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RESUMO

Diversos compostos quimicos possuem o potencial de impactar negativamente todo um
ecossistema, representando uma ameaca a fauna e flora local. Nesse contexto, os elementos
traco e os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) sdo contaminantes muito estudados
pela comunidade cientifica, uma vez que sdo potencialmente toxicos para diferentes
organismos, mesmo em baixas concentracdes, e além disso, podem bioacumular e
biomagnificar ao longo da cadeia tréfica. Uma vez classificados como filtradores, os moluscos
bivalves tem um importante papel na dindmica de poluentes no ambiente aquatico, pois
possuem a capacidade de acumular particulas organicas e inorganicas em seus tecidos, logo
podem ser utilizados como relevante ferramenta de biomonitoramento. Neste contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar as concentracfes de elementos traco e HPAs em
duas espécies de moluscos bivalves (Perna perna e Crassostrea rhizophorae), presentes no
sistema estuarino de Santos. De acordo com os dados obtidos, os mexilhdes Perna perna
apresentaram maiores concentragdes de alguns elementos traco (Ni e Fe) e HPAs com relagéo
as ostras Crassostrea rhizophorae. Por outro lado, para os elementos Cd, Zn, Cu as ostras
apresentaram maior capacidade de retencdo dos mesmos. Tomando com base a Instrugédo
Normativa n® 88/2021 da Agéncia Nacional de Saude (ANVISA), que estabelece limites
maximos toleraveis de contaminantes em moluscos bivalves comestiveis, foram observadas
altas concentracdes de As para ambas as espécies, e de Pb e Cr para mexilhdes. Em face desta
observacao de ordem normativa e considerando demais referéncias de biotoxicidade, o presente
estudo sugere gue os tais bivalves presentes no sistema estuarino de Santos, sdo improprios para

consumo humano.

Palavras-chave: biomonitoramento, moluscos bivalves, elementos traco, HPAS



ABSTRACT

Several chemical compounds have the potential to negatively impact an entire ecosystem,
posing a threat to local fauna and flora. In this context, trace elements and polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHSs) are contaminants that have been widely studied by the scientific
community, as they are potentially toxic to different organisms, even at low dev, and in
addition, they can bioaccumulate and biomagnify along the food chain. Once classified as filter
feeders, bivalve molluscs play an important role in the dynamics of pollutants in the aquatic
environment, as they have a capacity for organic and inorganic particles in their tissues, so they
can be used as a relevant tool for biomonitoring. In this context, the present study aimed to
evaluate the trace tools and PAHSs in two species of bivalve molluscs (Perna perna and
Crassostrea rhizophorae), present in the Santos estuarine system. According to the data
obtained, the Perna perna base mussels required larger trace elements (Ni and Fe) and PAHs
compared to Crassostrea rhizophorae oysters. On the other hand, for the elements Cd, Zn, Cu,
as oysters, they have greater retention capacity. Based on Normative Instruction No. 88/2021
of the National Health Agency (ANVISA), that maximum tolerable limits of contaminants in
edible bivalve molluscs were observed, high As for both species, and for Pb and Cr for mussels
were observed. In view of this observation of a normative nature and considering other
references of biotoxicity, the present study shows that such bivalves present in the Santos

estuarine system are necessary for human consumption.

Keywords: biomonitoring, bivalve molluscs, trace elements, PAHs
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APRESENTACAO

O presente estudo faz parte do projeto de execugéo do Plano Nacional de Dragagem 2
(PND2), de responsabilidade da antiga Secretaria Especial de Portos (SEP), 6rgdo este do
Governo Federal. A Universidade Federal Fluminense (UFF) ficou responsavel pelo
monitoramento ambiental da dragagem e foi dentro deste contexto que essa dissertagcéo foi
desenvolvida.

Esta pesquisa foi baseada na literatura e em experimentos cientificos, com trabalho de
campo e analise laboratorial. Teve como principal objetivo avaliar as concentracGes de
elementos traco e Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaéticos (HPAs) em duas espécies de
moluscos presentes no sistema estuarino de Santos. A mesma possui um item introdutorio,
onde sdo apresentados os topicos gerais do estudo, de forma a munir o leitor sobre informacdes
basicas a respeito da tematica abordada e assim facilitar a compreensdo. Posteriormente, foi
discorrido sobre os elementos traco e HPAs e suas potenciais fontes de contaminacédo e seus
potenciais efeitos causados no ambiente. Em seguida, foi apresentado um tépico sobre os
moluscos bivalves, com foco nos seus habitos e concentracdo de poluentes.

O sistema estuarino de Santos foi escolhido como area de estudo, por ser uma regido
de grande importancia social e econdmica, sendo muito utilizado para pratica de pesca que
colabora para alimentagdo da populagéo local e localidades vizinhas. A metodologia utilizada
foi adequada para atender o objetivo do estudo e a bibliografia utilizada foi de autores

renomados que possuem a mesma linha de interesse da pesquisa.
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1 INTRODUCAO

Os ambientes marinhos possuem uma enorme biodiversidade, com papel importante
em relacdo aos ciclos de nutrientes do planeta, com a devida funcdo em destaque da producéo
de oxigénio, o consumo de carbono e a regulacdo climéatica (SANTOS, 2002). Os estuérios e
baias se encontram entre os ecossistemas marinhos mais importantes, tanto em termos de
produtividade biologica, quanto para o desenvolvimento das atividades humanas (FERREIRA
et al., 2020; HOSSAIN et al., 2018; BARLETTA et al., 2019; KHAN et al., 2014). Porém, por
serem considerados sistemas semifechados, onde ocorrem interagdes dindmicas entre a agua
doce da drenagem continental e a 4gua do mar, sdo ambientes extremamente vulneraveis aos
impactos de diferentes poluentes de origem antropica (DAY JR. et al., 1987).

A contaminacdo dos ecossistemas costeiros tem se tornado uma questdo critica em
todo o mundo, e cada vez mais se agrava devido ao continuo crescimento populacional,
associado a expansdo descontrolada da industrializacdo, proxima a estes locais. Além disso, 0
descaso com o descarte de efluentes industriais, urbanos e agricolas, e a falta de planejamento
adequado dos recursos, refletem na ma qualidade da 4gua, colocando em risco 0s ecossistemas
presentes (SCHAEFFER-NOVELLLI, 1989).

Quantidades elevadas de contaminantes organicos e inorganicos como:
organoclorados, pesticidas, plastificantes, elementos traco, farmacos, hidrocarbonetos
policlinicos aromaticos (HPAS), entre outros, sdo introduzidas em ambientes estuarinos por
diversas fontes (pontuais e difusas), gerando grande preocupacdo na comunidade cientifica e
em ambientalistas (FONSECA et al., 2014; SANTOS, 2002). Estes contaminantes estdo
presentes em diferentes matrizes, e mesmo em baixissimas concentracfes, representa um
significativo risco a biota aquatica (SHEIK et al., 2012). Além disso, podem ser estaveis e
persistentes no ambiente, uma vez que nao podem ser degradados ou destruidos, que é o caso
dos elementos trago (SIEGEL, 2002).

Alguns desses contaminantes possuem ainda a capacidade de entrar nas cadeias
alimentares e ser bioacumulados (quando s&o absorvidos pelos organismos) e/ou
biomagnificados (quando acontece o acimulo progressivo do contaminante ao longo da cadeia
trofica), afetando de forma prejudicial diferentes organismos e a satide humana, que consomem
estes organismos contaminados (SINGH et al., 2011; CHAPMAN et al., 1998; PAN & WANG,
2002).

A maioria dos moluscos bivalves é responsavel por parte da dindmica de poluentes no

ambiente aquatico devido a sua caracteristica filtradora de alimentagéo, absorvendo e retendo


https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1679-87592015000300311#B94
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particulas. Essa capacidade de concentrar contaminantes, em niveis mais elevados do que na
agua, em varias ordens de grandeza, e sobreviver em ambientes contaminados, faz com que
estes sejam utilizados como biomonitores e bioindicadores de qualidade ambiental
(RAINBOW, 1995).

Assim, os estudos sobre a dindmica de contaminacdo de espécies em ambientes
potencialmente poluidos sdo de grande importancia, pois contribuem de forma significativa
para o entendimento de sua biologia, manejo e 0s perigos que essas espécies podem representar
para o consumo humano (BAPTISTA-NETO et al., 2008).

Neste contexto, com a finalidade de compreender a biodisponibilidade destes
contaminantes, o presente estudo objetiva principalmente, avaliar as concentracGes de
elementos traco e HPAs em duas espécies de moluscos bivalves marinhos, Perna perna
(mexilhdo comum) e Crassostrea rhizophorae (ostra-do-mangue) presentes no Sistema
Estuarino de Santos, S&o Paulo, Brasil. Esta regido vem sofrendo significativas pressdes
ambientais como reflexo de um intenso e crescente processo de industrializagdo, sendo muito
exposta a poluicdo. As principais fontes de poluicdo estdo relacionadas as atividades do parque
industrial de Cubatdo, assim como as disposicdes irregulares de residuos industriais, as
dragagens do canal do porto, as atividades portuéarias, ao emissario submarino, além das
descargas de esgotos domésticos clandestinos e aos aterros sanitarios irregulares
(HORTELLANI et al., 2008).
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 POLUICAO DO SISTEMA ESTUARINO DE SANTOS

Os estuarios sdo sistemas complexos e extremamente dindmicos devido aos
expressivos gradientes de propriedades fisico-quimicas da agua, variacbes nos materiais em
suspensdes, inumeros processos hidrodinamicos controlados pelas mares, ventos e ondas, além
do encontro das massas de aguas doces e salgadas (BAPTISTA-NETO et al., 2008). S&o
ambientes explorados antropicamente por serem areas abrigadas, sendo &reas propicias ao
aglomerado urbano, o que favorece a instalacdo de portos e industrias, exploracdo econémica
de pesca, dentre outros (SALGADO-RAMIREZET et al., 2017).

O sistema estuarino de Santos tem capacidade de renovar periodicamente e
sistematicamente suas aguas, sob a influéncia da maré e da descarga de agua doce dos corpos
hidricos oriundos da Serra do Mar. Por outro lado, este equilibrio dindmico pode ser
comprometido, uma vez que a forma e a extensdo deste estuario tém sido alteradas por
processos erosivos e deposicdo de sedimentos oriundos da regido serrana, além de sofrerem
efeitos relacionados as marés (SILVA & GOMES, 2012).

Com o crescimento das atividades industriais e portuarias, sem nenhum controle
ambiental, obteve-se um alto potencial poluidor, o qual fez o sistema estuarino de Santos e
regido, se tornarem um grande receptor de residuos toxicos e efluentes contaminados por
diversos tipos de poluentes (LAMPARELLI et al., 2001). Segundo Davis e MacKnight (1990),
as principais possiveis fontes dessa polui¢cdo no meio ambiente marinho e costeiro, levando em
conta as regides portuarias, podem ser: a geracdo de residuos sélidos, efluentes e emissdes
atmosféricas dos navios que entram e saem do porto; a dragagem do canal de acesso; 0s reparos
e manuten¢do dos navios no porto; e, a instalacdo de complexos industriais na zona portuéria.
Além disso, também é importante considerar: erosao e assoreamento localizados; introducao de
espécies exoticas; substancias nocivas e perigosas; derramamento de 6leo; poeira e material
particulado; e ruidos (AAPA, 1998).

Nesse contexto, em 1988, com o intuito de controlar a poluicdo nos estuarios e
melhorar a qualidade ambiental, a Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (CETESB)
realizou um levantamento da contaminacao nos rios Cubatéo, Perequé, Piacaguera e Casqueiro,
na regido do estuario de Santos. O estudo realizou um levantamento sistematico sobre a
contaminacdo ambiental na regido da Baixada Santista, que indicou riscos de acumulacao dos
contaminantes nos organismos que estariam retornando ao ambiente em recuperacdo, o0 que

implica numa maior exposicdo da populacdo ribeirinha ao consumo de pescados



18

comprometidos pela poluicdo. Ap6s a implantacdo do levantamento de controle da poluig&o,
foi possivel observar claramente que a regido estava impactada por concentracdes elevadas de
elementos traco e compostos organoclorados na agua, nos sedimentos e nos organismos
aquaticos (CETESB, 1990; EYSINK et al., 1991).

Nos anos noventa, ocorreu a continuidade de implantacdo e aperfeicoamento dos
sistemas de controle da poluicdo das aguas e do solo na regido que é cercada por industrias,
onde algumas dessas introduziram sistemas para recirculacao total ou parcial de seus efluentes.
Jaem locais contaminados por HPAs e residuos de organoclorados, foram implantados sistemas
de coleta e tratamento de aguas subterraneas com a finalidade de reduzir a contaminagdo do
solo, ocorrendo uma melhora na qualidade da agua. Posteriormente, 0s manguezais
contaminados foram analisados para identificar se poderiam ser passiveis de recuperacdo. Em
1993, foi realizado um estudo, em Cubatdo, com plantio utilizando propagulos e plantulas de
mangue, que indicou uma alta taxa de sobrevivéncia (cerca de 80%) e demonstrou a
possibilidade de recuperacdo dos manguezais (MENEZES et al.,, 1994; EYSENCK &
DERAKSHAN, 1997). Esse projeto de recuperacdo demonstrou que o quadro de contaminacéo
é passivel de ser revertido (POFFO et al., 1998).

Atualmente essa regido passa por um processo de monitoramento pelos 6rgaos
responsaveis e pela comunidade cientifica devido ao agravamento da polui¢do. A contaminacéo
por diferentes contaminantes, como elementos traco, organoclorados e HPAs, deve-se,
sobretudo, a atividade industrial de Cubat&o e da atividade portuaria em si (SILVA & GOMES,
2012). Essa degradacdo do estuario de Santos trouxe como consequéncia a diminuicédo e/ou
desaparecimento de algumas espécies marinhas de interesse comercial como peixes, crustaceos
e moluscos, provocando a mudanga dos habitos culturais da pesca artesanal na regido. Além de

colocar em risco a saude da populacdo, que consome organismos contaminados.

2.2 CONTAMINACAO POR ELEMENTOS TRACO

Amplamente distribuidos pela crosta terrestre, os elementos traco sdo elementos
quimicos que estdo inseridos em ciclos geologicos e bioldgicos. Alguns sdo essenciais para a
sobrevivéncia dos seres vivos, desde que em baixas concentra¢@es, e sdo conhecidos como
micronutrientes, entre eles estdo cobre (Cu), zinco (Zn), manganés (Mn) e ferro (Fe). Esses sao
elementos que possuem um importante papel no metabolismo dos organismos, uma vez que

contribuem nos processos fisiologicos. O Cu, por exemplo, € responsavel pela cadeia
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respiratdria, 0 Mn pela fotossintese, fazendo parte dos citocromos, 0 Zn tem importancia
estrutural sobre as enzimas e proteinas denominadas metaloenzimas, e o Fe auxilia no transporte
de oxigénio no sangue (LAMPARELLI et al., 2001; BAPTISTA-NETO et al., 2008). Contudo,
esses elementos supracitados, bem como o niquel (Ni), cobalto (Co) e o selénio (Se), quando
presentes em concentragdes elevadas séo toxicos. Como a atividade humana alterou a forma de
distribuicdo e disponibilidade de certos elementos no ambiente, elementos outrora néo
identificados como de grande relevancia nas dinamicas naturais — como mercurio (Hg), cadmio
(Cd) e chumbo (Pb), altamente toxicos mesmo em concentracfes muito baixas — passaram a
receber maior atencdo de ponto de vista ecotoxicolégico (GONTIJO et al., 2017). A taxa de
absorcdo e a bioacumulacdo dos elementos traco é variavel, pois depende do organismo, da sua
dieta, do seu estado nutricional e, principalmente, da especiacdo do elemento quimico presente
no meio (MARCHI et al., 2009).

A preocupagcéo de analisar essa classe de contaminantes se intensificou a partir daquele
considerado um dos principais desastres de origem antropica em ambientes costeiros. O mesmo
ocorreu na Baia de Minamata no Japdo em decorréncia do lancamento continuo de efluentes
industriais toxicos, entre os anos de 1932 e 1968, na qual toda uma geracdo desenvolveu
sintomas neurolégicos e efeitos teratogénicos (HARADA, 1995; FERREIRA et al., 2013). O
despejo indiscriminado de metil-mercurio (MeHq), durante o periodo de mais de 30 anos foi a
principal causa da morte de aproximadamente 8.000 pessoas (Ross & Moroz, 2011). Mesmo
apos a interrupcao de seu lancamento, a substancia ainda permaneceu no ambiente por mais de
40 anos, principalmente devido a associacdo do MeHg com particulas de sedimentos
(BAPTISTA-NETO et al., 2008).

