,1 %) 33,0 4,1 (12,4 %)
0 12,9 0,8 (6,2 %) 22,5 6,1 (27,1 %)
7 13,3 1,0 (7,5 %) 25,1 8,1 (32,3 %)
14 14,3 1,1 (7,7 %) 34,6 7.8 (22,5 %)
- 21 14,5 1,3 (9,0 %) 29,3 8,4 (28,7 %)
5 28 14,0 1,2 (8,6 %) 32,1 8,3 (25,9 %)
S 35 14,2 1,3 (9,2 %) 35,7 11,0 (30,8 %)
42 14,3 1,3 (9,1 %) 36,9 9,9 (26,8 %)
49 14,3 1,0 (7,0 %) 32,7 5,5 (16,8 %)
56 14,9 1,1 (7,4 %) 39,8 6,3 (15,8 %)
0 12,9 0,8 (6,2 %) 22,5 6,1 (27,1 %)
7 13,2 0,6 (4,5 %) 24,6 4,2 (17,1 %)
14 12,8 1,8 (14,1 %) 24,4 9,1 (37,3 %)
= 21 13,5 1,5 (11,1 %) 23,6 9,5 (40,3 %)
5 28 14,1 1,1 (7,8 %) 34,0 11,1 (32,6 %)
S 35 153 0,7 (4,6 %) 44,4 4,0 (9,0 %)
42 14,7 1,5 (10,2 %) 39,6 12,3 (31,1 %)
49 141 1,3 (9,2 %) 32,3 9,3 (28,8 %)
56 15,0 1,2 (8,0 %) 42,0 10,5 (25,0 %)
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3.4. Exposicao a MeHg

Os resultados obtidos durante 28 dias de exposicdo a MeHg através do alimento e
referentes aos trés cendrios estudados (cenario 1 — controlo a 18 °C, cenério 2 — contaminado
a 18 °C e cenario 3 — contaminado a 22 °C) encontram-se representados na Figura 10, bem
como na Tabela 8 e Tabela 2.1 (Anexo II).

Tabela 8 — Diferencas significativas encontradas em relacdo as concentracées de Hg total,
MeHg e relacdo MeHg/Hg total, para cada trés cenario, durante a fase de exposi¢do a MeHg.

Letras diferentes correspondem a diferencas significativas para cada cenario (p<0.05).

Dias de amostragem Hg total MeHg MeHg/Hg total

0 a a a

= 7 a a a

o

@ 14 a a a

o

O 21 a a a
28 a a b
0 a a a

N ab a a

o

@ 14 bc ab a

o

O 21 c b a
28 d C a
0 a a a

™ 7 a a a

ko)

@ 14 b b a

o

(@) 21 (o (o a
28 d d a

No cenério 1 os teores de Hg total rondaram os 0,10 mg kg* ao longo de toda a fase
de exposicdo, mantendo-se constantes e sem grandes diferencas entre os cinco primeiros
pontos de amostragem (Figura 10). Estes valores estéo certamente relacionados com o facto
da ragdo controlo ndo ser totalmente inécua de Hg (teor = 0,57 mg kg! peso seco,
correspondente a 0,14 mg kg peso fresco), uma vez que se utilizaram 6leos de peixe na
formulacdo da ragdo, que por si s6 contém Hg, em vez de Oleos de origem vegetal. A
constancia de valores de Hg ao longo da experiéncia parece indicar um equilibrio entre a

quantidade de MeHg ingerida através da racéo e a excretada pelos peixes.
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Figura 10 — ConcentracGes de Hg total e MeHg (mg kg™ peso fresco) e proporcdo MeHg/Hg total (%) nos trés cenarios, durante a fase de

exposi¢cdo a MeHg (C1 — Cenério 1; C2 — Cenério 2; C3 — Cenatrio 3).
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As concentragfes de Hg na racdo ndo contaminada encontram-se dentro dos teores
de Hg total observados em alguns organismos aquaticos que fazem parte da dieta do robalo
em ambiente selvagem, tais como vermes aquaticos Polychaeta (0,005 a 0,108 mg kg™ peso
fresco; Sizmur et al., 2013) e mexilhdo do mediterraneo (0,059 a 0,140 mg kg* peso fresco;
Leo et al., 2010). Também os teores de MeHg mantiveram-se sem diferencas significativas
ao longo dos primeiros 28 dias do ensaio, situando-se em média nos 0,09 mg kg*. Segundo,
Bjerregaard & Christensen (2012) a adicdo de selénio na alimentacdo de organismos
marinhos permite reduzir os seus teores de MeHg. Tais conclusfes foram obtidas a partir de
um estudo com camardes (Crangon crangon) onde forneciam elevadas concentracfes de
selénio no alimento, sendo uma das formas selenite. No presente estudo, a racdo continha na
sua formulacédo selenite de so6dio embora em baixas concentracdes (10 pg kg?), sendo
provavelmente esta a razéo para a inexisténcia de aumento da quantidade de MeHg nos
peixes durante a experiéncia. Por sua vez, a relagdo MeHg/Hg total reduziu significativamente
dos 81 para os 75 %, o que implica que a maior fragcdo de Hg no musculo dos robalos se
encontrava na forma organica, isto €, na forma de MeHg. Valores idénticos foram encontrados
por diversos autores para a razdo MeHg/Hg total no masculo de peixes marinhos, como o
tubardo (Chimaera monstrosa), enguia (Torpedo nobiliana) e raia (Myliobatis aquila; entre 72
e 83%; Storelli et al., 2002), besugo (Pagellus acarne), carapau (Trachurus picturatus),
abrétea (Phycis phycis), cherne (Polyprion americanus), safio (Conger conger), peixe-espada
branco (Lepidopus caudatus) e salmonete preto (Mora moro; entre 81 e 91%; Magalhaes et
al., 2007), dourada do Japéo (Pagrus major), corvina (Sciaenops ocellatus) e robalo japonés
(Lateolabrax japonicus; entre 72 e 98%; Onsanit et al., 2012). J4 em bivalves a relagdo
MeHg/Hg total € menor do que em peixes, usualmente entre 20 e 60%, possivelmente por
ocupar um nivel tréfico mais baixo, bem como fisiologia e metabolismo diferentes (Carrasco
et al., 2008; Leo et al., 2010).