No ambiente aquético a introducdo de origem antrépica de elementos traco pode se
dar através de efluentes industriais e urbanos, remobilizacdo sedimentar, escoamento
superficial de areas agricolas e urbanas, disposicdo de material dragado, dentre outros
(LACERDA et al., 1994). Uma vez no meio hidrico, os elementos traco podem se apresentar
no material particulado ou dissolvido. No material particulado podem estar agregados a
particulas orgénicas e inorganicas, ou na composi¢do de minerais. Ja no material dissolvido
podem se apresentar como ions livres hidratados, formando complexos idnicos, ou complexos
com moléculas organicas (PEREIRA & SOARES, 2002).

Processos como dessorcéao e dissolugdo de contaminantes encontrados em particulas
em suspensdo e ressuspensao dos sedimentos, afetam também os niveis de elementos trago no
meio hidrico (HIERRO et al., 2014). Segundo Benoit e colaboradores (1994), elevadas
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concentragdes de tais contaminantes na coluna d’agua podem estar diretamente associadas a
suas fracOes liberadas do sedimento pelos processos citados.

Entender e conhecer 0 comportamento geoquimico estuarino, que pode favorecer a
absorcdo ou a liberacdo pela fase solida dos sedimentos para as aguas costeiras, permite
identificar estratégias ambientais, para uma abordagem mais equilibrada desses ecossistemas
(WANILSON et al., 2006; DE JESUS, 2019).

2.3 CONTAMINACAO POR HIDOCARBONETOS POLICICLICOS
AROMATICOS (HPASs)

Presentes em ambientes aquaticos, 0s HPAs sdo contaminantes que surgiram atraves
da industrializacdo, crescimento e desenvolvimento da atividade humana sucedidos nos dois
ultimos séculos. Sao oriundos da combustdo incompleta de combustivel fossil e biomassa, de
vazamentos de petréleo bruto e seus derivados, lavagem dos tanques de embarcacdes,
rompimento de dutos e despejo crénico de instalacbes para armazenamento e refinarias
(GESAMP, 2007). Estudos apontam que o runoff urbano também contribui para a entrada
desses contaminantes no meio hidrico (GESAMP, 1993; LAWS, 2000). Estima-se, que a média
anual da entrada de 6leo no ambiente marinho, considerando somente as atividades maritimas
e navios que nele trafegam (como a exploragéo offshore e escapes naturais), seja de 1.245.200
toneladas de despejo de 6leo por ano, entre os anos 1988 e 1997 (GESAMP, 2007).

Assim como os elementos traco, os hidrocarbonetos também compdem uma classe de
contaminantes que representa danos a saide humana devido a tendéncia em bioacumular e
biomagnificar, com potenciais efeitos mutagénicos e carcinogénicos (YOSHIMINE &
CAREIRA, 2012; LOURENCO et al., 2019). Além disso, sdo compostos lipossollveis e
considerados persistentes no ambiente (NEFF, 2001).

Na matriz aquatica, devido a baixa solubilidade em &gua, os HPAs tendem a se
aglutinarem em particulas organicas e inorganicas em suspensdo, e posteriormente, sdo
depositados no sedimento. A absorcdo dos HPASs na biota pelos organismos bivalves filtradores
pode ocorrer na fase dissolvida ou na fase particulada, presentes na coluna d’agua, pelas
superficies branquiais ou através da sua alimentagdo (LOURENCO et al., 2019).

Devido a crescente preocupacdo com a saude publica, ha diversas pesquisas voltadas

para monitorar a contaminacdo pelos HPAs, em estuarios e arredores, atraves de diferentes
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organismos que séo utilizados para o consumo humano (EL NEMR et al., 2016; EL NEMR et
al., 2012a; EL NEMR et al., 2012; JIA et al., 2010).

Os principais bioindicadores empregados para 0 monitoramento de HPAs sdo 0s
mexilhdes e as ostras, do Filo Mollusca. Sua utilizacdo ndo sé e indicada para verificar a
contaminacdo por HPAs, estes organismos também sdo muito utilizados para analises de
elementos traco e compostos organoclorados, como ocorre no programa Mussel Watch que
monitora a presenca desses contaminantes na costa leste e oeste dos Estados Unidos e nos
Grandes Lagos, regido localizada entre o Canada e os Estados Unidos (KIMBROUGH et al.,
2008).

Estes bioindicadores apresentam maior capacidade em acumular os hidrocarbonetos,
sem causar danos letais aos organismos testes, uma vez que permanecem Vivos mesmo com
acumulo elevado desses contaminantes, permitindo assim mostrar qual o nivel de poluicdo que
0 ambiente se encontra (BEEBY, 2001).

2.4 MOLUSCOS BIVALVES

Em regides estuarinas, dependendo do nivel tréfico, os organismos marinhos podem
acumular contaminantes em maior ou menor proporcdo. Alguns sdo migradores e ndo sao
preferencialmente utilizados como bioindicadores, por ndo demostrar um bom controle da area
contaminada (GONCALVES et al., 2007). Outros, como 0s moluscos bivalves séo excelentes
indicadores de poluicéo, pois possuem a capacidade de incorporar diferentes tipos de compostos
toxicos, uma vez que absorvem estes contaminantes constantemente no meio ambiente
(CHANDURVELAN et al., 2012; FARRINGTON et al., 2016).

Estes organismos tém sido utilizados por décadas como sentinelas em &reas costeiras
e ecossistema estuarinos, devido a sua abundancia, ampla distribuicdo, suas particularidades
fisiolbégicas como sua natureza séssil e condicbes de alimentacdo (DIOP et al., 2016;
CHANDURVELAN et al., 2013). Outras caracteristicas particulares desses moluscos bivalves
incluem, vida suficientemente longa, tolerancia e adaptabilidade, além de possuir tamanho
razoavel para fornecer tecido suficiente para analise (O'CONNER, 1992). Algumas espécies
dessa classe possuem a capacidade de refletir e mostrar resultados em condi¢des ambientais
negativas, como niveis anémalos de poluicdo por elementos traco e hidrocarbonetos,

estimulando um comportamento de estresse fisiologico que muda o metabolismo e redistribui


about:blank
about:blank

22

a energia anabdlica na reparagdo do estresse que, por sua vez, induz dano molecular devido a
alta contaminacdo nos organismos (PYTHAROPOULOU et al., 2013).

Determinar as concentracdes dos contaminantes na biota aquatica proporciona o
conhecimento da biodisponibilidade de contaminantes nos diferentes ecossistemas, e permite
avaliar os potenciais riscos a populagdo que estd exposta a esses contaminantes atraves da
alimentacdo. Portanto, 0 monitoramento ambiental com base em resultados ecotoxicoldgicos se
torna extremante importante, uma vez que as atividades de malacocultura (cultivo de mexilhdes,
ostras e vieiras) vém crescendo no Brasil(GALVAO et al., 2009; BARAJ et al., 2003).

Grande parte da populagdo brasileira que vive em regides costeiras consome esses
organismos bivalves. As principais espécies de moluscos cultivadas compreendem: o mexilhdo
Perna perna e a vieira Nodipecten nodosus, ambos cultivados nas regides Sul e Sudeste do pais;
a ostra japonesa (Crassostrea gigas), cultivada nas regides Sul e Sudeste, principalmente no
estado de Santa Catarina; a ostra nativa (Crassostrea brasiliana) e a ostra-do-mangue
(Crassostrea rhizophorae), cultivadas nas regides Sul, Sudeste e Nordeste (EPAGRI, 2006).

O mexilhdo Perna perna é do filo Mollusca, da classe Bivalvia, ordem Mytiloida e da
familia Mytilidae (Figura 1). Segundo Resgalla Jr. e Saloméo (2004), seu cultivo é conhecido
como mitilicultura, provavelmente oriundo do nome de sua familia. E a espécie de mexilhdo
mais cultivado e mais abundante da costa brasileira, principalmente no litoral do Rio de Janeiro,
Sdo Paulo e Santa Catarina. Poucas citagdes comentam sobre a presenca do molusco no litoral
Norte e Nordeste. E uma das espécies de mitilideo de maior interesse comercial principalmente
para o consumo humano. Cresce relativamente rapido podendo alcancar 17 cm de comprimento,
e tem elevada taxa de producdo, além disso, é bastante nutritivo e uma importante fonte de
proteina (ABESSA et al., 2005; FERREIRA et al., 2013).

Mesmo com diversos estudos sobre os mexilhdes Perna perna, ndo foi possivel
estabelecer precisamente sua origem, sendo considerado uma espécie nativa (MANZONI,
2005). Estdo presentes em regides com forte hidrodinamismo, seu habitat possui densas
colbnias de moluscos nas zonas entremarés e infralitoral podendo chegar a profundidades de
aproximadamente 20 metros (ABESSA et al., 2005; SEMMLER, 2007).

A faixa ideal de salinidade para o desenvolvimento destes mexilhdes é de 34 a 36%o,
entretanto estes organismos se destacam por conseguir sobreviver em locais com baixa ou
elevada salinidade. A faixa de temperatura ideal € entre 21 e 28°C, porém os mexilhdes
conseguem suportar temperaturas mais elevadas sendo, portanto, considerados euritérmicos e
eurialinos (FERREIRA & MAGALHAES, 2004).
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Figura 1 — Mexilhdo da espécie Perna perna.

Fonte: klimanaturali.org

As ostras da espécie Crassostrea rhizophorae, também pertencem ao mesmo filo e
classe do mexilhdo Perna perna, entretanto se diferenciam na ordem (Ostreoida) e familia
(Ostreoidae). Segundo Amaral (2010), o género Crassostrea ocorre na costa da América do
Sul. A ostra-do-mangue, da espécie Crassostrea rhizophorae (Figura 2), como o proprio nome
sugere, ocorre principalmente em regides de manguezal, em enseadas, baias e estuarios,
formando bancos em zonas entre marés e no ambiente infralitoral, fixando-se em rochas, raizes
e substratos consolidados (RIOS, 2014). Se adaptam bem a temperatura entre 11 e 25°C e
salinidade ideal para a espécie e seu desenvolvimento pode variar de 14 a 35%o, sendo para 0
cultivo a faixa de salinidade indicada € em torno de 15%. (RAMOS, 2016; VIEIRA et al., 2021).
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Figura 2 - Ostras da espécie Crassostrea rhizophorae.

Fonte: mundoecologia.com.br

No Brasil, o estado de Santa Catarina detém da maior parte da producdo nacional. Na
ostreicultura, a maioria das ostras cultivadas pertence principalmente aos géneros Ostrea e
Crassostrea (POLI, 2004). As ostras Crassostrea normalmente tém com maior potencial para
a maricultura na costa brasileira, tanto em nivel de estabilidade como no &mbito comercial
(PEREIRA et al., 2003; NASCIMENTO & PEREIRA, 2004). As espécies C. rhizophorae se
apresenta em menor propor¢do de cultivo do que as C. gigas, que correspondem a maior
proporgdo de cultivo de moluscos produzidos no Brasil (EPAGRI, 2006).

Tanto a ostreicultura quanto a mitilicultura vem despertando o interesse de pescadores
artesanais, sendo uma alternativa de subsisténcia, como também de pessoas que buscam o
desenvolvimento socio-econdmico. No entanto, a falta de informaces sobre as potenciais areas
de cultivo, sobre o comportamento reprodutivo, recrutamento e técnicas de engorda, levam
muitas vezes a inviabilidade do cultivo desses bivalves, dificultando maiores investimentos,
tanto por parte das instituicdes fomentadoras como por parte dos possiveis produtores. Portanto,
é de grande importancia obter informac@es bioldgicas e ecoldgicas, para que o cultivo desses
organismos se torne um atrativo econémico para as comunidades da regido, uma vez que a
mesmo demanda ambientes conservados e despoluidos para desenvolver-se com
sustentabilidade (FREITAS, 2006).
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2.4.1 Habitos dos Moluscos Bivalves

Tanto a respiracdo das ostras e dos mexilhdes, quanto a sua alimentacdo ocorrem
através do batimento dos cilios branquiais, que gera uma corrente atraves do Sseu corpo
(FURLAN, 2004). Formadas por dois pares paralelos de laminas, as branquias séo responsaveis
pela captura do alimento e se estendem desde a boca até a regido posterior do corpo
(MANZONI, 2005; SEMMLER, 2007). Segundo Manzoni (2005), os cilios branquiais
apresentam uma eficiéncia de retencdo do seston (particulas em suspensao na agua) de 100%
para particulas superiores a 4 pum. Particulas com tamanho de at¢ 0,46 pum também sdo
capturadas, porém com uma menor eficiéncia. A ingestdo de particulas estd também
diretamente ligada ao tamanho desses bivalves (FURLAN, 2004). Ao comparar os dois bivalves
citados, os mexilhGes tém mais capacidade de ingerir particulas de maior tamanho (detritos
organicos, silte e nanozooplanctons) do que as ostras (fitoplanctons) (KEHRIG et al., 2006).

Nos moluscos bivalves o trato digestivo engloba es6fago, estdmago e intestino. Vérias
glandulas digestivas se abrem no estdbmago, geralmente por meio de uma dupla de diverticulos
(CEFAS, 2014). Estes, por sua vez, excretam enzimas que digerem os alimentos ingeridos. As
células fagocitarias digerem particulas de alimentos intracelularmente. Uma haste alongada de
muco solidificado conhecido como "estilo cristalino™ se projeta no estbmago a partir de um
saco associado. Os cilios na bolsa fazem com que o estilete gire movimentando o contetdo do
estdmago (alimento + muco). Esta movimentacdo constante de agitar impulsiona as particulas
de comida para uma regido de classificacdo na parte posterior do estbmago. Isso desvia as
particulas mais pesadas para o intestino e as mais leves para as glandulas digestivas (CEFAS,
2014).

Por serem animais sésseis, geralmente se fixam por estruturas chamadas bisso, que sdo
responsaveis por sua aderéncia aos substratos rochosos e permanentes (Figura 3). Nos
manguezais, a ostra Crassostrea rhizophorae, por exemplo, geralmente se encontra fixas aos
rizéforos do mangue, ocupando a regido entre marés (NASCIMENTO, 1983). Os bissos sao
como corddes produzidos por glandulas presentes nos pés dos mexilhdes e das ostras que se
formam através da secrecdo de proteinas, que a medida que s&o secretadas se polimeriza com a
agua do mar (RUPPERT & BARNES, 1996; SEMMLER, 2007). No caso das ostras, quando
estas se fixam definitivamente aos substratos, a mudanca de larva para ostra juvenil comeca
imediatamente. Durante a metamorfose, os 6rgdos larvais desaparecem, o pé € reabsorvido e 0

musculo retrator do velum desaparece, pondo fim a fase larval (CHRISTO, 2006).
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Figura 3 - Anatomia da ostra.
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Fonte: SEBRAE, 2015.

A concha das ostras do género Crassostrea é relativamente fina, com a valva direita
maior e escavada, enquanto a esquerda se encaixa nesta cicatriz muscular. As ostras desse
género sao oviparas e hermafroditas sequenciais, sendo a génada primaria bissexual, sem
dimorfismo sexual e apresentam fecundacdo externa seguida de desenvolvimento larval
planctotrofico (ANDREWS, 1979). A maioria dos juvenis alcanga a maturidade sexual antes
de atingir os 30 mm, em aproximadamente 120 dias apds a fixacdo (VELEZ, 1976;
NASCIMENTO et al., 1980). Geralmente, comecam a vida como macho passando em seguida
a produzir odcitos e podendo novamente voltar a produzir espermatozdides (ANDREWS,
1979).

Ja no que diz respeito aos mexilhdes, uma de suas principais caracteristicas € a
auséncia do sinus palial do masculo adutor posterior; além da presenca de valvas com linhas de
crescimento bem definidas (Figura 4) (HENRIQUES, 2004). E possivel distinguir os machos
das fémeas quando atingem a maturidade sexual, através da coloracdo das gbnadas, mesmo nao
apresentando dimorfismo sexual externo. As fémeas apresentam cor alaranjada ou vermelho
telha e os machos possuem cor branco leitosa ou creme claro (HENRIQUES, 2004,
MANZONI, 2005; SEMMLER, 2007).
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Figura 4 - Anatomia do mexilhdo.
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O crescimento dos mexilhdes é considerado relativamente rapido e é sazonal, sendo
praticamente nulo no inverno, devido a baixa temperatura, e disponibilidade de alimento.
Porém, durante a primavera e verdo ocorre ao contrario, as temperaturas elevadas provocam o
aumento da taxa de alimentacéo e, subsequentemente, o aumento do crescimento (CAMACHO
etal., 1995).