Mieiro et al. (2011) verificaram que robalos provenientes da Ria de Aveiro
apresentavam concentracdes de MeHg na ordem dos 0,04 e 0,46 mg kg? (peso fresco),
dependendo do nivel de contaminagéo da zona onde foram capturados. Deste modo, apesar
da racéo controlo preparada artificialmente conter Hg (0,14 mg kg peso fresco), no final, os
robalos pertencentes ao cenério 1 revelaram concentracbes de MeHg semelhantes as
encontradas em robalos capturados no meio ambiente.

Relativamente ao cenéario 2, foi possivel observar através da Figura 10 que as
concentracdes de Hg total aumentaram significativamente durante a fase de exposicédo dada
a ingestdo regular de ragdo contaminada com este elemento, comegando com 0,10 mg kg*
no dia 0 até 1,47 mg kg* ao fim de 28 dias. Também os teores de MeHg aumentaram
significativamente durante estes 28 dias de exposicéo, de 0,08 mg kg™ para 1,23 mg kg™. A

percentagem de MeHg presente nos robalos durante os 28 dias de exposi¢cdo ndo revelou
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diferengas significativas, oscilando entre os 81 e os 83%, ou seja, o Hg encontrava-se
maioritariamente sob a forma orgénica e em percentagem superior a encontrada no cenario
1. Igualmente no cenario 3 as concentracdes de Hg total e MeHg aumentaram
significativamente durante o periodo de exposi¢ao (Figura 10). Os teores de Hg total variaram
entre 0,10 mg kg™ no dia 0 e 1,78 mg kg* ao fim de 28 dias de exposicdo. J4 o0 MeHg variou
entre 0,08 mg kg™ no dia 0 e 1,50 mg kg ao fim de 28 dias de exposicdo. Os valores da
relacdo entre MeHg e Hg total ndo apresentaram diferencas significativas, oscilando entre os
81 e os 86%. Assim, constataram-se valores mais elevados de Hg total, MeHg e da razéo
MeHg/Hg total no cenario 3 em relacdo aos restantes cendrios, indicando a aparente
existéncia de uma relacdo direta entre a temperatura da agua e a acumulacao de Hg e MeHg
nos robalos juvenis. Devido ao facto da ragéo fornecida aos individuos de estudo dos cenarios
2 e 3 ter concentracdes elevadas de MeHg (2 mg kg peso fresco), a razdo de MeHg/Hg total
de ambos os cenarios ndo decresceu significativamente. Esta razao foi ligeiramente maior no
cenario 3 embora nado significativamente, possivelmente, a uma melhor absor¢cdo dos
constituintes dos alimentos a temperaturas mais elevadas.

Foi efetuada a determinagcdo da quantidade média (mg/semana/peixe) de Hg ingerido
e a percentagem de Hg bioacumulado, isto é, Hg detetado no musculo do peixe/Hg presente
na racao ingerida (em 2% do peso corporal médio do peixe). De acordo com a Tabela 9, o
teor de Hg acumulado semanalmente nos peixes do cenario 1 foi bastante baixa, como seria
de esperar, enquanto nos cenarios 2 e 3 o teor de Hg acumulado semanalmente foi
aumentando ao longo da fase de exposicdo, sendo evidente que no final de 28 dias os
individuos no cenario 3 acumularam semanalmente quantidades mais elevadas de Hg do que
no cenario 2. Em relacéo as percentagens de Hg acumulado (%), estas foram mais elevadas
no cenario 1 (dia 7 e 21) comparativamente aos cenarios 2 e 3 nestes dias. As taxas de
bioacumulacdo (em funcdo da quantidade de Hg presente na ragdo; %) para o cenario 2
aumentaram ao longo dos 28 dias, embora no cenario 3 esse aumento tenha sido geralmente
superior (exceto no dia 14). A elevada variabilidade no teor de Hg e MeHg dos individuos
selecionados em cada ponto de amostragem dos trés cendrios podera estar associada a
variabilidade observada nas biometrias dos respetivos peixes. Por sua vez, as diferentes
caracteristicas biométricas dos individuos amostrados estdo naturalmente relacionadas com
diferentes ingestdes de alimento pelos peixes, motivadas por fatores intrinsecos como a
dominancia de individuos sobre outros. Apesar das percentagens de bioacumulacdo obtidas
serem relativamente baixas, € de salientar que este estudo apenas pretendeu quantificar o
teor de Hg na parte edivel do peixe, ou seja, no musculo. Assim, podera admitir-se que uma
parte do Hg ingerido possa estar acumulado noutros 6rgaos (exemplo, figado, cérebro) e outra

parte possa ter sido excretada nas fezes.
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Um estudo realizado por Abreu et al. (2000) em robalos da ria de Aveiro, onde
quantificou o Hg presente no musculo, figado e guelras, constatou que o figado era o tecido
que se acumulava maiores teores de Hg (2,0 mg kg?), seguido do musculo (1,1 mg kg?) e
guelras (0,71 mg kg?). J&4 Huang et al. (2012) realizaram um estudo com esturjdo branco
(Acipenser transmontanus), onde os peixes foram sujeitos a concentracdes elevadas de Hg e
foi observado que o tecido que continha mais Hg era no trato intestinal (82,9 mg kg peso
seco) e o menor era o musculo (1,09 mg kg?! peso seco). Os tecidos mais contaminados
encontram-se assim numa escala crescente de Hg: musculo < restante peixe < cérebro <

figado < coracédo < guelras < baco < rins < trato gastrointestinal.