2.4.2 Concentracédo de Poluentes nos Moluscos Bivalves

Espécies aquaticas dependem do ecossistema ao seu redor para uma série de processos
fisiol6gicos, como alimentacdo, trocas gasosas, excrecdo, reproducdo e migracao, 0 que as
tornam sensiveis a poluicdo ambiental (TREVISAN et al., 2016). Os organismos bivalves
mostram a capacidade de concentrar compostos toxicos do ambiente estuarino, uma vez que
sdo filtradores, apresentando boas indicacGes sobre a qualidade ambiental (FARRINGTON et
al., 2016). Entretanto, ostras e mexilhdes possuem diferentes capacidades de acumulo de
contaminantes, que possibilita a compreensdo sobre o metabolismo e excrecdo, geralmente
oriundos da absorc¢do da solugdo, do fitoplancton ingerido ou de outras particulas suspensas
(WEN-XIONG & GUANGYUAN, 2017).

A assimilacdo dos contaminantes pelos bivalves é influenciada tanto por fatores
externos, intimamente ligados a biodisponibilidade do poluente, quanto aos fatores bioldgicos
do préprio organismo. Os fatores bioldgicos incluem idade, tamanho, sexo, genotipo, fenotipo,
atividade alimentar, estado reprodutivo e condices fisiologicas (SAAVEDRA et al., 2004;
MUBIANA et al., 2006). VariacOes sazonais, proximidade de fontes poluidoras, temperatura,
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salinidade e material particulado em suspenséo sao exemplos de fatores externos (AZEVEDO,
1998).

Com relacdo aos contaminantes, estes geralmente estdo disponibilizados nos
ecossistemas costeiros associados ao material particulado em suspensao, dissolvidos na coluna
d’agua ou por deposi¢do atmosférica (SALOMONS & FORSTNER, 1984). Na coluna d’4gua,
se aglutinam as particulas em suspensdo que se depositam no sedimento, podendo ser
mobilizado novamente para a coluna d’adgua, e consequentemente para 0s organismos
filtradores. Como os bivalves possuem a capacidade de filtrar grandes quantidades de agua
diariamente, podem acumular contaminantes inorganicos e organicos nos tecidos em
concentracdes elevadas (FERREIRA et al., 2013; VIARENGO et al., 2007; PAGE, 2005).
Entretanto, nos moluscos o excesso de poluentes pode causar estresse nestes organismos em
relacdo aos seus processos vitais, de filtragem e eliminacdo de dejetos. Por exemplo, 0s
mexilhdes e ostras contaminados gastam mais energia ao filtrar a &gua a procura de particulas
para se alimentarem (BAPTISTA-NETO et al., 2008).

Segundo Baumard e colaboradores (1999), o aumento da concentracdo de HPAS nos
tecidos de mexilhGes da espécie Mytilus edulis na regido do mar Béltico, pode estar relacionada
a uma elevada taxa de filtracdo desses organismos ou ao seu ciclo reprodutivo. Os autores
também identificaram em sua pesquisa que houve uma maior absor¢do dos HPAs de menor
peso molecular nestes organismos, devido sua maior solubilidade.

A causalidade entre as vias de exposicdo a contaminantes e os efeitos observados
nestes organismos é frequentemente dificil de determinar devido a multiplicidade de estressores
presentes no ambiente marinho (KOELMANS et al., 2017). Consequentemente, a compreensao
de pontos finais como bioacumulagéo e biomagnificacéo pode ajudar a melhorar a compreensao
dos potenciais efeitos ecoldgicos associados a diferentes vias de exposicdo a diversos
contaminantes no meio hidrico (USEPA, 1992). Bioacumulacdo e biomagnificacdo sdo dois
conceitos usados em avaliacdes de risco ecolégico para determinar a extensdo do transporte de
poluentes dentro das cadeias alimentares, geralmente se refere a contaminacdo quimica
dissolvida (BOETHLING & MACKAY, 2000; ALEXANDER, 1999).

A bioacumulacéo € definida como a absorcdo de um contaminante no meio ambiente
pelos organismos (GERBER, 2009; MAHER et al., 2016). Em outras palavras, ocorre quando
a absorcdo de um contaminante € maior do que a capacidade de um organismo de geri-lo
(WANG et al., 2016). Ja a subsequente transferéncia trofica de um contaminante pode resultar
na biomagnificagdo desses contaminantes em niveis troficos mais elevados (KELLY et al.,

2007). Ou seja, a biomagnificacdo é definida como o aumento na concentragdo de um
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contaminante em um organismo em comparag¢do com a concentragdo em sua presa (GERBER,
2009 e MAHER et al., 2016). Uma suposi¢do importante para esta definicdo é que toda
contaminacdo em niveis troficos superiores € um resultado direto do consumo de presas em
niveis troficos inferiores.

Em alguns organismos, caracteristicas particulares como nivel tréfico, dieta e habitat,
podem influenciar na bioacumulagédo e biomagnificagéo de contaminantes (VIARENGO et al.,
2007; BAUMARD et al., 1998). Portanto, os moluscos bivalves sdo considerados relevantes
bioindicadores, uma vez que permitem a compreensdo da dinamica da poluicao e sua influéncia

negativa sobre a populagdo humana que ingere alimentos provenientes destes ecossistemas.



30

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar a bioacumulacao de elementos trago e HPAS
em duas espécies de moluscos bivalves (ostras Crassostrea rhizophorae e mexilhdes Perna

perna) e analisar suas interacdes ambientais no sistema estuarino de Santos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar um diagndstico da qualidade da agua da area de estudo atraves da anélise
dos parametros fisico-quimicos;

¢ Identificar e quantificar os elementos traco (Zn, Cd, Pb, Fe, As, Hg, Cr, Nie Cu) e
HPAs nos tecidos moles das espécies de moluscos coletadas;

e Levantar dados acerca da contaminacdo por estes contaminantes em mexilhdes e
ostras em outras regides do Brasil e do mundo, através da revisdo de literatura, e comparar com
este estudo;

e Avaliar a capacidade de bioacumulacdo dessas espécies, a fim de compreender a
dindmica de absor¢édo de contaminantes;

e Com base na contaminagdo destes moluscos, indicar possiveis problemas a satde
humana decorrente do consumo destes organismos;

e Determinar a potencial influéncia do gradiente de salinidade na bioconcentracao
dos elementos traco;

e Fornecer insumos que subsidiem uma posterior avaliacdo de risco e a criacdo de
estratégias de monitoramento e controle ambiental; e,

e Produzir artigos cientificos, através dos dados obtidos deste estudo.



31

4 AREA DE ESTUDO

O sistema estuarino de Santos, localizado no litoral do estado de S&o Paulo (Figura 5),

esta inserido na Regido Metropolitana da Baixada Santista, e € composto por nove municipios,

sendo Santos e Sao Vicente os mais populosos (MUTO et al., 2014).

Figura 5 - Sistema estuarino de Santos (SP, Brasil) e pontos de amostragem.

(PO: Pontos de amostragem de ostras C. rhizophorae / PM: Pontos de amostragem de mexilhdes P. perna)
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===ux Porto de Santos

Ao redor da Regido Metropolitana, a construcdo de uma infraestrutura de transporte

rodoviario e ferroviario, e a disponibilidade local de 4gua e energia elétrica levaram, a partir da

década de 50,

0 crescimento da regido, com a implantacdo de diversas industrias de base em

meio aos canais estuarinos e extensos manguezais (LAMPARELLI et al., 2001). Atualmente,

essa area tambeém abriga o complexo industrial de Cubatdo, uma das mais significantes areas

industriais petroquimicas e metaldrgicas do Brasil e o Porto de Santos, o maior porto industrial



32

da América Latina (MOREIRA & ABESSA, 2014; BURUAEM et al., 2013; LAMPARELLI
etal., 2001).

Por sua importancia econdmica e ecoldgica, o sistema estuarino de Santos tem sido
intensamente estudado, e representa 0s mais importantes exemplos brasileiros de desgaste
ambiental por poluicdo hidrica e atmosférica de origem industrial em ambientes costeiros, com
significativos reflexos a saude publica e a biota aquatica (HORTELLANI et al., 2008). Além
disso, para acentuar ainda mais a situacdo, hd um aumento expressivo da poluicdo ambiental
durante o verdo devido ao descarte de esgotos domésticos, uma vez que as cidades de S&o
Vicente, Santos e Guaruja sdo polos turisticos da Baixada Santista (BRAGA et al., 2000).

Dentre as diferentes fontes pontuais e difusas de polui¢do, merece destaque o0 emissario
submarino de Santos, que recebe efluentes industriais, portuarios e domésticos dos municipios
de Santos e Sao Vicente, que passam previamente por um condicionamento até serem langados
na Baia de Santos (ABESSA et al., 2005). Segundo Lamparelli e colaboradores (2001), embora
haja muitos beneficios para a qualidade das praias na medida em que os emissarios afastam o
esgoto das mesmas, estes também podem trazer prejuizos ambientais se ndo forem bem
dimensionados e operados (LAMPARELLI et al., 2001). Também deve ser levado em
consideracdo, as toneladas de sedimentos contaminados que séo dragados e descartados no
oceano aberto adjacente (Torres et al., 2009) e os recorrente acidentes com derramamentos de
6leo e outras substancias toxicas no meio hidrico (CETESB, 1979; TOMMASI, 1979;
LAMPARELLI et al., 2001).

Nesse contexto, o sistema estuarino de Santos esta continuamente exposto a
contaminacdo, devido principalmente & intensa atividade industrial e todas essas fontes

antrdpicas que contribuem direta ou indiretamente para a entrada de contaminantes nesta area.
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5 METODOLOGIA
5.1 AMOSTRAGEM

A campanha amostral foi realizada no més de setembro de 2019, onde foram coletados
a partir de substratos consolidados disponiveis no local, ostras da espécie Crassostrea
rhizophorae e mexilhdes da espécie Perna perna (Figura 6 a e b). Para isso, foram escolhidos
27 pontos de amostragens (Figura 5) ao longo do sistema estuarino de Santos, englobando o
canal de Piagaguera, lagoa do Caneu, canal do Porto de Santos e a Baia de Santos, na saida do
estuario. As coordenadas geogréaficas destes 27 pontos (Tabela 1) foram obtidas através do
aplicativo Gaia GPS — versdo 2021.11(3627).

Figura 6 - (a) Coleta de mexilhGes Perna perna; (b) Coleta de ostras Crassostrea rhizophorae.

@ (b)

Fonte: Foto da pesquisa de campo.
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Tabela 1 — Descricdo dos pontos de coleta de ostras (Crassostrea rhizophorae) e mexilhdes (Perna perna) no
sistema estuarino de Santos (SP, Brasil).
(PO: Pontos de amostragem de ostras / PM: Pontos de amostragem de mexilhdes)

Pontos Descricdo Latitude Longitude
PO1 Canal de Piagcaguera 7359120 359657
PM2 Canal de Piacaguera 7359061 359842
PM3 Canal de Piacaguera 7358920 359863
PM4 Canal de Piacaguera 7358225 360118
PM5 Canal de Piacaguera 7357316 359820
PM6 Canal de Piacaguera, proximo a foz do rio 7356537 359815

Perequé
PM7 Canal de Piacaguera, proximo a foz do rio 7356057 359907
Perequé
PM8 Lagoa do Caneu, proximo ao Porto Alemoa 7354622 361130
PO9 Canal de Piacaguera, proximo ao Porto Sabod 7353523 363364
PO10 Canal de Piagaguera, proximo ao Porto Sabod 7353690 364263

PM11 Canal de Piacaguera, préximo a ilha Barnabé 7353715 363582

PM12 Canal de Piacaguera, préximo a ilha Barnabé 7353708 364248
PO13 Canal de Bertioga 7353285 366728
PO14 Canal do Porto de Santos, proximo ao Forte 7352175 366750

Itapema
Canal do Porto de Santos, proximo a travessia

PM15 barca Santos e Vicente de Carvalho 7351879 366693
PM16 Canal do Porto de Santos 7350807 366874
PO17 Canal do Porto de Santos, proximo ao terminal 7350662 366564

de passageiros

PM18 Canal do Porto de Santos 7350274 366845
PO19 Canal do Porto de Santos 7350425 367165
PO20 Canal do Porto de Santos, proximo ao Porto 7348545 368029

Macuco
PO21 Canal do Porto de Sf_;mtos, préximo a Santos 7348824 368732
Brasil Tecon
PO22 Canal do Porto de Séagr:?es, préximo ao Porto 7347911 368466
PO23 | Canal do Porto de Santos, proximo ao late Clube 7346541 368863
PO24 Préximo a foz do canal do Porto de Santos 7346137 367698

PM25 Baia Santos 7346101 366333
PM26 Baia Santos 7346174 366019
PO27 Baia de Santos, proximo & praia de Gois 7345421 366215

A coleta dos organismos foi realizada com ajuda de uma pequena embarcacéo, fundo

chato com motor de polpa de 90hp, para facilitar o acesso aos locais, no periodo da maré baixa

vazante ou inicio da cheia, possibilitando assim a retirada manualmente dos bivalves nos pieres,

rochas e boias. No total, foram coletados em média 15 individuos das especies estudadas, para

cada ponto definido, sendo 14 pontos de amostragem para os mexilhdes Perna perna, e 13

pontos de amostragem referentes as ostras Crassostrea rhizophorae (Tabela 1).

Para manter a integridade dos organismos, sem nenhuma alteracdo externa, as

amostras foram colocadas em recipientes devidamente identificados e, em seguida,
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armazenadas em caixas de isopor com gelo. Ao retornar para o pier os mexilhdes e ostras foram

entdo abertos no mesmo dia de sua coleta (Figura 7 a e b).

Figura 7 - (a) Recipiente inox utilizado para abertura dos moluscos bivalves; (b) Extracdo do tecido mole da

ostra com auxilio de uma espétula inox.

@ (b)

Fonte: Foto da pesquisa de campo.

Os espécimes de mexilhGes e ostras tiveram seus tecidos moles extraidos de suas
conchas com o auxilio de uma espatula e recipiente inox (Figura 7 a e b), até aproximadamente
200g para cada ponto amostral. Em seguida, as amostras reservadas para analise de HPAs foram
armazenadas em recipientes de aluminio, enquanto as amostras para analise de elementos traco
foram reservadas em sacos plasticos zip lock (Figura 8). Posteriormente, foram colocadas em
caixas de isopor com gelo seco e transportadas para o laboratério da Universidade Federal
Fluminense (UFF).
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Figura 8 - Armazenamento das amostras para analise de elementos traco e HPAs.

Fonte: Foto da pesquisa de campo.

De maneira complementar, a fim de obter dados sobre os parametros fisico-quimicos
na coluna d’agua em cada ponto de coleta, utilizou-se durante a amostragem uma sonda
multiparametros Horiba U10 (Figura 9 a), onde foram analisados 0s seguintes parametros:
salinidade, sélidos totais dissolvidos (STD), oxigénio dissolvido (OD), temperatura e potencial
hidrogenidnico (pH). A transparéncia da agua foi analisada através do disco de Secchi (Figura
9 b). Para cada ponto, quando possivel, as medi¢cdes foram realizadas no fundo da coluna
d’agua, proximo ao sedimento, e na superficie da coluna d"agua. Nos locais muito rasos, s6 foi
realizada na camada mais superficial, uma vez que o local ndo fornecia profundidade suficiente

para fazer a medicéo do fundo.
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Figura 9 - (a) Sonda multiparametros Horiba U10; (b) Analise da transparéncia da agua pelo disco de Secchi.

@ (b)

Fonte: Foto da pesquisa de campo.

5.2 ANALISE DOS CONTAMINANTES

Assim que as amostras chegaram ao laboratério da UFF, foram congeladas. Depois
passaram pelo processo de secagem em estufa a 60 °C e em seguida maceradas, com um pilao
em almofariz de porcelana, até virar um po fino. Apds este processo, as mesmas foram enviadas
para um laboratério contratado para efetuar a analise de elementos traco e HPAsS.

As concentracfes dos elementos traco (As, Cd, Pb, Cu, Hg, Cr, Fe, Ni e Zn)
acumuladas nos tecidos foram determinadas por espectrometria de massa com fonte de plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), com base no método da USEPA 3051 e SMEWW 3120B
(APHA, 1992). As recuperagOes quantitativas de elementos tragco nos bivalves variaram de
95,3% a 104,5%. Os limites de deteccdo (LD) dos elementos As, Cd, Pb, Cu, Hg, Cr, Fe, Ni e
Zn usando ICP-MS foram de 0,0040, 0,05, 0,0038, 0,0067, 0,009, 0,050, 0,0045, 0,0039 e
0,0461 mg/kg, respectivamente.