Tabela 9 — Quantidade de Hg bioacumulado (mg kg™ peso fresco) e taxas de bioacumulagdo
de Hg (%) para os trés cenarios durante a fase de exposigéao.

Dia de amostragem Hg acumulado (mg/peixe/semana) | % Hg acumulado
0 - -
: 7 0,0007 27,4
~§ 14 0,0002 8,1
S 21 0,0007 28,5
28 0,0003 12,7
0 - -
‘;‘ 7 0,0050 15,0
~§ 14 0,0174 25,9
S 21 0,0206 20,5
28 0,0441 32,8
0 - -
Og 7 0,0079 23,4
E 14 0,0150 22,4
S 21 0,0247 24,5
28 0,0573 42,6

No final do dia 28, os individuos do cenario 3 bioacumularam 10% mais Hg no masculo
gue os do cenario 2, o que indica um aumento da taxa de bioacumulagéo a temperaturas mais
elevadas (22 °C). De facto, estudos anteriores revelaram que o aumento da temperatura
promove a ingestao de alimento e, consequentemente, de Hg (Harris & Bodaly, 1998; Dijkstra
et al., 2013). Por outro lado, de acordo com alguns modelos bioenergéticos desenvolvidos em

estudos anteriores em peixes marinhos (por exemplo, Dijkstra et al., 2013), o0 aumento da
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temperatura provoca um acréscimo nas taxas de respiracdo dos peixes devido a aceleracao
do metabolismo dos individuos. A respiracéo é uma atividade dispendiosa energeticamente,
pelo que obriga a uma maior ingestédo de alimento, podendo afetar o crescimento dos peixes.
Assim, a temperaturas mais elevadas o0s peixes que apresentam taxas de respiragdo mais
elevadas geralmente comem mais, mas podem crescer mais lentamente (baixa eficiéncia de
crescimento), traduzindo-se numa maior bioacumulagéo de MeHg (Dijkstra et al., 2013).
Possivelmente, também podera ter ocorrido um melhor aproveitamento dos nutrientes,
bem como, de Hg presentes na racdo por parte dos peixes expostos a temperaturas mais
elevadas, a semelhanca do que foi encontrado por Wijekoon et al. (2014) para o acido
eicosapentaendico (EPA) em trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) alimentadas com uma
ragdo contendo 6leo de arenque a temperaturas elevadas. Também Akhtar et al. (2014)
verificaram que ocorreu um aumento de acidos gordos polinsaturados, 6mega-3 (PUFA n-3)

a temperaturas mais elevadas do seu estudo (32 °C) em Tor putitor.

3.5. Eliminacdo de MeHg

Os resultados obtidos durante os 28 dias de eliminagdo do contaminante MeHg nos
trés cenarios estudados (cenério 1 — controlo a 18 °C, cenério 2 — contaminado a 18 °C e
cenario 3 — contaminado a 22 °C) encontram-se representados na Figura 11, bem como na
Tabela 10 e Tabela 2.2 (Anexo II).

No cenério 1, como seria de esperar o padrao observado durante a fase de eliminacéo
foi idéntico ao observado na fase de exposicdo, isto €, os teores de Hg total e MeHg
permaneceram sem diferencas significativas (entre 0,10 e 0,08 mg kg; Figura 11). A relacdo
MeHg/Hg total revelou, tal como na fase de exposic¢ao, valores significativos entre 75 e 81%.

Em relagdo ao cenério 2, as concentragcbes de Hg total ndo sofreram alteragbes
significativas, com concentragdes a oscilar entre 1,39 e 1,70 mg kg* (Figura 11). Os teores
de MeHg também n&o apresentaram diferencas significativas durante o periodo de
eliminacdo, variando entre 1,19 e 1,41 mg kg* (Figura 11). Os valores da relacdo MeHg/Hg
total (dias 42 e 49) aumentaram significativamente comparativamente aos da fase de
exposicao (dias 7 e 14), situando-se entre 0s 83 e 86%. Bjerregaard et al. (1999) verificaram
gue selénio incluido na racéo (sob a forma de selenite), fornecido diariamente a trutas arco-
iris (Oncorhynchus mykiss) reduzia as concentragbes de MeHg no figado, rins e musculo.
Dado que no presente estudo as concentracbes de Hg Total e MeHg se mantiveram
constantes ao longo dos 28 dias, tal suposicdo ndo se podera aplicar neste contexto,

possivelmente devido a reduzida concentracéo de selénio fornecido aos robalos.
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Tabela 10 — Diferengas significativas encontradas em rela¢do as concentracfes de Hg total,
MeHg e relacdo MeHg/Hg total, para cada cenério, durante a fase de eliminagcdo a MeHg.
Letras diferentes correspondem a diferengas significativas para cada cenério (p<0.05).