Dezoito HPAs foram determinados neste estudo, através do metodo descrito por
Nakata e colaboradores (2003), com algumas adaptacdes. Em resumo, aproximadamente 3-5 g
de tecido de bivalve foram homogeneizados com sulfato de sédio anidro e, em seguida,
extraidos através do método Soxhlet por cinco horas com uma mistura de diclorometano:hexano

(8:1). O extrato foi concentrado para 10 mL e uma aliquota foi analisada para lipidios extraiveis.



38

Padrdes surrogates de quatro HPAs deuterados (acenafteno-d10, fenantreno-d10, criseno-d12 e
perileno-d14) foram entdo adicionados ao extrato de amostra antes de ser fracionado usando
cromatografia de permeacdo em gel (com 1:1 diclorometano:hexano como fase movel) e
cromatografia em coluna de silica gel. O eluato foi concentrado para 20-30 uL. Em seguida, 0s
HPAs foram determinados por cromatografia gasosa (Agilent 6980, Agilent Technologies,
EUA) acoplado a espectrometria de massa (Agilent 5973) (CG-EM) no modo SIM (Select lon
Monitoring - monitoramento do ion selecionado). A coluna cromatografica usada foi uma
coluna capilar de silica fundida BPX-5 (30 m x 0,25 mm id., S&G Scientific Inc., Australia).
Um branco de procedimento foi analisado com cada conjunto de cinco amostras. O LD foi
definido como trés vezes o valor dos brancos.

Os resultados obtidos foram analisados por meio do método de Analise de Variancia
(ANOVA), através do software estatistico Past (versdo 3.20). Para tal método, quanto menor
(mais proximo de zero) o valor de “p” maior a variancia entre parametros sob analise. O nivel
de significancia escolhido foi de 5% (p < 0,05). Para confirmar as diferencas entre as médias,
foi utilizado o teste de Tukey e, para avaliar a relacdo potencial entre os elementos trago e 0s
HPAs e sua assimilacdo por ostras e mexilhGes, foi utilizado o coeficiente de correlagdo de
Pearson (r). Segundo Dancey & Reidy (2006), para este método valores > 0,7 sdo considerados
fortes e significativos, 0,4 < |r] < 0,7 uma correlagdo moderada e ja para valores < 0,4

considera-se a correlacgéo fraca.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Os ambientes estuarinos sdo marcados pela presenca de um gradiente de salinidade,
onde a mesma diminui do oceano em direcdo a cabeceira do estuario devido a descarga de agua
doce dos rios. Esta variacdo da salinidade é determinante para a circulacdo estuarina, na qual
possui um papel importante na preservagéo da estratificacdo da coluna d’agua neste ambiente
costeiro, uma vez que a agua salgada — se considerarmos a uma temperatura constante —
apresenta significativa maior densidade (SCULLY & GEYER, 2012). Tal dindmica influencia
também na distribuicdo de organismos ao longo do estuario, desde a bacia hidrogréafica até o
mar (CLOERN et al., 2017).

A variacdo da salinidade no presente estudo é demonstrada na Figura 10. No geral, é
possivel observar que, como esperado, os valores obtidos na superficie da coluna d’agua foram
mais baixos quando comparado com as camadas mais profundas. Em ambas as camadas
analisadas, observou-se que os niveis de salinidade aumentaram consideravelmente em seus
valores a medida que se aproximava da saida do estuério, proximo do encontro com o mar. Os
valores de salinidade obtidos na camada mais superficial variaram entre 16,23%. nos pontos
mais préximos da desembocadura dos rios e 29,6%. nos pontos mais proximos ao encontro do

estuario com o mar e os valores nas camadas mais profundas variaram entre 23,97%. e 32,03%o.

Figura 10 - Variagdo da salinidade (%o) da 4gua no sistema estuarino de Santos (SP, Brasil), por meio da sonda

multipardmetros Horiba U10.
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De acordo com Moser e colaboradores (2005), ndo s6 a vazao do rio, mas também a

climatologia local da Baia de Santos tem influéncia decisiva nos parametros fisico-quimicos do
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sistema estuarino, gerando grande variabilidade através das vazantes e promovendo uma
intensa estratificacdo da coluna d'agua. A campanha amostral foi realizada no periodo da
vazante, o que justifica a predominancia de valores de salinidade de aguas salobras, que
segundo a Conama n° 357/2005 é superior 0,5%. e inferior a 30%o (Brasil, 2005). Entretanto,
foram encontrados pontos proximos a desembocadura do estuario, que séo classificados como
aguas salinas, com valores igual ou superior a 30%s.

Como resultados obtidos pela utilizagdo da sonda multiparametros (Horiba-U10) foram
observados valores elevados para solidos totais dissolvidos (STD). Os mesmos variaram entre
20 e 29,8 g/L para as medic¢des de superficie, e para os resultados de fundo variaram de 23,6 a
30,5 g/L, conforme a Figura 11. Os valores mais elevados observados neste estudo foram nos
pontos PM16, PM18, PM25 e PM26. Segundo Santos e colaboradores (2014), altos valores de
STD pode reduzir a fotossintese e causar um desequilibrio na cadeia alimentar dos organismos,
0 que impossibilita a procura por alimentacdo, afetando diretamente o desenvolvimento dos
moluscos bivalves (SANTOS et al., 2014).

Figura 11 - Sélidos totais dissolvidos (g/L) da agua no sistema estuarino de Santos (SP, Brasil), por meio da

sonda multipardmetros Horiba U10.
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Com relacdo ao oxigénio dissolvido (OD), os valores variaram entre 4,01 e 9,65 mg/L
para as camadas mais superficiais e 4,40 e 9,65 mg/L para as camadas mais profundas (Figura
12). Estudos sobre a qualidade da &gua em estuarios, demostram diversos valores para OD, uma
vez que cada corpo hidrico tem sua dindmica geoquimica diferenciada por estar exposto a
diferentes variaveis e forcantes ambientais em suas bacias. Foram observados valores abaixo

de 5 mg/L nos pontos localizados no canal de Piacaguera (POl = 4,37, PM2 = 4,37, PM3 =
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4,42 e PM4 = 4,01 mg/L). Estes baixos valores, que j& denotam significativo comprometimento
a capacidade respiratoria de varios organismos aquaticos, sdo reflexo do lancamento de
elevadas cargas organicas provenientes de esgotos sem tratamento e efluentes industriais, que
diminui a solubilidade de oxigénio na agua, aumentando por sua vez, a demanda de OD para
sua biodegradacdo (ESTEVES, 2011; CETESB, 2009).

Figura 12 - Oxigénio dissolvido (mg/L) da agua no sistema estuarino de Santos (SP, Brasil), por meio da sonda

multiparametros Horiba U10.
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Outro parametro medido foi a temperatura, conforme mostrado na Figura 13. Os dados
de temperatura seguiram um padréo que condiz com a estacdo do ano da campanha, com valores
que variaram entre 21,06 e 23,33 °C nas camadas mais superficiais, e 20,91 e 23,33 °C para as
camadas de fundo, apresentando uma discreta variacao entre os pontos, com amplitudes de 2,42
°C entre a menor temperatura e a maior. A temperatura, € muito importante nos ambientes
aquaticos, pode influenciar varios fatores fisico-quimicos, como a densidade, viscosidade, OD,
e até mesmo nas alteracdes da especiacdo quimica de elementos traco, afetando toda a biota
aquatica. Este parametro pode variar em funcdo de fontes naturais (ex.: energia solar) ou fontes
antropogénicas (ex.: despejos industriais e aguas de resfriamento de maquinas) (QUALIDADE
DA AGUA, 2015).
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Figura 13 - Temperatura (°C) da &gua no sistema estuarino de Santos (SP, Brasil), por meio da sonda

multipardmetros Horiba U10.
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O potencial hidrogenionico (pH) exprime o equilibrio entre ions H* e ions OH"; com
variacdes de 0 a 14. Da indicacOes do quao acida estd a agua, sendo a faixa esperada para aguas
superficiais de ambiente estuarino de 6 a 9. E um dos parametros abiéticos fundamentais para
a manutencdo do equilibrio do ecossistema e da vida aquéatica (CETESB, 2009; QUALIDADE
DA AGUA 2015; FERREIRA DO NASCIMENTO et al., 2020). Durante todo o percurso do
estuario, os valores de pH (Figura 14) tiveram resultados bem parecidos, variando entre 7,66 e
8,8 nas camadas mais superficiais e 8,22 a 8,88 nas camadas mais profundas. Observa-se na
Figura 14 que este ambiente se mostrou majoritariamente alcalino, com excegédo do PO21
(Canal do Porto de Santos, préximo a Santos Brasil Tecon — Ponto de coleta de ostras) que foi
0 Unico a apresentar pH inferior a 8. Esse resultado, levemente alcalino, porém dentro da faixa
recomendavel, pode estar relacionado com a renovacdo das aguas estuarinas pela entrada da
maré, nas proximidades da desembocadura do estuério. Isso ocorre devido & tendéncia das
aguas salgadas serem mais alcalinas e as aguas doces serem acidas (BAPTISTA-NETO et al.,
2008). Segundo Naidu e colaboradores (1994), o pH da agua influencia diretamente no grau de
adsorcdo de varios compostos nos sedimentos, podendo torna-los biodisponiveis ou ndo na
coluna d’agua. Entende-se por biodisponibilidade qualquer fracdo das concentracGes extraidas
das amostras, que poderao ser absorvidas por organismos vivos (MARCHI et al., 2009).
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Figura 14 - Potencial hidrogeni6nico (pH) da dgua no sistema estuarino de Santos (SP, Brasil), por meio da
sonda multiparametros Horiba U10.
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A transparéncia da agua foi analisada a partir da profundidade do desaparecimento do
disco de Secchi (Figura 15), através da redugdo da radiagdo solar na coluna d’agua, permitindo
assim, determinar a espessura da zona eufética (SANTOS, 2008). Esta zona eufética é uma
faixa vertical em que a intensidade de luz é suficiente para que haja crescimento de produtores
primarios, como o fitoplancton (AAS et al., 2014). A presenca de matéria em suspensao na
matriz aquatica, como argila, silte, substancias organicas, organismos microscopicos e outras

particulas, afetam a turbidez da agua (Qualidade da Agua, 2015).

Figura 15 - Transparéncia da dgua no sistema estuarino de Santos (SP, Brasil), através do disco de Secchi.
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A zona eufotica para a 4gua costeiras, que em geral tém mais material particulado em
suspensdo, pode localizar-se nos primeiros 15 m de coluna de agua, indicando uma boa

producéo bioldgica (AAS et al., 2014). N&o foi possivel obter dados sobre a transparéncia da


https://pt.wikipedia.org/wiki/Produ%C3%A7%C3%A3o_prim%C3%A1ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Produ%C3%A7%C3%A3o_prim%C3%A1ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fitopl%C3%A2ncton
https://pt.wikipedia.org/wiki/Material_particulado_em_suspens%C3%A3o
https://pt.wikipedia.org/wiki/Material_particulado_em_suspens%C3%A3o
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agua nos pontos PO14, PM15 e PO23, uma vez que a profundidade da &gua estava menor que
20 cm, porém observou-se que 0s mesmos tinham uma agua cristalina, sendo possivel observar

o fundo de pedras.

6.2 ELEMENTOS TRACO

De acordo com os dados obtidos, a maioria dos elementos traco apresentaram valores
acimado LD em ambas as espécies de bivalves, exceto para: 0 Hg, em todos 0s pontos amostrais
e nas duas espécies; o Cd nos pontos amostrais do mexilhdo Perna perna; e, 0 Zn em dois
pontos amostrais (PM8 e PM25), também do mexilhdo. As concentragdes dos elementos traco
em mexilhdes e ostras, presentes no sistema estuarino de Santos, sao apresentadas nas primeiras
linhas da Tabela 2. Nesta também séo apresentados valores médios de outros estudos, para fins
de comparagéo.

Os elementos trago As e Cd séo considerados sem funcédo essencial na fisiologia animal
ou vegetal, porém podem representar uma ameaca ambiental significativa (PINOT et al., 2000;
SATARUG et al., 2003; KIM, 2014; FREITAS et al., 2018). A exposicao de bivalves ao arsénio
trivalente (arsenito) é 60 vezes mais tdxica do que a forma oxidada pentavalente (arseniato),
podendo resultar no desenvolvimento de profundo estresse hematopoiético e cardiaco
(CHAKRABORTY et al., 2012). Para a saude humana, o As possui um alto potencial
carcinogénico e a dieta representa a maior via de exposi¢cdo deste contaminante
(TCHOUNWOU et al., 2003). J& no caso do Cd, este se encontra presente em baixos niveis em
alguns alimentos como vegetais, carnes (figado e rim), crustaceos e moluscos (SATARUG et
al., 2003). Alguns autores demonstraram que esse elemento pode prejudicar os sistemas
imunoldgico e reprodutivo de varios organismos, danificando potencialmente 0s cromossomos
(KIM, 2014; INGLOT, et al.,, 2012; REICHELT-BRUSHETT & HARRISON, 1999). Os
valores de As observados no sistema estuarino em questéo variaram entre 1,98 e 8,61 mg/Kg
em ostras e 2,37 e 8,95 mg/Kg em mexilhdes. J& o Cd apresentou baixas concentracbes em

ostras com valores entre 0,24 e 0,93 mg/Kg.
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Tabela 2 - ConcentracGes média (minima — maxima) de elementos traco (mg/kg - peso seco) determinadas em moluscos bivalves no sistema estuarino de Santos (SP- Brasil),

em comparacdo com valores da literatura e com a legislacdo brasileira (Brasil, 2021).

Referéncia Espécie Localizagédo Cd Zn Pb Cu Ni Cr Fe As
C. rhizophorae 0 20'4393 25369'%)4 0 20'56 26 6 1;12'268 3 00’85 0 20'33 3 9 13?1’358 6 92’826
Neste estudo Santos, Brasil (024-093)  (1177.8-5074.2) (0.27-1,26) (67.8-2573)  (05-21) (0.21-0,53) (94,3-531,6) (1,98 - 8,61)
B perna ' <D 88,3 12,49 20,24 8,06 5,03 1387,67 4,42
P (<LD - 390,6) (0,539 — 156,62) (5,3 -38,8) (34— 24) (0,30 — 52,22) (145,2 -5435,5) (2,37 - 8,95)
C. gigas 17,6 5284 26,5 3946 - - - -
SHULKIN et al. (2003) . Russia
Crenomytilus 26 616 283 108 - - ; ;
grayanus
FUNG et al. (2004) M';'ti‘l’l'fs"i'dsu?is China 123-496  7689-141,3  051-090 1,83-2258 1,50-331 2,18-10,93 120,6-681,5 12,93 - 24,55
ROJAS DE ASTUDILLO et C. rhizophorae 0,43 488 - 14,6 0,17 0,23 - -
al. (2005) o Venezuela
' P. viridis 0,21 18,8 - 18 0,41 0,22 - -
ORESCANIN et al. (2006) Mytilus - \1ar Adridtico - 105 - 127,9 39-42 53-6,9 1,9-24 18-19  858-261,3  133-156
galloprovincialis
TURECK et al. (2006) C. gigas Sanacaunng. <1.308  531-1846 - 127-5362 <1-7,59 - - 0,17 - 2,58
CATHARINO et al. (2008) P. perna IIhabela, Brasil 0,11 15,4 - - - 0,09 22 1,88
DE SOUZA et al. (2011) C. rhizophorae Bahia, Brasil - 1273 6,43 28,4 - 0,15 346 5,55
Mytilus edulis e
NICE & FISHER (2011) M. planulatus Austrélia 0.21-0,27 6-9,6 0,08 - 0,52 17-22  025-85  0,05-0,17 - 0,46 - 0,75
KUMAR et al. (2015) ,\';'pema € Vitéria, Brasil 0,5-10 80 - 120 - 540 - - 100 - 2.000 -
ytela sp.
LINO et al. (2016) P. perna Rio dBer;Z‘ir;e”o* <0,03-0,7 33-65 <0,6 3-3200 <14-40  10-75 104 - 477 -
CAMPOLIM et al. (2017) P.perna Balade Santos. 024087 59-170 03-26 4-8 45-115  05-25 430 - 770 :
LMT** ) _ 2.0 _ 1,50 - - 0,5 - 1,00

(IN n° 88/2021)

*<LD — abaixo do limite de deteccéo.
**LMT - Limite maximo toleravel de contaminantes em moluscos bivalves comestiveis, segundo a Instrugdo Normativa (IN) n° 88 de 26 de margo de 2021 da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA).
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O Cu registrou concentracgdes relativamente altas nos tecidos das ostras, variando entre
67,8 e 257,3 mg/Kg. Nos mexilhdes, o cenario foi diferente, com teores menores, variando entre
5,3 e 38,8 mg/Kg. Ja para o Zn, este elemento traco esteve presente em valores extremamente
elevados, principalmente nas ostras, com concentra¢fes que variaram entre 1.177,3 e 5.074,1
mg/Kg, enquanto para os mexilhdes foram abaixo de 390,6 mg/Kg. Ao comparar esses valores
com aos valores estabelecidos por 6rgdos internacionais (Tabela 3), os niveis de Cu e Zn
registrados no sistema estuarino de Santos sdo criticos, pois estdo acima dos limites sugeridos,

principalmente em tecido de ostras.

Tabela 3 - Limites maximos aceitaveis de Cu e Zn (mg/Kg) em animais marinhos por 6rgaos internacionais.

Organizacao Cu Zn
FAO? - -

WHO® 10 100
Europian Union © - -

FDA USA ¢ 100 150

2FAO: Codex General Standart dor Contaminants and Toxins in Food and Feed. Codex Standard 193 — 1995
® WHO 1982. Toxicological Evaluation of Certain Food Additives. (Geneva: World Health Organization ISBN: 978-92-4-120940-3, p. 106.
¢ European Comission Regulation (EC No 1881/2006) concerning setting maximum levels for certain contaminants in foods (mg/Kg wet weight)
4 Fish and Fisheries Products Hazards and Controls Guidance, 2020. 3" Ed. (USA: Department of Health and Human Services).

Jano que diz respeito a ingestao destes por seres humanos, a OMS e a Organizagdo das
Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO - Food and Agriculture Organization)
sugerem um limite toleravel provisério de 0,5 mg/Kg de Cu e de 0,3 a 1mg/Kg de Zn por dia
(Tabela 4), sendo que individuos com peso superior a 65 kg ndo devem consumir mais do que

32,5 mg de Cu ou 65,0 mg de Zn por dia.

Tabela 4 - Ingestéo tolerdvel provisoria de Cu e Zn (mg/Kg, peso corporal).

Organizacao Cu Zn
FAO/WHO @ 0,5 (PTMDI) -
FAO/WHO b - 0,3—1 (PTMDI)

Notes: PTMDI = Provisional Tolerable Maximum Daily Intake

2FAO/WHO 2011 Evaluation of Certain Food Additives and Contaminants. WHO Technical Report Series 960 — JECFA (Joint FAO/WHO
Expert Committee and Food Additives). Seventy third report p 237.

® FAO/WHO 1982 Evaluation of Certain Food Additives and Contaminants. WHO Technical Report Series 683 — JECFA (Joint FAO/WHO
Expert Committee and Food Additives). Seventy third report p 237.

Ao comparar os resultados obtidos com as concentracdes maximas permitidas pela
ANVISA, Instrucdo Normativa n° 88/2021 (Brasil, 2021), para contaminantes inorganicos em

moluscos, 0 elemento tragco As apresentou concentragcdes acima do limite estabelecido em

ambas as espécies. Ja para Pb e Cr, estes elementos também apresentaram concentragdes de 8
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a 10 vezes acima do limite m&ximo toleravel em mexilhGes Perna perna. Outros elementos
traco analisados neste estudo (Zn, Cu, Ni e Fe) ndo apresentam limites maximos recomendados
para consumo humano pela ANVISA. Porém, quando comparado aos resultados disponiveis na
literatura, para o Fe, por exemplo, o presente estudo indica valores significativamente elevados,
principalmente em mexilhdes. As concentracOes variaram entre 94,3 e 531,6 mg/Kg em ostras
e entre 145,2 e 5.435,5 mg/Kg em mexilhGes. J& para o Cr, este apresentou concentragcdes mais
elevadas nas amostras de mexilhdo, variando entre 0,30 e 52,22 mg/Kg. Nas ostras os valores
foram ligeiramente inferiores, variando entre 0,21 e 0,53 mg/Kg. Considerando os niveis de Ni,
este ndo foram altos significativamente em nenhum dos bivalves.

De forma geral, os moluscos bivalves podem apresentar diferentes capacidades de
acumulo, metabolismo e excrecdo de contaminantes (WEN-XIONG & GUANGYUAN, 2017).
Os mexilhdes podem ingerir particulas maiores do que as ostras, que variam entre 1 um a 4 mm
(como detritos organicos, silte e fitoplanctons) (KEHRIG et al., 2006). Alguns autores utilizam
esse argumento para justificar a maior capacidade do mexilhdo em acumular compostos toxicos,
uma vez que as ostras sdo filtradores mais seletivos (RUELAS-INZUNZA & PAES-OZUNA,
1998; KEHRIG et al., 2006). Apesar disso, concentracdes acima dos limites foram mais comuns
em ostras, sugerindo que a bioacumulagdo de contaminantes é também influenciada por outros
pardmetros além da filtracéo.

Na Figura 16 é apresentada a comparacao das concentracfes de elementos traco nos
bivalves em estudo. As concentracdes de As foram semelhantes entre as duas espécies, sendo
a concentracdo media nos mexilhdes de 4,42 mg/Kg e 4,85 mg/Kg nas ostras. Além disso, o
teste estatistico ANOVA mostrou o p valor acima de 0,05 (p=0,5446), confirmando a variacéo
ndo significativa entre as duas espécies. A variabilidade também ndo pode ser considerada
significativa entre as espécies para Cr e Pb (p=2,2752 e p=3,105, respectivamente). Mesmo
assim, em ambos 0s casos 0s mexilhGes apresentaram teores mais elevados com concentracdes

maximas de 52,22 e 156,62 mg/Kg, respectivamente (Tabela 2).
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Figura 16 - Concentra¢des de elementos traco (mg/Kg - peso seco) bioacumulados em ostras Crassostrea

rhizophorae e em mexilhdes Perna perna no sistema estuarino de Santos (SP- Brasil).
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A tendéncia dos mexilhdes em bioacumular mais contaminantes do que as ostras,

devido a sua filtracdo menos seletiva, foi observada no caso do Ni e do Fe, onde o teste

estatistico mostrou significancia quanto a variacao entre as espécies (p=0,0000 e p=0,0062).

Particularmente no caso do Fe, este elemento traco permanece no meio hidrico principalmente

na forma de oxido particulado, que ¢é sua forma mais estavel na coluna d’agua em valores de



49

pH quase neutros (BOYLE et al., 1977; HUNTER, 1983; DAl & MARTIN, 1995). Assim,
embora altos niveis de Fe particulado tendam a se acumular em sedimentos estuarinos, uma
significativa parte ainda pode ser transportada, permanecendo disponivel para ser assimilada
por organismos filtradores (SANDERS et al., 2015). Uma vez que o Ni apresenta elevada
capacidade de se associar ao processo de processo de floculagdo estuarina (HASANI et al.,
2017), logo, espera-se que para ambos os elementos (Fe e Ni) a sua forma associada aos
particulados em suspensdo seja aquela mais relevante na coluna d'agua, influenciando o
processo de incorporacdo de tais elementos por organismos filtradores, especialmente para
mexilhdes (ZHANG et al., 2014).

Em contraste com este padréo supracitado, os elementos Cd, Zn e Cu apresentaram
valores significativamente maiores nas ostras (p=0,000 para os trés elementos traco) (Tabela 2
e Figura 16). A bioacumulacdo de alguns elementos traco em tecidos bivalves pode estar
diretamente conectada aos diferentes processos metabdlicos que ocorrem dentro de tipos de
células especificas em tecidos-alvo, resultando em diferentes padrdes de bioconcentracdo
(RAINBOW, 2006).

Assim como o presente estudo, Rojas e colaboradores (2005) também observaram a
maior capacidade das ostras em acumular alguns elementos trago especificos, principalmente
Cu e Zn. Segundo a literatura, as ostras podem tolerar concentracfes de elementos traco muito
elevadas, sem efeitos prejudiciais aparentes, 0 que poderia justificar sua capacidade de
concentrar niveis mais elevados de Cd, conforme registrado neste estudo (LIN & HSIE, 1999;
SOTO-JIMENEZ et al., 2001). Rojas e colaboradores (2005) também sugeriram que algumas
espécies de mexilhdes apresentam mecanismos de regulacdo para controlar os niveis de
elementos tragco em seus tecidos, num processo de autodetoxificacdo, com a ligacdo de
elementos toxicos a sitios de alta afinidade em granulos inorganicos, por exemplo, ou a varias
proteinas como a metalotioneina (MT) (KHATI et al., 2012).

Devido a isso, os mexilhdes podem n&o refletir com grande precisdo os niveis no
ambiente aos quais estdo expostos. O mesmo argumento foi usado por Shirneshan e Bakhtiari
(2012). Os autores observaram o padrdo de acimulo de elementos traco (Pb, Zn, Cu e Cd) nos
tecidos de ostra e sugerem que estes organismos podem reter Cu e Zn em seu corpo. Entretanto,
para 0 Pb o processo é inverso, conforme observado no presente estudo (Figura 16). Ainda
assim, os diversos niveis de elementos trago encontrados nos bivalves do sistema estuarino de
Santos, poderiam ser decorrentes das diferentes afinidades dos elementos aos sitios de ligacéo
das MT.
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A producdo de MT mostrou ser induzida pelo enriquecimento de elementos tragco em
varias espécies marinhas. Por esta razdo, sua aplicagdo como biomarcadores de exposicdo a
estes contaminantes, passou a ser usada (COSSON & AMIARD, 2000). E geralmente relatado
que o papel béasico desta proteina é a homeostase de elementos essenciais como Cu e Zn
(TANGUY et al.,, 2003). Também esta envolvida na desintoxicacdo de elementos néo
essenciais, como Ag, Cd e Hg (ROESIJADI, 1992; COSSON & AMIARD, 2000; KHATI et
al., 2012). Assim, no presente estudo, a alta concentracdo de Cd encontrada no tecido mole da
ostra pode estar relacionada ao processo de desintoxicacdo do Cd nesse molusco pela proteina
MT (ENGEL, 1999; APETI et al., 2005).

6.3 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPAs)

No presente estudo, as concentracbes de HPAs em mexilhdes variaram de 96,94 a
988,76 ug/Kg e em ostras variaram de 88,38 a 138,62 ug/Kg, conforme é demonstrado na
Figura 17. As altas concentracGes de HPAs encontradas nestes bivalves demonstram que o
sistema estuarino de Santos esta sujeito a contaminacdo cronica por hidrocarbonetos, uma vez
gue os niveis encontrados sdo da mesma magnitude que os valores expostos na literatura em
ambientes contaminados (TANAKA & ONDUKA, 2010; MOSCHINO et al., 2011).

Figura 17 - Variacédo dos niveis de HPAs (pg/Kg) em amostras de mexilhdo Perna perna e ostras Crassostrea

rhizophorae no sistema estuarino de Santos (SP, Brasil).
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A andlise estatistica (ANOVA) classificou a varia¢do de concentracdo de HPAs entre
as espécies como significativa (p = 0,0393). As diferencas nas concentragdes de
hidrocarbonetos podem estar relacionadas as diferentes condi¢des ambientais de cada ponto
amostral, uma vez que cada espécie se estabelece e um micro habitat especifico, que lhe
assegure as condi¢bes minimas de sobrevivéncia frente a suas demandas morfofisioldgicas.
Alguns autores sugerem que pode haver uma diferenga na dindmica de concentragdo de
hidrocarbonetos entre as espécies de ostra e mexilhdo (JACK et al., 2005). Por exemplo, o
estudo realizado por Ito e colaboradores (2015) também encontrou concentracdes de HPAS
significativamente maiores nos mexilhdes do que nas ostras na baia de Osaka no Japao (ITO et
al., 2015).

Por argumentos similares aos apresentados anteriormente, no topico sobre elementos
traco, € esperado que mexilhdes apresentem maiores taxas de ingestdo de contaminantes,
principalmente pelo fato de serem filtradores menos seletivos. Além disso, estes tendem a ficar
mais proximos a superficie da agua, logo sdo mais expostos aos HPAs.

Segundo Rubio-Clemente e colaboradores (2014), a dindmica da bioconcentracédo de
HPAs pode estar ligada ao seu carater hidrofobico, fazendo com que estes contaminantes se
associem a outras particulas suspensas presentes na coluna d’agua, contribuindo assim para o
seu acumulo nos sedimentos e nos tecidos lipidicos dos organismos bivalves. Como o0s
mexilhdes sdo menos seletivos em seu processo de filtragdo, eles seriam mais propensos a
assimilacdo de hidrocarbonetos.

O tipo de exposicdo dos bivalves e sua duracdo apresenta um efeito direto na
capacidade destes em depurar os HPAs acumulados. Em condi¢Oes de exposicao de curto prazo
a contaminantes, hd uma a rapida degradacdo desses compostos (STEGEMAN & TEAL 1973,
BOEHM et al., 1982). Porém, em condicdes de exposicdo crbnica, os bivalves nem sempre
perdem prontamente sua carga acumulada (BOEHM & QUINN, 1977). Além disso, as
concentragOes de HPAs diminuem nos tecidos desses animais conforme ocorre a diminuigéo da
concentracdo destes compostos no meio hidrico (VIARENGO et al., 2007; PAGE, 2005).

Os valores de HPAs encontrados neste estudo foram comparados com outros trabalhos

realizados em diferentes areas costeiras do Brasil e do mundo (Tabela 5).
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Tabela 5 - ConcentracBes de HPAs (ug/kg, peso seco) determinadas no tecido mole de moluscos bivalves,

coletados em diferentes areas costeiras do mundo.

Referéncia Espécie Localizacgéo HPASs (ug/kg)
Perna perna 96,94 - 988,76
Neste estudo Santos - SP
C. rizhophorae 88,38 - 138,62
NOGUEIRA et al. (2017) Perna perna Baia de Guanabara - RJ 1.400 - 3.397
YOSHIMINE & CARREIRA Perna perna Baia da Ilha Grande - RJ 4,88 — 584
(2012)

PEREIRA et al. (2007) Perna perna Canal de S&o Sebastido - SP 180 - 1.630
MAIOLI et al. (2010) Mytella charruana Lagoas MundzuLe Manguaba - 41,4 - 525
FRANCIONI et al. (2005) Perna perna Baia de Guanabara - RJ 532 - >6.000
ARIAS et al. (2009) Brachyodontes sp e Baia Blanca - Argentina 349 - 1.597

Tagelus sp
YAP et al. (2012) Perna viridis Estreito de Johore - Asia 36,4 - 244
BROMAN et al. (1990) Mytilus edulis Costa sueca do Mar Baltico 40-1.330
ISOBE et al. (2008) Perna viridis Sul e Sudeste asiatico 11-1.133
SKARPHEE)(I;BI%%OTTIR etal. Mytilus spp Aguas costeiras nordicas 10-11.670
BANJOO (2006) C. rizhophorae Golfo de Paria - Trinidad 15.1-362
BAUMARD et al. (1999) M. galloprovincialis Costa mediterranea da 25 - 337
Espanha e Franca
MOSCHINO et al. (2011) M. galloprovincialis Veneza — Italia 67 —2.434
RAMDINE et al. (2012) C. rizhophorae Guadalupe 57.4-915
KANHALI et al. (2015) C. rhizophorae Pantano Caroni — Trinidad 109 - 362

Na comparagdo com estudos realizados com a espécie Perna perna, na Baia de
Guanabara, uma das regides estuarinas que sofre grandes impactos com agdes antropogénicas,
também foram observadas altas concentracdes de HPAs, com valores que ultrapassam 6.000
Hno/kg (NOGUEIRA et al., 2017; FRANCIONI et al., 2005). Banjoo (2006), no Golfo de Paria,
analisaram hidrocarbonetos em ostras da mesma espécie e encontraram valores similares (15,1
- 362 pg/kg) a este estudo. Ja Ramdine e colaboradores (2012), em Guadalupe, observaram
valores acumulados maiores (57,4 - 915 pg/kg).

Os efeitos causados pela ingestdo de HPAs se manifestam usualmente de forma
cronica. Assim, o monitoramento ambiental, em conjunto com a avaliagdo de risco, sdo
considerados ferramentas importantes para avaliar os potenciais efeitos negativos de longo

prazo, tanto do ponto de vista do equilibrio ecossistémico quanto sob a 6tica da satde publica.
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De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) os HPAs podem gerar
problemas sistémicos (anemias, nauseas, vomitos, convulsdes, letargias, dermatites, disturbios
de consciéncia, dentre outros), carcinogénicos e mutagénicos (WHO, 1998). E uma classe
considerada prioritaria pela Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (US EPA, 1998). Estas
propriedades carcinogénicas e mutagénicas sdo também corroboradas pela Agéncia
Internacional para Pesquisa do Cancer (IARC, 2013).