Dias de amostragem Hg total MeHg MeHg/Hg total
28 a
35
42
49
56
28
35
42
49
56
28
35
42
49
56

a

Q
o

Cenério 1

Cenério 2

Cenario 3

Qo oYY YYD
Qo oYY YYD DD
Qo o YYD T DT

As concentragdes de Hg total e MeHg do cenério 3 também permaneceram sem
diferencas significativas, embora mantendo valores mais elevados que no cenério 2
registados na fase de exposic¢ao (ndo significativamente). Os teores de Hg total neste cenario
oscilaram entre os 1,70 e 1,97 mg kg, enquanto os de MeHg variaram entre os 1,50 e 1,76
mg kg (Figura 11). A relacdo entre MeHg/Hg total neste cenario foi a mais elevada registada
em toda a experiéncia (entre os 85 e 89%), ocorrendo diferencas significativas entre o dia 14
da fase de exposigéo e os dias 35 e 42 da fase de eliminagdo. Mesmo com a mudanga de
racéo, ou seja, concentracdes de Hg mais baixas na fase de eliminacéo (0,14 mg kg? peso
fresco), a concentracdo de Hg total e MeHg nos robalos manteve-se constante ao longo do
tempo e a relacdo MeHg /Hg total aumentou. Supde-se que a concentracdo de MeHg seria
tdo elevada no musculo dos robalos (possivelmente devido as temperaturas a que estavam
sujeitos) que a concentracdo de selénio presente na racdo provavelmente ndo demostrou

gualquer efeito antagonista sobre o Hg.
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Figura 11 — Concentracbes de Hg total e MeHg (mg kg peso fresco) e proporcdo MeHg/Hg total (%) nos trés cenarios, durante a fase de

eliminacéo a MeHg (C1 — Cenério 1; C2 — Cenario 2; C3 — Cenatrio 3).
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Chen et al. (2001) verificaram um efeito antagonista do selénio na assimilacao de Hg em duas
espécies de peixe (perca — Perca flavescens e walleye — Sander vitreum) apontando para
uma diminui¢cdo exponencial da concentra¢do de Hg aquando da acumulacéo de selénio no
musculo dos peixes.

A estabilidade dos teores Hg (e MeHg) registada durante a fase de eliminagéo
corrobora o que tem sido reportado, visto este metal ser biomagnificavel ao longo da cadeia
trofica (Bjerregaard et al., 2011; Mieiro et al., 2011).

A Tabela 11 apresenta os valores da taxa de eliminacdo semanal nos trés cenarios
estudados, onde os valores positivos demonstram a eliminacdo de Hg e os valores negativos
a bioacumulacéo de Hg.

De acordo com a Tabela 11, as taxas de eliminagdo semanais dos trés cenarios foram
baixas ou inexistentes ao longo dos 28 dias da fase de eliminacdo. Assim, de um modo geral,
ndo se observou eliminacdo de Hg em nenhum cenario, corroborando as conclusfes obtidas
em estudos anteriores (Mieiro et al., 2011). Mais uma vez, isto deve-se ao facto do Hg ser um
elemento com elevada capacidade de bioacumulagéo e biomagnificacao.

Do mesmo modo, constatou-se a auséncia de variagdes evidentes entre os cenarios 2
e 3, revelando que o aumento de temperatura ndo facilita a eliminagdo do Hg nem promove a
conversao de Hg organico em Hg inorganico (menos téxico).

Os resultados obtidos estdo de acordo com Amlund et al. (2007), em que exp0ls
espécimenes de bacalhau do atlantico (Gadus morhua L.) a MeHg durante trés meses,
seguindo-se uma fase de eliminacdo com igual duracdo. Estes autores observaram que apos
trés meses de eliminacdo a concentracdo de MeHg diminuia a uma velocidade muito reduzida
e passando apenas de 0,38 para 0,29 mg kg? (peso fresco), sendo assim uma eliminagéo

parcial.
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Tabela 11 — Quantidade de Hg eliminado (mg kg peso fresco) e taxas de eliminacdo de Hg

(%) para os trés cenarios durante a fase de eliminagéo.

Dia de amostragem Hg eliminado (mg/peixe/semana) % Hg eliminado
28 - -
: 35 +0,0006 +20,1
~§ 42 +0,0009 +20,1
S 49 -0,0002 8,0
56 +0,0007 +18,2
28 - -
‘;‘ 35 -0,0083 -15,8
~§ 42 +0,0030 +5,5
S 49 -0,0014 2,8
56 -0,0020 -3,5
28 - -
‘2 35 -0,0082 -10,4
~§ 42 +0,0031 +4.,4
S 49 -0,0004 0,7
56 +0,0011 +1,5

O sinal (+) indica eliminacéo e (-) bioacumulacdo

3.6. Correlacdes entre parametros biométricos e concentracdes de Hg

Foram determinadas as correlacdes de Pearson, para o intervalo de confianca de 95%,
entre os dados biométricos (comprimento e peso), concentracées de Hg total e MeHg e
relacdo MeHg/Hg total, para cada cenario (Tabela 12).

No cenario 1, tal como esperado, ocorreu uma forte correlagdo (positiva) entre o
comprimento e o peso dos peixes (p< 0,05). Também a correlagcéo entre o Hg total e o MeHg
foi positiva e significativa (p< 0,05). Encontraram-se também correlacdes (negativas) entre o
comprimento/peso e as concentracdes de Hg e MeHg (p< 0,05). A relacdo MeHg/Hg total ndo
revelou estar correlacionada com o comprimento, peso, Hg total ou MeHg.

Em relagdo ao cenério 2, existiu igualmente uma forte correlacdo entre o peso e o
comprimento (p< 0,05) e entre o Hg total e MeHg. O comprimento nédo revelou correlagdo com
as concentracdes de Hg e MeHg, ou seja, o aumento do comprimento dos peixes parece nao

ter influéncia na bioacumulacdo de Hg. Ja o peso apresentou uma correlacdo moderada (p<
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0,05) com as concentragdes de Hg total, MeHg e relagdo MeHg/Hg total, embora baixa (r=
0,278 a r=0,364).

Tabela 12 — Correlacdo de Pearson (* — significativa para p < 0,05).