6.4 ANALISES ESTATISTICAS

6.4.1 Correlacéo de Pearson (elementos traco + salinidade)

Para fins de apresentacdo dos dados, optou-se por segmentar as analises de correcao
em parametros por espécie analisada, assim as tabelas que se seguem sao respectivamente
representativas dos mexilhdes e ostras. No que diz respeito a correlacdo/variancia entre estas

duas espécies, tais observacdes e comentarios foram conduzidos nos topicos anteriores.

Tabela 6 - Correlagdo entre pardmetros em mexilhdes Perna perna.

Salinidade As Cd Pb Cu Cr Fe Ni Zn
Salinidade 1
As 0,4767 1
Cd - - 1
Pb -0,3378 0,0227 - 1
Cu -0,5939  -0,3539 - 0,5680 1
Cr -0,3628 0,0041 - 0,9981 0,5927 1
Fe -0,5072  -0,2374 - 0,8193 0,7751 0,8478 1
Ni 0,0551 0,1961 - 0,2405 0,0865 0,2300 0,1054 1
Zn 0,1304 0,2083 - 0,1955 0,2277 0,1797 0,0052 0,8124 1

Tabela 7 - Correlacdo entre pardmetros em ostras Crassostrea rhizophorae.

Salinidade As Cd Pb Cu Cr Fe Ni Zn

Salinidade 1

As 0,7113 1

Cd -0,5995  -0,0086 1

Pb -0,0487  -0,0755 -0,0895 1

Cu 0,5659 0,6585 -0,0462 -0,0303 1

Cr 0,0664 -0,2368 -0,3386 -0,1405 -0,3427 1

Fe -0,0728  -0,1711 -0,1666 -0,0261 -0,2686 0,0236 1

Ni -0,1319  -0,2195 -0,0727 0,7396 -0,0661 -0,0546 0,1439 1

Zn -0,6558  -0,1832 09188 -0,1218 -0,0155 -0,4056 -0,0394 0,0158 1
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Na tabela 6, sobre os mexilhdes, foram observadas cinco correlagdes positivas fortes
nomeadamente entre Cr e Pb, Fe e Cr, Fe e Pb, Zn e Ni, Fe e Cu, com valores de “r” variando
de 0,9981 a 0,7751 e duas moderadas entre Cu e Pb, Cr e Cu, com valores de “r” variando de
0,5680 a 0,5927. Também foram observadas duas correlacbes negativas moderadas dos
elementos Cu e Fe com a salinidade, com valores de “r” de -0,5939 e -0,5072, respectivamente.

Janatabela 7, sobre as ostras, trés foram as correlag@es fortes e também positivas, estas
se deram entre Zn e Cd (0,9188), entre Ni e Pb (0,7396) e ainda entre As e a salinidade (0,7113).
Também foi observada uma correlacdo positiva moderada entre Cu e a salinidade (0,5659).
Para as correlagfes negativas, foi observada uma correlagdo moderada para os elementos Cd e
Zn com a salinidade, com valores de “r”” de -0,5995 e -0,6558, respectivamente.

Alguns estudos definiram a influéncia da salinidade na mobilidade, biodisponibilidade
e toxicidade de elementos traco (DU LAING et al., 2008; CHU et al., 2015). Em geral, a
toxicidade de elementos traco estd inversamente relacionada a salinidade. Kumar e
colaboradores (2015) registraram niveis mais elevados de Cd, Cu, Fe e Mn em amostras de
bivalves coletadas em locais de menor salinidade, como foz de rios, estuarios e canais de esgoto.
Isto pode ser explicado pelo fato de, além de uma potencial maior concentra¢do devido a
proximidade da fonte geradora, em baixas salinidades os elementos trago tendem a permanecer
na forma coloidal, aumentando a flutuabilidade das particulas e resultando na
biodisponibilidade para organismos especificos, como os filtradores (WELTENS et al., 2000).

Pan e Wang (2012) destacaram a importancia da fracdo coloidal na bioassimilacdo de
elementos traco, demonstrando que as propriedades geoquimicas dos coldides e as dos
elementos trago sdo criticas para determinacdo da biodisponibilidade de elementos ligados a
colbides para bivalves marinhos. Segundo esses autores, 0s elementos ligados aos coldides
maiores isolados das aguas estuarinas sdo mais biodisponiveis do que aqueles ligados aos
menores. Com o0 aumento da concentracdo de sal, esses contaminantes tendem a se associar a
particulas maiores (<0,7um), concentrando-se progressivamente em sedimentos, que atuam
como reservatérios temporarios, isolados de bivalves que ndo vivem na parte inferior do meio
aquético (MAGALHAES et al., 2015).

De forma semelhante, quando os ions Ca?" e Mg?* estdo presentes em concentracoes
relativamente altas na coluna de &gua, os elementos traco serdo novamente dessorvidos das
particulas suspensas, como resultado da competicdo entre esses cations divalentes e os ions
metalicos (SAGLAM et al. 2013). Este processo de sorcdo é importante para Zn e Cd em
particular (MILLWARD & LIU, 2003), conforme observado pela correlagdo mostrada entre
elementos traco e salinidade (Tabela 7) em amostras de ostras para Zn (r = -0,6558) e Cd (r = -
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0,5995). Porém, de acordo com os resultados estatisticos, a maioria dos elementos traco
apresentou correlacdo inversa, embora fraca, com a salinidade (Tabelas 6 e 7). No caso do Fe
em particular, o teste de Pearson confirmou a relacdo entre este elemento traco e a salinidade
para mexilhdes. Concentracdes mais altas foram registradas nos pontos mais internos do
estuério (r = -0,5072), sugerindo o mesmo padrao seguido por Zn e Cd.

O As foi uma excecdo, uma vez que apresentou correlacdo moderada em mexilhdes (r
= 0,4767) e forte em ostras (r = 0,7113). Este padrdo inverso pode ser facilmente explicado,
uma vez que o As existe como um anion e nao estd competindo por locais de absorcdo
(MCLUSKY et al., 1986).

6.4.2 Correlacdo de Pearson (elementos traco + HPAS)
De modo complementar, as tabelas a seguir trazem também as correlacdes entre 0s

elementos traco analisados e os HPAs (Tabelas 8 e 9).

Tabela 8 - Correlagéo entre os elementos trago e HPAs observadas em mexilhdes Perna perna.

As Cd Pb Cu Cr Fe Ni Zn HPAs
As 1
Cd - 1
Pb  0,0228 - 1
Cu -0,3540 - 0,5680 1
Cr  0,0041 - 0,9981 0,5928 1
Fe -0,2375 - 0,8193 0,7752 0,8478 1
Ni  0,1962 - 0,2406 0,0866 0,2301 0,1055 1
Zn  0,2083 - 0,1956 -0,2278 10,1798 0,0053  0,8124 1
HPAs -0,2337 - 0,7446 06178 0,7688 0,9095 0,1237 0,0827 1

Tabela 9 - Correlacdo entre os elementos trago e HPAs observadas em ostras Crassostrea rhizophorae.

As Cd Pb Cu Cr Fe Ni Zn HPAs
As 1
Cd -0,0086 1
Pb  -0,0756 -0,0895 1
Cu 0,658 -0,0462 -0,0304 1
Cr -0,2369 -0,3386 -0,1406 -0,3428 1
Fe -0,1711 -0,1667 -0,0261 -0,2687 0,0237 1
Ni  -0,2195 -0,0728 0,7396 -0,0662 -0,0547 0,1439 1
Zn -0,1832 10,9188 -0,1219 -0,0155 -0,4056 -0,0394 0,0158 1
HPAs -0,4283 0,0620 0,3850 -0,5170 0,3201 0,0591 0,4918 -0,0094 1
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Além das correlacGes entre os proprios elementos traco, sinalizadas no tépico anterior,
os resultados obtidos confirmaram a hipétese de associacdo de certos contaminantes com
particulas flutuantes, no caso dos mexilhdes. O carater hidrofobico dos HPAS tornou esse grupo
de contaminantes eficaz para essa via de bioacumulacdo. Assim, os resultados de correlagédo
significativa destes hidrocarbonetos com Pb, Cr e Fe, sugere este processo como a forma de
assimilacdo predominante.

Ja nas ostras, a producdo de MT apresentou-se como elemento determinante, pela
correlacdo direta entre Zn e Cd, ambos estimulantes da producéo dessa proteina, que segundo

a literatura, as torna mais capazes de acumular elementos trago, sem danos fisioldgicos letais.
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7 CONCLUSAO

Os moluscos bivalves possuem uma grande importancia para as pesquisas que
objetivam monitorar a biodisponibilidade e concentracdo de contaminantes no meio ambiente
marinho e nos organismos.

No presente estudo, parte significativa das concentragdes de elementos trago e HPAs
encontradas em ostras e mexilhGes, foram consideradas elevadas, confirmando o carater
industrializado e impactado do sistema estuarino. Muitos dos niveis ficaram acima dos limites
legais recomendados no Brasil, pela Instrugdo Normativa n° 88/2021 (Brasil, 2021), como 0
As, PbeCr.

Os resultados mostraram que tanto o mexilhdo P. perna quanto a ostra C. rhizophorae
sdo indicados ao monitoramento ambiental de poluentes. Porém, os resultados obtidos
sinalizaram que a dindmica de acumulo de contaminantes é particular, dependendo do
organismo e do poluente. O mexilhdo P. Perna, por suas caracteristicas de maior capacidade
de filtracdo, demostrou acumular mais os elementos traco Ni, Fe e HPAs do que as ostras C.
rhizophorae. Ja as ostras C. Rhizophorae, por apresentarem mecanismos de melhor assimilacéo
e autodetoxicacdo, mostraram maior capacidade de bioacumular Cd, Zn e Cu, quando
comparadas aos mexilhdes. A utilizacdo de qualquer um desses organismos bivalves, como
indicadores biologicos de contaminacdo por elementos traco e HPAs em aguas costeiras locais,
necessitara de investigacOes adicionais para desenvolver os protocolos para seu uso.

Os resultados deste estudo recomendam que ambos os bivalves presentes no sistema

estuarino de Santos sdo improprios para consumo, podendo causar prejuizos a satde humana.
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ABSTRACT
Contaminant substances consist of chemical elements that present the potential to adversely
impact theecology of the environment, thus representing a threat to local fauna and flora. In this
context, heavy metals are critical agents that, depending on the nature and level, are potentially
toxic to living organisms. In order to evaluate the bioaccumulation of heavy metals in the Santos
estuary and to determine the potential influence of salinity gradient on the heavy metal
bioconcentration, the present study measured the concentrations of As, Cd, Pb, Cu, Cr, Fe, Ni
and Zn in two bivalve species (Crassostrea rhizophorae and Perna Perna) sampled at different
sites of Santos Bay, in the southeasternregion of Brazil. Throughout the study, the “sentinel
species” used were effective in bioaccumulating contaminants. In oysters, based on the

Brazilian legislation, critical limits were exceeded for As, Zn, Cu and Cr. In the case of
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mussels, on the other hand, only for As, Zn and Cr, the critical limits were overcome. In the
present study, obtained data suggested salinity as a determinant parameter in As incorporation

processes of bivalve mollusks.

Keywords: biomonitoring, heavy metals, oysters, mussels

INTRODUCTION

Lack of sanitation, industrial stressors and land irregular occupation has resulted in the release
and dispersion of pollutant compounds in coastal regions, particularly along rivers and estuarine
areas. Further, these areas can represent deposit and eventual potential sources of pollutants for
the trophic net, allowing harmful chemical compounds to enter the food chain and eventually
pose a risk to humanhealth (Chapman et al., 1998; Pan and Wang, 2012). Thus, it is of major
significance to study the bioavailability of toxic agents, to project the ecological risks and to
designate their potential sources and fates in dynamic coastal regions (Tornero and Hanke,
2016).

The monitoring of the potentially harmful compounds in the environment can respect a number
of different approaches, depending on the focus of the research. Evaluating the concentrations of
pollutants(e.g., heavy metals) in the environment can be achieved by direct laboratorial analysis
of water and sediment matrices (see, for example, Superville et al., 2014). However, this
approach has certain limitations. Analyzing metal concentrations of the water body or sediment
is not sufficient to determineits toxicity. Adding biological effects to chemical knowledge
provides a more effective diagnosis of environmental conditions (Munné et al. 2012). Within
this context, the assessment of contamination inthe target species of human nutrition represents

a safer and more effective alternative.

Bioassessible toxic elements are the most dangerous pollutant group from an ecotoxicological
view (Kim et al., 2015), in that they result in a potential equilibrium risk to the chain of life
(Schéne and Krause Jr., 2016). Thus, the consumption of seafood contaminated by persistent
chemicals can result in human health threats (Abdelghany, 2017). As a result, pollutant
contamination in the tissues of organisms and its relation to human risk have been much studied
(El Nemr et al., 2012a; EI Nemr et al.,2012b; EI Nemr et al., 2016; EL-Shenawy et al., 2016;
Yan et al., 2019).

All organisms have the capacity to react to negative environmental conditions, such as anomalous
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metal pollution levels, by stimulating a physiological stress behavior that changes the
metabolism and redistributes the anabolic energy towards repairing the stress that caused the
molecular damage (Pytharopoulou et al., 2013). Bivalve mollusk species have proven to be
excellent environmental monitoring tools in coastal and estuarine ecosystems (Chandurvelan et
al., 2013), because of their physiological characteristics such as sessile nature and filtration
mode of feeding (Diop et al., 2016). Their incorporation of metal pollutants can result in
negative biological effects (Chandurvelan et al., 2012, Chandurvelan et al., 2013) and because
of their abundance and widespread distribution, bivalve mollusks have been used for decades

as sentinels to monitor coastal metal pollution (Wang and Lu, 2017).

There are few studies based on laboratory assays and field research which discuss the effects of
salinityon pollutant mobility and bioassimilation (Du Laing et al., 2008; Perosevic et al., 2018).
An even smaller fraction of these studies deals with specific organisms, yet the bioavailability

of heavy metals is particular for each element and species (Griscom and Fisher, 2004).

Studies on the contamination dynamics of species in potentially polluted environments are of
great importance, because they contribute significantly to the understanding of the biology,
management andthe dangers that these species can pose for human consumption. The present
study sought to compare the concentrations of heavy metals in two species of bivalves at various
salinities along the Santos estuary, aiming to improve our understanding of their metal
incorporation dynamics. At the same time,concentration limits defended in the legislation were

used to assess the safety of bivalve consumption.

Study Site

Santos Bay is situated in Brazil, on the central coast of southeastern Séo Paulo State (Figure 1).
The estuaries in this region have been seriously negatively impacted since the 1950s, when the
activities ofthe largest industrial complex in Latin America were installed in the vicinity of the
city of Cubatdo. Nowadays this area represents one of the most industrialized sites in Brazil,
comprising about 1,100 industries and the biggest port of South America (Perina et al., 2018).
As a consequence of intensive harbor activities, huge amounts of polluted sediment have been
dredged up and discarded in the adjacentopen ocean over many years (Lamparelli et al., 2001;
Torres et al., 2009).

The region comprises the main tourist coastal area of Sdo Paulo State; its metropolitan region

encompasses nine municipalities, with Santos and S&o Vicente being the most heavily populated
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(Mutoet al., 2014). The main beaches in the cities of Sdo Vicente and Santos are important
tourism spots during the summer (Braga et al., 2000). Marine and estuarine fisheries are another
important economicactivity existing in the area. Due to its economic and ecological importance,
as well as the existence ofenvironmental pollution in the area, Santos Bay has been intensely
studied (Hortellani et al., 2008).

MATERIALS AND METHODS

The salinity data analyzed were acquired during a field campaign that occurred during September
2019.Salinity was evaluated at 27 sampling stations using a multiparameter Horiba U10 probe
(Figure 1). Physico-chemical measurements were made at surface and bottom water depth,
during the ebb and flowtides. At the same time, bivalve specimens were sampled according to
site availability (Mangrove trunks, natural or artificial hard substrates, like rocks or at the base of
berths). Past monitoring data were added to increase the accuracy of the physical analysis results;
2 other groups of data, corresponding tomeasurements in January/2018 and March/2018, were
used. The averages of the 3 data groups were compared with the heavy metal concentrations

determined in the bivalve tissues.

Soft tissue, up to a total of 200g per monitoring station, was extracted from mussels and oyster
specimens. These samples were oven-dried at 60-C and ground to a fine powder with a porcelain
pestle and mortar. The concentrations of As, Cd, Pb, Cu, Cr, Fe, Ni and Zn accumulated in the
tissues were evaluated by inductively coupled plasma-mass-spectrometry (ICP-MS) according
to USEPA 3051 andSMEWW 3120B (APHA 1992). The detection limits of As, Cd, Pb, Cu,
Cr, Fe, Ni-and Zn using ICP- MS were 0.0040, 0.05, 0.0038, 0.0067, 0.050, 0.0045, 0.0039 and
0.0461 mg/kg, respectively. Assessment of measurement quality and precision was achieved by
running blank samples and certifiedstandard materials (ERM-CE 278 mussel tissue supplied by
IRMM and NIST 1566b oyster tissue supplied by NIST) alongside with the bivalve samples.

The tissue concentrations were compared with the Maximum Tolerance Limit established for
human consumption by Brazilian legislation (MS Ordinance n° 685/98 and Decree n°
55.871/1965). However,this Decree does not include all toxic metals, which makes it impossible
to fully compare them with theresults. The legislation deals with values in wet weight and the
results determined concentrations in dryweight, requiring conversion, which was performed
according to Ricciardi and Bourget (1998). Wheremetals were not mentioned in the Brazilian

law, other international references were used (WHO, 1982,European Comission Regulation,
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1986; FAO, 1995; Fish and Fisheries Products Hazards and ControlsGuidance, 2020).

To assess the potential relationship between the concentration of metals in oysters and mussels
and thesalinity values across the estuary, Pearson's correlation (r) between these variables was
calculated. Values greater than 0.7 were classified as strong and significant, according to Dancey
and Reidy (2006),who classify values between r = 0.10 to 0.30 as having a weak relationship; r

= 0.40 moderate and r =0.70 to 1 strong correlation.

RESULTS AND DISCUSSION

Most of the time, estuaries are marked by horizontal salinity gradients (Telesh and Khlebovich,
2010; Zhang et al., 2020). Salinity usually decreases from the ocean toward the head of the
estuary due to freshwater discharge. The horizontal salinity variation is determinant for the
estuarine circulation, which in turn plays a key role in maintaining water column stratification
in this coastal environment (Scully and Geyer, 2012). Therefore, water features and organism’s
distribution along the estuary waterbody, from watershed to sea environment, consists of the
mixing of two water sources (Cloern etal., 2017).

In the present study, a spatial salinity variation was observed in the data (Figure 2). The
influence of the river water discharge was most obvious at the innermost points, where the
surface salinity values reached their minimum (Figure 2), but even at the most external points
the stratification was marked. Inside the estuary (sampling stations PO1 — PO13), salinity values
varied between 16.63 and 22.37USat the surface water and 25.50 and 29.09US at the bottom
water. In the outermost sampling stations, onthe other hand, values varied between 24.10 and
29,60US and between 27.93 and 32.03US, respectively.Aguiar and Braga (2010) found similar

values in their study, along the estuarine system.

According to Moser et al. (2005), not only the river discharge but also the local climatology of
Santos Bay has a decisive influence on the physic-chemical parameters variation as in the case
of salinity of the estuarine system, generating great variability through the ebb and flow tides
and promoting an intense stratification of the water column, especially in the Santos channel
(Figure 2).

Bivalves are a popular raw food in Santos and S&o Vicente municipalities and nearby villages.
Local fishing populations also consume the soft tissue of these bivalves. It is, therefore,
fundamental to determine the concentrations of heavy metals in these mollusks to check for any

health hazards. The levels of heavy metals in the Perna perna mussel and Crassostrea
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rhizophorae oyster soft tissues determined in the present study are given in Table 1 and Figures
3and 4.

The data were compared with other sites around the world (Table 1). Arsenic and cadmium are
considered to serve no essential role in animal or plant physiology (Pinot et al., 2000; Satarug
et al., 2006); rather, these metals can represent a significant environmental threat (Kim, 2014;
Freitas et al., 2018). Chackraborty et al. (2012) indicated that bivalve exposure to sublethal
inorganic arsenite can result in the development of profound haematopoietic and cardiac stress.
In the case of Cd, it is presentin low levels in some foods such as vegetables, meats like liver
and kidney, and crustaceans and mollusks (Satarug et al., 2003). This metal access the human
body mainly through the blood system (Tchounwou et al., 2012). Some authors have shown that
this metal can harm the immune (Kim, 2014)and reproductive systems (Reichelt-Brushett and
Harrison, 1999) of various organisms, potentially damaging the chromosomes (Inglot, et al.,
2012). In the case of arsenic, diet, represents the largest pathof exposure, having this metal a
high carcinogenic potential (Tchounwou et al., 2003). In the present study, arsenic values varied
between 1.98 and 8.61 mg/Kg in oyster samples and 2.37 and 8.96mg/Kg in mussels. Results
revealed a slight enrichment in ocean waters. Cd, on the other hand, presented low
concentrations, being below the detection limits in all mussel samples and with values between

0.24 and 0.93mg/Kg in oysters.

Copper and zinc are micronutrients, necessary for living organisms. However, when they are
present atcritical levels, these essential elements can result in negative impacts (Soliman et al.,
2015). As protection mechanism against excessive exposure, some species present auto
detoxification processes, like binding the toxic elements to high affinity sites in inorganic
granules, or to various proteins like apoferritin or cysteine-rich metallothionein (Khati et al.,
2012). In the present study, Cu recorded relatively high concentrations in oyster tissues, varying
between 67.8 and 257.3mg/Kg. In mussels, thescenario was different, with lower levels, varying
between 6.8 and 38.8mg/Kg. A very different situation was shown by Zn. This metal was
present at extremely high values, mainly in oysters. Concentrations varied between 1177.3 and
5074.1 mg/Kg, while for mussels they were from below detection to 390.6mg/Kg. In a previous
study, Pereira et al. (2002) recorded excessive levels of copperin Crassostrea brasiliana oysters
in the same area. It is clear that the Cu levels recorded in the presentresearch are critical (Table
1). If compared to the values established by international entities (Table 2),the Cu and Zn values

obtained in the present study (mainly in oyster tissue) are above the suggested limits.

Yulianto et al (2019) suggest a provisional maximum consumption of 0.5mg Cu/Kg body
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weight per day (Table 3). They suggest that people weighing 65kg should not consume more
than 32.5 mg Cu or
65.0 mg Zn in a day. Considering this limit, the levels of copper and zinc recorded in Santos Bay

(Tablel) would mean that oysters collected in the area are not fit for consumption.

Brazilian legislation sets no limits on the levels of Fe in foods. However, when compared to the
resultsavailable in the literature, the present study indicates significantly high values for this
metal, especiallyin mussels. Concentrations varied between 94.3 and 531.6mg/Kg in oysters and
145.2 and 5435.5mg/Kgin mussels.

The presence of anomalous Cr values in the environment is generally linked to industrial
activities, as occurring in the Santos area. In the present study, Cr presented higher levels in
mussel samples, varyingbetween 0.30 and 52.22mg/Kg. In oysters the values were slightly
lower, varying between 0.21 and 6.21mg/Kg. Neither Ni nor Pb levels were significantly high

in either bivalve.

According to the Brazilian Legislation (Table 1), with permissible limits of 5.8 mg/Kg for As,
5.8mg/Kgfor Cd, 11.6mg/Kg for Pb, 174.0mg/Kg for Cu, 0.58 mg/Kg for Cr, 29.0mg/Kg for
Ni and 290mg/Kg for Zn, some of the present results would be deemed excessive (Ricciardi and
Bourget, 1998). In oystersamples the limit was exceeded for As, Zn, Cu and Cr and with mussels
for As and Zn. In both species,the most significant bioaccumulation was seen with Zn, which
reached, in some oyster samples, more than ten times the legal limit (5074.0 mg/Kg) (Figures 3
and 4).

Mussels may ingest larger particles than mangrove oysters (organic detritus, silt and
nanozooplankton,compared to merely phytoplankton for oysters) (Kehrig et al., 2006). Despite
this, concentrations abovethe critical limits were more common in oysters, suggesting that

bioaccumulation of contaminants is influenced by parameters other than mere filtering ratio.

Correlation analyses between metal concentrations and salinity values are depicted in Tables 4
and 5. Some studies have defined the influence of salinity on mobility (Chu et al., 2014),
bioavailability and toxicity of trace metals (Du Laing et al., 2008). In general, the toxicity of
trace metals is inversely related to salinity. Kumar et al. (2015) recorded higher levels of Cd,
Cu, Fe and Mn in bivalve samplescollected in lower salinity sites. The same authors found
higher concentrations of dissolved metals in lower salinity sites such as river mouths, estuarine
and sewage canals. This can be explained by the factthat at low salinities metals tend to stay in

the colloid form, increasing particle buoyancy and the resulting bioavailability for specific
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organisms, e.g. filter-feeders (Weltens et al. 2000). Pan and Wang (2002) highlighted the
importance of the colloid fraction in heavy metal bioassimilation, demonstrating that the
geochemical properties of colloids and the chemical properties of metals are critical in
determining the bioavailability of colloid-bound metals to marine bivalves. According to these
authors, metals bound to the larger colloids isolated from estuarine waters are more bioavailable
than those bound to the smaller ones. With the increase of salt concentration, metals tend to
associate with larger particles (<0.7um) being progressively concentrated in sediments, which
act as temporary reservoirs, isolated from bivalves that do not live in the lower part of the aquatic

environment (Magalhées et al., 2015).

In a similar way, particularly when Ca» and Mg~ ions are present in relatively high
concentrations in the water column, trace metals will again be desorbed from suspended
particles, as a result of competition between these divalent cations and the metal ions (Saglam
et al. 2013). This sorption process is important for Zn and Cd in particular (Millward and Liu,
2003), as confirmed by the correlation shown between metals and salinity (Table 4) in oyster
samples for Zn (r = -0,6558) and Cd(r = -0,5995). However, according to the statistical results,
most of the metals showed an inverse, thoughweak, correlation with salinity (Table 3 and 4). In
the case of Fe particularly, the Pearson test confirmed the significant inverse relationship
between this metal and salinity in the case of mussels. Higher concentrations were recorded at
the innermost points of the estuary (r =-0,5072; Figure 4), suggestingthe same pattern followed
by Zn and Cd.

Arsenic was an exception. This metal showed a moderate to strong correlation in both mussels
(r = 0.4767) and oysters (r = 0.7113). This inverse pattern can easily be explained, since As

exists as an anion and is not in competition for uptake sites (McLusky et al., 1986).

CONCLUSION

In addition to being important as a food source and in the ecological balance of marine
ecosystems, bivalves are intensively used in the assessment of the availability of heavy metals
in the environment around the world. In the present study the values of almost all the various
metal concentrations found in the mollusks can be considered high. Many of the levels were
above the legal limits recommended in Brazil. An increase in salinity proved to be relevant
exclusively in the assimilation dynamics of As,both for mussels and oysters, despite the high
natural variability of the physicochemical parameters of the water column in estuarine
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environments.

The results showed that both the Perna perna mussel and the Crassostrea rhizophorae oyster are
usefulfor the environmental monitoring of pollutants. The results also suggest that the bivalves
produced in Santos Bay are improper for consumption, especially the oysters, which contained

extremely high zinc concentrations.
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Table 1. Concentrations of heavy metals (mg.kg-1 dry weight) determined in the soft tissue of bivalve mollusks, collected from different coastal

areas of the world.

Reference Specie Location Cd Zn Pb Cu Ni Cr Fe As
Brazilian legislation - - 5.8 290 116 174 29 0.58 - 5.8
Present study Crassostrea
(average) " b Santos Bay 0.47 2560.1 14 142.68 0.85 0.77 191.3 48
Present study
(average) Perna perna Santos Bay n.d. 88.3 0.5 20.23 8.0 5.0 1387.6 4.4
Shulkin et al. (2003) Crassostre gigas Russia 17.6 5284 26.5 3946 - - - -
. Crenomytilus .
Shulkin et al. (2003) grayanus Russia 26 616 283 108 - - - -
Fung et al. (2004) Pi;;ﬁ,‘t’]'; ';;Zﬁ;‘d China 123-496 76891413 051-090 183-2258 150-331 218-10.93 120.6-68l5 12.93- 2455
Rojas de Astudillo Crassostrea
(2005) fizophorad Venezuela 0.43 £0.02 488 £ 22 - 146+05 017+001 0.23+0.02 - -
Rojas ("Z%OASS;”‘“”O Perna viridis Venezuela 0.21+0.03 18.8 0.7 - 1801  041+002 0,22+0,01 - -
Orescanin et al. Mytilus
(2006) galloprovincialis Europe - 105 127.9 39-42 53-6.9 19-24 18-19  858-2613  133-156
Turecketal. (2006) ~ Crassostreagigas > mad"®  <1-308  53.1-1846 - 127-5362 <1-759 ; - 0.17 - 2.58
Catharino et al. Ilhabela/SP,
(2008) Perna perna Brazil 0.11 154 - - - 0.09 22 1.88
De Souza et al. Crassostrea . .
2011) rhizophorae Bahia, Brazil - 1273 £13.5 643£00  28.4+0.30 015+000  346+8.97 5.55+0.37
Nice and Fisher Mytilus edulis .
2011) M Australia 0.21-027 6-96 008-052  17-22 025-85  0.05-0.17 - 0.46 - 0.75
Kumar et al. (2015) PoBetna.ad Vitéria, Brazil.  0,5- 10 80 - 120 - 5-40 - - 100 - 2000 -
Mytela sp.
Lino et al. (2016) Perna perna Rio %er;;‘ﬂe”o' <0.03-0.7 33-65 <0.6 3 - 3200 <1.4-40 1.0-75 104 - 477 -
Campolimet al. Pernaperna  oonosBayBrazil o0 g7 59 - 170 03-2.6 4-8 45-115 05-25 430 - 770 -

(2017)
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Table 2. Maximum Acceptable Limits of Cd, Pb, Cu and Zn (mg/Kg™?) in marine animals
released by some authorities.

Organization Cu Zn
FAO? - -
WHO® 10 100
Europian Union © - -
FDA USA ¢ 100 150

2FAO: Codex General Standart dor Contaminants and Toxins in Food and Feed. Codex Standard 193 — 1995

®WHO 1982. Toxicological Evaluation of Certain Food Additives. (Geneva: World Health Organization ISBN: 978 -92-4-120940-3, p. 106. ¢
European Comission Regulation (EC No 1881/2006) concerning setting maximum levels for certain contaminants in foods (mg/Kg wet
weight)

dFish and Fisheries Products Hazards and Controls Guidance, 2020. 3™ Ed. (USA: Department of Health and Human Services).
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Table 3. Provisional Tolerable Intake of Cd, Pb, Cu and Zn (mg/Kg, Body Weight) (Modified
from Yulianto et al., 2019)

Organization Cu Zn
FAO/WHQP 0.5 (PTMDI)
FAO/WHQP 0.3-1(PTMDI)

Notes: PTWI: Provisional Tolerable Weekly Intake; PMWI: Provisional Tolerable Monthly Intake; PTMDI = Provisional Tolerable MaximumDaily
Intake

2 FAO/WHO 2011 Evaluation of Certain Food Additives and Contaminants. WHO Technical Report Series 960 — JECFA (Joint FAO/WHO
Expert Committee and Food Additives). Seventy third report p 237.