Cenério 1 Cenario 2 Cenério 3
Correlagéo r p-value r p-value r p-value
Comprimento X Peso 0,913 0,000* 0,836 0,000* 0,924 0,000*
Comprimento X Hg total -0,439 0,022* 0,254 0,072 0,530 0,000*
Comprimento X MeHg -0,424 0,027* 0,254 0,072 0,550 0,000*
ﬁiﬂg/m‘ig:glx 0,061 | 0,761 | 0202 | 0155 | 0493 | 9000
Peso X Hg total -0,502 | 0,008* 0,359 0,010* 0,576 0,000*
Peso X MeHg -0,476 | 0,012* 0,364 0,009* 0,597 0,000*
Peso X MeHg/Hg total 0,131 0,514 0,278 0,048~ 0,474 0,000*
Hg total X MeHg 0,992 0,000* 0,998 0,000~ 0,996 0,000*
Hg total X MeHg/Hg total -0,028 0,889 0,460 0,001~ 0,515 0,000*
MeHg X MeHg/Hg total 0,091 0,652 0,517 0,000* 0,585 0,000*

No cenério 3 todos os parametros analisados revelaram correla¢des (positivas) para
um intervalo de confianca de 95%. Estes resultados revelam claramente uma influéncia da
temperatura no crescimento e acumulacdo de Hg e MeHg em robalo.

Vérios autores estudaram a correlagéo entre parametros biométricos (comprimento e
peso) e as concentragcbes de Hg de véarias espécies de peixes, ndo se observando um
consenso nos resultados. Por exemplo, Afonso et al. (2013) encontraram correlacdes
significativas entre tamanho (comprimento e peso) e a concentracdo de Hg, para duas
espécies de peixe (Lepidopus caudatus e Merluccius merluccius). Por outro lado Maurice-
Bourgoin et al. (2000) estudaram dezoito espécies de peixe (ex. Oxydoras sp.,
Phractocephalus sp., Pseudoplatystoma fasciatum, Pseudoplatystoma tigrinum) e néo
encontraram correlacdes significativas entre concentracfes de Hg total e o peso em nenhum
peixe. J& Burguer & Gochfeld (2011) revelaram a existéncia de correlagfes (positivas) entre
a concentracdo de Hg e o comprimento para metade das dezanove espécies de peixes
estudadas (ex. Thunnus thynnus, Morone saxatilis, Micropogonias undulatus, Tautoga onitis,

Thunnus albacares, Menticirrhus americanus, Centropristis striata, Cynoscion regalis).
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3.7. Implica¢fes para a saude humana

De modo a averiguar possiveis implicacfes para a saude humana decorrente do
consumo de pescado contaminado nos cenarios expectaveis de alterac¢des climéticas, usando
o robalo juvenil como modelo, compararam-se os teores de Hg obtidos e os regulamentados
(Regulamento n° 1881/2006 da Comissao Europeia). Este regulamento estabelece um valor
maximo permitido de 0,5 mg Hg total kg (peso fresco) no pescado comercializado (ex.
robalo), considerando apenas a parte edivel do peixe, isto é, o musculo (CE, 2006a).

No cenario 1, os teores mais elevados de Hg total nunca foram superiores a 0,13 mg
kg* (dia 7) ao longo das duas fases estudadas neste trabalho, estando assim, em ambas as
fases, claramente dentro dos valores estipulados pela legislacdo em vigor. Ja em relacao aos
cenarios 2 e 3, as concentracdes de Hg total foram aumentando ao longo do tempo,
ultrapassando o valor maximo estabelecido pela legislagcéo vigente ao dia 14 de exposicao,
com concentracées de 0,60 mg kg™ no cenario 2 e 0,71 mg kg™ no cenario 3, ndo havendo
uma diminuicdo destes teores durante a fase de eliminagéo.

No entanto, este regulamento da Comissdo Europeia estabelece apenas o nivel
méaximo de Hg total que podera ocorrer em pescado comercializado, ndo considerando quer
o teor correspondente a forma mais tdxica deste metal (i.e. MeHg), quer a frequéncia semanal
com que o pescado é consumido e, consequentemente, a exposicdo dos consumidores ao
MeHg durante o consumo de pescado contaminado. Assim, determinou-se também em que
medida as alteragfes climaticas (neste caso, a temperatura), poderiam implicar uma maior
exposi¢cdo ao MeHg para os consumidores. Para tal, tomou-se como valores de referéncia o
valor de ingestdo semanal toleravel (TWI — tolerable weekly intake) de MeHg (1,3
png/semana/kg de peso corporal) recomendado pela EFSA (2012). Para efeitos de calculo,
considerou-se ainda o peso médio da populacdo Portuguesa adulta de 69 kg (CE, 2006b) e
calcularam-se as médias da exposi¢cdo ao MeHg, pois € o valor utilizado em analise de risco
de contaminantes (cenario 2 — 0,97 mg kg?; cenario 3 — 1,22 mg kg'; EFSA, 2010) através
do consumo de uma dose de robalo por semana, equivalente a 200g.

Assim, na auséncia de aquecimento da agua, o consumo semanal de 200g de robalo
contaminado promoveria uma exposi¢cdo ao MeHg equivalente a 0,19 mg, ao passo que o
aumento de temperatura aumentaria a exposicdo ao MeHg para 0,24 mg. O valor de MeHg
ingerido por semana, em condi¢des de alteracao climatica seria assim cerca de 25% superior
em relac@o ao cenario sem alteracao climéatica.

Estes resultados evidenciam que as altera¢cdes climaticas poderdo promover 0s riscos
associados a ingestdo de Hg a partir de pescado, podendo representar um problema para a
saude publica no futuro, visto que face ao aumento da temperatura, a probabilidade do

consumidor ultrapassar o TWI para o MeHg através do consumo de pescado sera acrescida.
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Assim, diversificar a dieta é cada vez mais uma necessidade para garantir que 0s

consumidores estejam em seguranca.
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4. Conclusoes e perspetivas futuras

Devido aos efeitos das alteracbes climaticas que irdo ocorrer nos ecossistemas
aguaticos, pretendeu-se estudar os seus efeitos nos organismos marinhos e quais 0s riscos
para a saude humana. Dado que a populacdo Portuguesa é a que tem um maior consumo de
pescado na Unido Europeia per capita, decidiu-se verificar quais os efeitos do aumento da
temperatura na bioacumulacdo de contaminantes quimicos em robalos, um peixe bastante
apreciado pelo povo Portugués e que foi usado como modelo.

Constatou-se um aumento da concentracdo de Hg e MeHg na fase de exposicado de
robalo quer a temperaturas de agua de 18 °C ou 22 °C, confirmando-se a elevada
bioacumulacdo do Hg. Na fase de eliminagdo os valores da concentracdo de Hg e MeHg
mantiveram-se estaveis, sendo portanto evidente que este elemento é de eliminagdo muito
lenta.

Robalos mantidos a temperaturas que simulavam as alteracdes expectaveis no futuro
(22 °C) revelaram uma maior bioacumulacdo de Hg total e MeHg, bem como uma
percentagem mais elevada da razdo MeHg/Hg total. Este aumento da bioacumulacédo a
temperaturas elevadas podera estar associada ao metabolismo mais acelerado dos peixes.

Concluiu-se também com este estudo que o aumento expectavel da temperatura dos
oceanos podera potenciar os riscos de contaminacdo por MeHg a partir do consumo de
pescado, pois a probabilidade de ultrapassar o valor de TWI serd mais elevada. Assim,
sugere-se um consumo variado de pescado para assegurar uma alimentacdo saudavel.

Trabalhos futuros, nesta area, deveriam incidir na quantificagdo de Hg total e MeHg
noutros 6rgados do peixe, como o figado e o cérebro, pois estes 6rgdos podem nédo ser
removidos aquando da sua preparacdo e confecdo culinéria. Seria igualmente interessante
avaliar a quantidade destes contaminantes apds o processamento culinarios e verificar se
estes se mantém, aumentam ou diminuem de concentra¢cdo, no musculo e restantes 6rgaos.
Dada a relagdo selénio-mercurio ainda ndo se encontrar bem esclarecida numa perspetiva de
alteracdes climaticas, seria interessante a realizagédo de estudos sobre a interacao destes dois

elementos face as alteragfes climaticas.
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Anexo | — Técnicas analiticas

A) Determinag&o do teor de mercurio total

Material e equipamentos:

o Material de uso corrente no Laboratorio

. Balanca com precisao de 0,0001g (Mettler Toledo, AG 204, Suica)
. Analisador automético de mercurio (Leco, AMA 254, EUA)

o Barquinhas de niquel

Reagentes e solugdes:

o Oxido de aluminio 90 ativo basico (0,063-0,200; Merck)

. Acido nitrico 65 % (Merck)

° Solucgéo de &cido nitrico 1 % (v/v)

° Solucéo padrdo de mercurio 1000 mg L* (Nitrato de mercurio Il em 0,5 M de

acido nitrico; Merck)

Solugéo padréo:

A solucéo padréo (100 mL) de concentracédo 10 pg mL?, foi preparada a partir de uma
solucdo de mercurio (1000 mg L), utilizando como solvente &cido nitrico a 1%. A partir desta
solugdo de 10 pug mL* foi preparada uma solucéo padréo de 0,1 pg mL* e outra de 0,005 ug

mL1,

Procedimento:

Na determinacdo do mercuario total, pesaram-se cerca de 5 mg de amostra,
previamente liofilizada, para uma barquinha. Adicionou-se um pouco de 6xido de aluminio até
cobrir a amostra, de modo a reduzir as interferéncias do aparelho. A barquinha foi colocada
no analisador automatico de mercurio e efectou-se a leitura. Entre cada leitura a barquinha
era limpa manualmente. No final das leituras a barquinha era descontaminada em mufla a 700

°C, durante uma hora.

Ensaios em branco:

Os ensaios em branco foram efetuados com a barquinha limpa e vazia.

Curva de calibragéo:
A curva de calibragcdo utilizada encontra-se inserida no software do analisador
automatico de mercurio (0,10; 0,30; 1,00; 3,00; 10,00; 20,00; 30,00; 36,00 ng de mercurio).
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Tratamento de resultados através do Software:

O tratamento de resultados foi realizado através do software do analisador automatico

de mercurio e a concentragdo de mercirio (mg kg?), foi calculada através da seguinte relacéo:

Sendo:

A
m

A — Leitura fornecida pelo analisador em ng;

m — Massa de amostra analisada no aparelho em mg.

B) Determinacédo do teor de mercurio organico (MeHg)

Material e equipamentos:

Material de uso corrente no Laboratorio

Balanca com precisdo de 0,0001g (Mettler Toledo, AG 204, Suica)
Centrifuga (Sigma, 3K 30, Alemanha)

Tubos de centrifuga em FEP com tampa de rosca em ETFE (Nalgene)
Vortex (Heidolph, REAX 2000, Alemanha)

Analisador automético de mercurio (Leco, AMA 254, EUA)

Barquinhas de niquel

Reagentes e solucdes:

acido nitrico)

Acido bromidrico 47 % (Merck)

Tolueno > 99,8 % (Roth)

Solugéo de cisteina (1 % cisteina em 12,5 % Na>SO4 e 0,8 % de NaCHsCOy)
Acido nitrico a 65 % (Merck)

Solucéo de &cido nitrico 1 % (v/v)

Solucgdo padrdo de mercurio 1000 mg L (Nitrato de mercurio Il em 0,5 M de

Solucdo Padrao:

A solucgédo padrédo (100 mL) de concentragdo 10 pug mL?, foi preparada a partir de uma

solugdo de mercurio (1000 mg L), utilizando como solvente &cido nitrico a 1%. A partir desta

solucéo de 10 pug mL™* foi preparada uma solucéo padrdo de 0,1 ug mL* e outra de 0,005 ug

mL1,
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Procedimento:

Todo o processo descrito de seguida foi realizado na hotte e com material
descontaminado.

Para a determinacgéo da concentracdo de MeHg numeraram-se trés levas de tubos de
centrifuga (Nalgene) e pesaram-se 100 mg de amostra previamente liofilizada para a primeira
leva de tubos. Adicionaram-se 10 mL de &cido bromidrico a 47% a cada tubo da primeira leva
e deixou-se a digerir a amostra por 30 minutos. Enquanto isso, preparou-se a solucédo de
cisteina (NaSO4: NaCHs;CO;; Anexo I-C). Apds a digestdo, agitaram-se bem os tubos,
manualmente e no vortex por 30 segundos cada um. Posteriormente adicionaram-se 20 mL
de tolueno e agitou-se novamente a solucdo, manualmente e no vortex (30 segundos cada).
De seguida centrifugaram-se os tubos (10000 rpm, 15 min., 10 °C).

Aos tubos da segunda leva foram adicionados 6 mL da solug&o de cisteina e 15 mL
da fase superior (orgénica) dos tubos que sofreram centrifugacdo. ApO0s a primeira
centrifugacéo, adicionaram-se 15 mL de tolueno (na primeira leva) tendo sido agitados
novamente, manualmente e no vortex por 30 segundos cada. Estes sofreram uma nova
centrifugacdo (10000 rpm, 15 min., 10 °C). Retiraram-se outros 15 mL da fase superior
(orgénica) dos tubos da primeira leva para os tubos correspondentes da segunda leva.

Centrifugaram-se os tubos da segunda leva (10000 rpm, 15 min., 10 °C) e de seguida
foram retirados 3 mL da fase inferior (cisteina) para os tubos da terceira leva.

Finalmente, a concentragdo foi lida num analisador automatico de mercurio (LECO,
AMA 254, EUA) onde foram colocados 100 pL de solugéo. O processo de leitura € idéntico ao

descrito no anexo I-A.

Ensaios em branco:
Os ensaios em branco foram efetuados através da solugdo descrita acima, exceto o

passo da adicdo de amostra, que néo se efetua.

Curva de calibragéo:
A curva de calibragdo utilizada encontra-se inserida no software do analisador
automatico de mercuario (0,10; 0,30; 1,00; 3,00; 10,00; 20,00; 30,00; 36,00 ng de mercurio).

Tratamento de resultados através do Software:

O tratamento de resultados foi realizado através do software do analisador automatico
de mercurio. Estes foram dados através da média aritmética de, pelo menos, duas
determinag0es realizadas (replicados).

O calculo da concentracdao de mercuario organico, expresso em percentagem, € dada

pela seguinte relacéo:
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© s @-»

Va 100

)
x 1,07 x[
c

Sendo:

Va — Volume de amostra analisada no aparelho em pL;
a — Leitura fornecida pelo analisador da amostra em ng;
b — Leitura fornecida pelo analisador do branco em ng;
m — Massa de amostra analisada no aparelho, em g;

¢ — Leitura fornecida pelo analisador de mercurio total em mg kg de peso seco.

O célculo da concentracdo de mercirio organico (Hgorg), expresso em mg kg? peso
fresco, € dado pela relacdo abaixo indicada:
C X Hgorg %
100
Sendo:

C - concentragdo de mercurio total fornecida pelo aparelho em mg kg de peso fresco;

Hgorg % - percentagem de mercuario organico na amostra,

E o célculo da concentracdo de mercurio inorganico (Hginorg), €Xpresso em mg kg?, é
dado pela relacao:

HgT - HgOrg
Sendo:

Hgr - concentragdo de mercurio total na amostra em mg kg peso fresco;

Hgorg - concentracdo de mercirio organico na amostra em mg kg peso fresco;

C) Preparacdo da solucéo de Cisteina

Material e equipamento:
o Material de uso corrente no Laboratorio
° Balanca com precisdo de 0,0001g (Mettler Toledo, AG 204, Suica)

. Sistema de purificacao de agua (Merck Millipore, Milli-Q Integral 3, Espanha)
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Solugdes e reagentes:

. Cloridrato monohidratado de L-cisteina > 99,0 % (Merck)
. Sulfato de sodio anidro > 99,99 % (Merck)
o Acetato de sodio > 99,99 % (Merck)

. Agua milli-Q

Num baldo volumétrico de 100 mL adicionaram-se 1 g de cisteina, 0,8 g de acetato de
sbdio, 12,5 g de sulfato de sédio e agua milli-Q até perfazer o volume. Agitou-se até total

dissolucédo da solucgéo.

D) Descontaminag&o de material

Material e equipamento:

. Material de uso corrente no Laboratério
. Placa de aquecimento (Heidolph MR Hei-Standard, Alemanha)
. Sistema de purificacao de agua (Merck Millipore, Milli-Q Integral 3, Espanha)

Solucdes e reagentes:
. Acido nitrico a 65 % (Merck)
. Agua milli-Q

Na descontaminacdo do material, todas as solugbes foram colocados nos respetivos
frascos de residuos. De seguida todo o material era passado muito bem por agua corrente e
colocado na maquina de lavar. Foi preparada uma solucdo de acido nitrico a 20%, com acido
nitrico a 65% e agua morna, para descontaminar todo o material durante a noite. Apos este
processo despejava-se a solucdo de &cido nitrico em frascos de residuos e todo o material

era passado por agua da torneira e por fim agua milli-Q.

Vi
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Tabela 2.1 — Concentracdes médias de Hg total e MeHg (mg kg peso fresco; entre paréntesis

encontra-se a % de desvio) e relacdo MeHg/Hg total média e respetivos desvios padrdo, para

cada um dos trés cenarios, durante a fase de exposicdo a MeHg. Letras diferentes

correspondem a diferencas significativas para cada cenario (p<0.05).

Hg total MeHg MeHg/Hg total

amostiagem | Media | NS wedia | e | Media |
0 0,102 | 0,04 (40,0 %) | 0,082 | 0,03 (37,5%) | 81,42 | 0,9 (1,1 %)
: 7 0,132 | 0,06 (46,2 %) | 0,10% | 0,05 (50,0 %) | 80,62 | 1,5 (1,9 %)
~§ 14 0,102 | 0,03 (30,0 %) | 0,082 | 0,02 (25,0 %) | 79,52 | 1,6 (2,0 %)
S 21 0,122 | 0,01(8,3%) | 0,102 | 0,01 (10,0 %) | 79,82 | 1,6 (2,0 %)
28 0,112 | 0,01 (9,1 %) | 0,082 | 0,01 (12,5%) | 75,2° | 1,3 (1,7 %)
0 0,102 | 0,04 (40,0 %) | 0,082 | 0,03 (37,5 %) | 81,42 | 0,9 (1,1 %)
N 7 0,30% | 0,14 (46,7 %) | 0,242 | 0,12 (50,0 %) | 81,0® | 1,3 (1,6 %)
S 14 0,60 | 0,29 (48,3 %) | 0,482 | 0,23 (47,9 %) | 80,82 | 1,8 (2,2 %)
S 21 0,80¢ | 0,14 (17,5%) | 0,67° | 0,12 (17,9 %) | 83,22 | 1,2 (1,4 %)
28 1,47% | 0,25 (17,0 %) | 1,23° | 0,24 (19,5 %) | 83,4% | 4,1 (4,9 %)
0 0,102 | 0,04 (40,0 %) | 0,082 | 0,03 (37,5 %) | 81,42 | 0,9 (1,1 %)
@ 7 0,422 | 0,10 (23,8 %) | 0,352 | 0,08 (22,9 %) | 84,32 | 2,7 (3,2 %)
S 14 0,71° | 0,13 (18,3 %) | 0,59 | 0,12 (20,3 %) | 82,32 | 3,2 (3,9 %)
S 21 1,14° | 0,17 (14,9 %) | 0,98° | 0,16 (16,3 %) | 85,72 | 2,4 (2,8 %)
28 1,789 | 0,19 (10,7 %) | 1,50¢ | 0,13 (8,7 %) | 84,52 | 3,6 (4,3 %)

Vi
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Tabela 2.2 — Concentracdes médias de Hg total e MeHg (mg kg peso fresco; entre paréntesis
encontra-se a % de desvio) e relacdo MeHg/Hg total média e respetivos desvios padrdo, para
cada um dos trés cenérios, durante a fase de eliminacdo a MeHg. Letras diferentes
correspondem a diferencas significativas para cada cenario (p<0.05).

Hg total MeHg MeHg/Hg total

amostragem | Media | Cle | media | TSNS media | o
28 0,112 | 0,01 (9,1 %) | 0,082 | 0,01 (12,5%) | 75,22 | 1,3 (1,7 %)
2 35 0,092 | 0,02 (22,2 %) | 0,072 | 0,01 (14,3 %) | 77,22 | 1,3 (1,7 %)
k- 42 0,092 | 0,02 (22,2 %) | 0,072 | 0,02 (28,6 %) | 80,2° | 2,2 (2,7 %)
3 49 0,122 | 0,04 (33,3%) | 0,09% | 0,03 (33,3%) | 74,62 | 1,8 (2,4 %)
56 0,092 | 0,02 (22,2 %) | 0,072 | 0,01 (14,3 %) | 80,5° | 2,0 (2,5 %)
28 1,472 | 0,25 (17,0 %) | 1,232 | 0,24 (19,5 %) | 83,42 | 4,1 (4,9 %)
3 35 1,702 | 0,28 (16,5 %) | 1,412 | 0,22 (15,6 %) | 83,12 | 2,4 (2,9 %)
~§ 42 1,392 | 0,26 (18,7 %) | 1,192 | 0,23 (19,3 %) | 86,12 | 2,6 (3,0 %)
3 49 1,512 | 0,18 (11,9 %) | 1,302 | 0,16 (12,3 %) | 85,92 | 2,2 (2,6 %)
56 1,522 | 0,46 (30,3 %) | 1,272 | 0,39 (30,7 %) | 83,72 | 1,4 (1,7 %)
28 1,782 | 0,19 (10,7 %) | 1,502 | 0,13 (8,7 %) | 84,5% | 3,6 (4,3 %)
® 35 1,972 | 0,43 (21,8 %) | 1,762 | 0,43 (24,4 %) | 89,22 | 3,9 (4,4 %)
~§ 42 1,70% | 0,31 (18,2 %) | 1,512 | 0,28 (18,5%) | 88,82 | 2,0 (2,3 %)
3 49 1,792 | 0,11 (6,1 %) | 1,572 | 0,06 (3,8%) | 87,92 | 3,7 (4,2 %)
56 1,758 | 0,22 (12,6 %) | 1,542 | 0,17 (11,0 %) | 87,72 | 2,8 (3,2 %)

viii