® FAO/WHO 1982 Evaluation of Certain Food Additives and Contaminants. WHO Technical Report Series 683 — JECFA (Joint FAO/WHO
Expert Committee and Food Additives). Seventy third report p 237.
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Table 4. Correlation between salinity and concentrations of heavy metals in mussels

Salinity As Cd Pb Cu Cr Fe Ni Zn
Salinity 1
As 0,4767 1
Cd - - 1
Pb -0,3378  0,0227 - 1
Cu -0,5939 -0,3539 - 0,5680 1
Cr -0,3628 0,0041 - 0,9981 0,5927 1
Fe -0,5072 -0,2374 - 0,8193 0,7751 0,8478 1
Ni 0,0551 0,1961 - 0,2405 0,0865 0,2300 0,1054 1
Zn 0,1304  0,2083 - 0,1955 -0,2277 0,1797 0,0052 0,8124 1
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Table 5. Correlation between salinity and concentrations of heavy metals in oysters

Salinity  As Cd Pb Cu Cr Fe Ni Zn
Salinity 1
As 0,7113 1
Cd -0,5995  -0,0086 1
Pb -0,0487 -0,0755 -0,0895 1
Cu 0,5659  0,6585 -0,0462 -0,0303 1
Cr 0,0664 -0,2368 -0,3386 -0,1405 -0,3427 1
Fe -0,0728 -0,1711 -0,1666 -0,0261 -0,2686  0,0236 1
Ni -0,1319 -0,2195 -0,0727 0,7396 -0,0661 -0,0546 0,1439 1
Zn -0,6658 -0,1832 0,9188 -0,1218 -0,0155 -0,4056 -0,0394 0,0158 1
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Figure 1. Santos estuarine complex and sampling stations (PM: Mussel sampling stations / PO:

Oyster sampling stations)
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Graphical Abstract

Comparing the concentrations of heavy metals on two bivalve species in Santos

Bay/Brazil: subsides to understanding the assimilation dynamic of bivalve contaminants
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PRACTITIONER POINTS

The present study:

e presents important results for the development of environmental management policies in
estuarine environments;

e points out differences between different organisms as biomonitors, providing subsidies for
thedecision of an effective biomonitoring program; and

e discusses values of contaminants as a danger to public health in Santos Bay, which can be

extrapolated to other similar environments around the world.
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ANEXO B - ARTIGO 2

Heavy metal and hydrocarbons bioaccumulation by mussel Perna perna and oyster
Crassostrea rhizophorae from Santos Bay, Brazil: subsidies for understanding bivalves

contaminant bioconcentration dynamic

De Souza, P. F.1; Vieira, K.S.1; Lima, L. S.1; Azevedo Netto, A.*; Delgado, J.F.%; Corréa, T.
R.; Baptista Neto, J. A.%; Fonseca, E.M. *!

! Graduate Program in Dynamics of Oceans and Earth, Fluminense Federal University,
Niter6i/RJ, Code 24230-971, Brazil.

*Corresponding Author: oceano25@hotmail.com

ABSTRACT

Heavy Metals and Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH’s) are primarily sourced from
industrial and urban areas. As pollutants, these chemical compounds can be toxic and has the
potential to negatively impact the ecosystem, especially the most sensitive ones such as
estuaries. Bivalves species have been successfully utilized as monitoring tools to evaluate
pollutants bioaccessibility around the globe. The present study assessed heavy metals (Zn, Cd,
Ni, Fe, Cr, Cu, Pb, and As) and PAH’s levels in two mollusk species (Perna perna and
Crassostrea rhizophorae) from Santos Estuarine System, in Sdo Paulo State, in order to
compare the effectiveness of each species in the biomonitoring process. According to the
obtained data, Perna perna mussels may be better indicators of environmental pollution than
Crassostrea rhizophorae oysters for some metals (Iron and Nickel) and hydrocarbons. On the
other hand, in the present study, oysters had a higher capacity for retaining zinc, copper and

cadmium, due to their peculiar physiological characteristics.

Keywords: biomonitoring, toxicology, water quality.
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INTRODUCTION

Along the human evolution history, pollution of the aquatic ecosystems has turned into a critical
issue around the globe. The contamination of coastal areas resulting from the continuous
population growth, added to the uncontrolled expansion of industrialization and agricultural
activity, has become a global challenge (Hossain et al., 2018; Barletta et al., 2019). On the other
hand, as a result of the fine grain accumulations caused from the low current energy and the
high levels of load pollutants, geomorphologic protected aquatic environments have become
extremely vulnerable to the harmful chemical compounds impacts (Senez-Mello et al., 2020).
In this context, estuaries are among the most important marine ecosystems in the world, both
in terms of biological production and for the development of human activities (Khan et al.,
2014).

Availability of pollutants in aquatic environments can result in negative impacts to marine
ecosystem, which above critic levels can influence harmfully biota populations (Singh et al.
2011) and result in dietary restrictions on seafood production (Hosseini et al. 2013). Aquatic
species are dependent on their surrounding ecosystem for a range of physiological processes
(feeding, gas exchange, excretion, reproduction and migration) what makes them sensible for
environmental pollution (Trevisan et al., 2016). Still, this sensibility turns them effective

monitors of toxic compounds bioavailability’s in aquatic environment (Apeti et al., 2010).

Bivalves organisms show the capacity to concentrate potential toxic compounds to levels that
are relatively easy to measure since they absorb these chemicals continuously (Farrington et al.,
2016). Other particular characteristics of mollusks bivalves include their sessile nature,
sufficiently long-lived and be of a reasonable size to provide enough tissue for analysis
(O'Conner, 1992). Considered as biological tools, these organisms allow the understanding of
pollution dynamic and its negative influence to human population, once it has the ability to
indicate directly the real measure of environmental contamination, and how it can affect the
local ecosystem (Cao and Wang, 2016; Jing and Wang, 2015). As a result of their wide
geographic distribution, tolerance and adaptability, marine bivalves have been used as essential

organisms in many countries for marine pollution controlling (Otchere, 2019).

The north shore of the S&o Paulo State, Brazil, presents great bivalve diversity, but knowledge
about these organisms, particularly species living subtidal, remains scarce (Tallarico et al.,
2014). The present study comparatively evaluated the total heavy metals and polyaromatic

hydrocarbons in the soft tissues of two species of marine bivalves, Perna perna (common
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mussel) and Crassostrea rhizophorae (mangrove oyster) from Santos Bay. The objective of the
present study was to evaluate the bioaccumulation capacity of each organism in relation to the
available pollutants, in order to increase the understanding of the dynamics of absorption of

contaminants in different bivalves’ species.

STUDY SITE

Santos Bay is located in Brazil on the central coast of southeastern S&o Paulo State (24000 S;
46210 W). It comprises the estuarine system of Santos and Sao Vicente municipalities (Figure
1). This area corresponds to one of the most industrialized coastal regions of Latin America
(Moreira and Bessa, 2014). It is impacted by anthropogenic pressures from different sources,
including the submarine outfall, source of domestic effluents from the cities of Santos and S&o

Vicente, and diffuse sources such as irregular urban occupation in estuarine sites and urban

runoff.
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Figure 1. Study area and sampling stations (PM - Mussel samples / PO - Oyster samples)

Santos has the largest commercial harbor of South America and is one of the most important

petrochemical and metallurgical industrial areas in Brazil (the Cubatdo industrial complex),
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which has around 1.100 industries (Buruaem et al., 2013). In this context, the estuary and Santos
Bay is continually exposed to contamination, due mainly to the intense industrial activity or to
old discharges and the retention of inorganic (Azevedo et al., 2011) and organic (Bicego et al.
2006) compounds in the sediment. All these anthropogenic sources contribute directly or

indirectly to the input of contaminants to this area.

MATERIALS AND METHODS

27 sampling stations were preciously located were oyster or mussels were sampled, from
available consolidated substrates. Mussels’ and oysters’ specimens had their soft tissue
extracted separately, up to the sum of 200g per monitoring station. These samples were oven-
dried at 60°C and macerated. Heavy Metals (Zn, Cd, Ni, Fe, Cr, Cu, Pb and As ) were analyzed
through USEPA 3051 and SMEWW 3120B (APHA 1992) methods. The quantitative
recoveries of heavy metals in the bivalves ranged from 95.3 % to 104.5. The detection limits of
Zn, Cd, Ni, Fe, Cr, Cu, Pb and As using the ICP-MS were 0.0040, 0.0012, 0.03, 0.0067, 0.050,
0.50, 0.0045 and 0.0461 ug/Kg, respectively.

PAHs were analyzed through the Nakata et al., (2003) method, with some adaptations. Nearly
3-5 g of bivalve’s tissue was homogenized with anhydrous sodium sulfate and then extracted
for five hours with a dichloromethane: hexane (8:1) mixture in a Soxhlet apparatus. The extract
was concentrated to 10 mL, and an aliquot of the extract was analyzed for extractable lipid.
Deuterated PAH surrogate standards (acenaphthene-d10, phenanthrene-d10, chrysene-d12, and
perylene-d14) were then added to the sample extract before it was fractionated using gel
permeation chromatography (with 1:1 dichloromethane: hexane as the mobile phase) and silica
gel column chromatography. The eluate was concentrated to 20-30 pL. PAHs were determined
by gas chromatography (Agilent 6980, Agilent Technologies, USA) coupled with mass
spectrometry (Agilent 5973) in SIM mode. The GC column used was a BPX-5 fused silica
capillary column (30 m 0.25 mm id., S&G Scientific Inc., Australia). A procedural blank was
analyzed with every set of five samples. The detection limit was defined as three times the value
of the blanks.

The results obtained were analyzed by means of ANOVA, and statistical package Past 3.20 was
used. The significance level was chosen as p<0,05. To confirm the differences between the
means, the Tukey test was used. In order to evaluate the potential relationship between metals
and PAHSs and them assimilation by oysters and mussels, the Pearson correlation (r) between

the values of metals and MPs concentrations was calculated. VValues above 0.7 were considered
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strong and significant, in agreement with Dancey and Reidy (2006), who consider that r = 0.10

to 0.30 shows weak correlation; r = 0.40 moderate and r = 0.70 to 1 strong correlation.

RESULTS AND DISCUSSION

Historically, bivalve mollusks are recognized as effective tools used as sentinel organisms of
xenobiotic compounds in coastal waters (Rocha & Rocha, 2016). In the present study, two
different species were tested for pollutants concentration in order to provide information about
their particular capabilities as potential contaminants biomonitors. According to the obtained
data, all the contaminants showed values above the detection limit in both species of bivalves
(Table 1 and 2).

Table 1. Contaminant concentrations obtained in mussels

As Cd Pb Cu Cr Fe Ni Zn Hg PAH
(mg/Kg) (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (ug/Kg) (ug/Kg)
Average 441 0.05 12.48 20.23 5.02 1387.67 8.06 89.1 n.d. 283.01
Minimum 2.37 0.05 0.39 5.3 0.30 145.2 3.4 5 n.d. 96.94
Maximum  8.95 0.05 156.62 38.8 5222 54355 24 390.6 n.d. 988.76
Composite
samples 14 14 14 14 14 14 14 14 14 14
Table 10 Contaminant concentrations obtained in oysters
As Cd Pb Cu Cr Fe Ni Zn Hg PAH
(mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (ug/Kg (ug/Kg)
Média 4.85 0.47 0.55 142.68 077  191.38 0.85  2569.14 n.d. 116.29
Minimo 1.98 1.9 0.27 67.8 0.21 943 05 1177.3 n.d. 88.38
Méximo 8.61 8.6 1.26 257.3 6.21 531.6 21 5074.1 n.d. 138.62
Composite
samples 13 13 13 13 13 13 13 13 14 13

The As concentrations were extremely similar between both species, with the average
concentration in mussels being 4.41mg/Kg and 4.85mg/Kg for oysters. Additionally, the
statistical test showed p value above 0.05 (p = 0.5446) confirming the non-significant variation
between both species. The variability also cannot be considered significant between species in
the cases of Cr and Pb (p = 2.2752 and p = 3.105, respectively). Even so, in both cases the
mussels showed higher levels with maximum concentrations of 52.22 and 156.62 mg/Kg,

respectively (Table 1).

Bivalves such as mussels and oysters may present different capacities for contaminants

accumulation, metabolism and excretion (Guangyuan, 2017). In mussels, trace metals are likely
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to be absorbed both from solution mainly from ingested phytoplankton and other suspended
particles, that comprises sizes ranging between 1um to 4mm. Some authors used this argument
to justify the mussel higher capacity to accumulate toxic compounds, once, oysters are more

selective filter-feeders (Ruelas-Inzunza and Paes-Ozuna,1998; Kehrig et al., 2006).

In the present study, this tendency was highlighted in the case of Ni and Fe, when the statistical
test showed significance regarding the variation between species (p = 0.0000 and p = 0.0062).
Nickel concentrations ranged between 3.4 and 24 mg/Kg in mussels. In oysters the values were
lower, varying between 0,5 and 2.1 mg/Kg. Iron levels, on the other hand, varied between 145.2
and 5435.5 mg/Kg in mussels and between 94.3 and 531.6 mg/Kg in oysters (Tables 1 and 2).
Particularly in the case of iron, this metal remains mainly in particulate oxide form in water,
which is its most stable form in oxygenated water column at near neutral pH values (Boyle et
al. 1977; Hunter 1983; Dai and Martin 1995). So, although much particulate Fe tends to
accumulate in estuarine sediments, a portion can still be transported through estuaries to the
coastal ocean (Sanders et al. 2015) remaining available to be assimilated by filter organisms.
Nickel, on the other hand, presents the maximum efficiency of metal removal through estuarine
flocculation process (Hasani et al., 2017). Thus, it is expected that for both elements, as
recorded in the present study, and for the other metals that the concentration in suspended
particulates is the most important water column phase (Zhang et al., 2014) influencing the
metals incorporating process, for the filtering organisms, especially for mussels.

In contrast to the aforementioned metal accumulation pattern, Cd, Cu and Zn showed
significantly higher values in oysters (p= 0.000 for the three metals) (Table 2 e Figure 2).
Cadmium recorded its maximum value in oysters, with levels reaching 8.6mg/Kg. In the case
of mussels, the values were relatively low, varying around the detection limit of the method
(Table 1). The bioaccumulation of some trace metals in bivalve tissues can be directly
connected to the different metabolic processes occurring within specific cell types in target

tissues, resulting in different bioconcentration patterns (Rainbow, 2006).
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Figure 2. Variation of contaminants in bivalves’ samples (As, Cd, Cr and Cu)

The heavy metals bioconcentration in bivalves varies among metals in the same mollusk species
and among species (Luoma and Rainbow, 2005) as a result of the physiologic role of certain
metals and to specific strategies of accumulation (Rainbow, 2002). In this scenario, it is obvious
that Zn and Cu are essential elements and play important roles in the growth and cell
metabolism of most animals including bivalves (Unlu et al., 2008; Priya et al., 2011). In the
particular case of Zn, oysters accumulate this metal in detoxified granules, a form in which the
bioavailability to subsequent predators is relatively low. Zn is an essential element for animals
and is an important component of many enzymes, whereas the mollusks store Cu and use it in

the synthesis of haemocyanin, a blood pigment (Yap et al., 2008).

Like the present study, other authors have already observed the greater capacity of oysters to
accumulate specific metals, especially Cu and Zn (Rojas et al., 2005). According to the
literature, oysters can tolerate very high metal concentrations, without apparent detrimental

effects (Lin and Hsie 1999, Soto-Jimenez et al. 2001), what could answer its capacity to
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concentrate higher levels of Cd, as recorded in the present study. Still, Rojas et al. (2005)
suggested that some mussel species present regulation mechanisms to control the levels of
heavy metals in their tissue. Consequently, they may not reflect with great accuracy the levels
in environment to which they are exposed. The same argument was used by Shirneshan and
Bakhtiari (2012). The authors published that the pattern of the studied metal accumulation (Pb,
Zn, Cu and Cd) in the tissues suggested that oyster may retain Cu and Zn within its body. For
others metals like Pb, on the other hand, the process is reversed, as confirmed in the present
study (Figure 3). Still, the varied heavy metal levels found in Santos Bay, between oyster and
mussel samples, could be resulted by the different affinities of the elements to the binding sites
of the metallothioneins. Metallothionein consists of a low-molecular-weight protein present in
organisms including bivalves and is involved in the intracellular regulation of metals such as
Cu, Zn, and Cd (Khati et al., 2012).
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Figure 3. Variation of contaminants in bivalves’ samples (Ni, Pb, Zn and Fe)

Metallothionein (MT) production has been shown to be induced by metal enrichment in

numerous marine species (Figure 3). For this reason, its application as biomarkers of metal
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exposure, have come into use recently (Cosson and Amiard 2000). It is generally reported that
the basic role of MT is the homeostasis of essential metals such as Cu and Zn (Tanguy et al.,
2003). This protein is also involved in the detoxification of non-essential metals such as Ag,
Cd and Hg (Roesijadi 1992, Cosson & Amiard, 2000, Khati et al., 2012). So, in the present
study, the high concentration of Cd found in the oyster soft tissue may be related to Cd
detoxification process in mollusks (Engel, 1999: Apeti et al., 2005). Several authors observed
significant relationships between free cadmium ion concentrations and MT in aquatic
invertebrates (Lecoeur et al., 2004; Barrera-Escorcia and Wong-Chang, 2010) and, as well as

between certain essential metals (Cu, Zn) known as MT synthesis initiators (Geret et al., 2002).

MT level varies considerably between tissues within the same bivalve species, as has been
shown for the clam Ruditapes decussatus (Bebianno et al. 1993), the Asiatic clam Corbiculafl
uminea (Baudrimont et al. 1997), the Japanese oyster Crassostrea gigas (Mouneyrac et al.
1998, Geffard, 2001), and the mussels M. galloprovincialis (Raspor et al. 1999) and M. edulis
(Geffard, 2001).

The literature has suggested that the length and type of exposure presents a direct effect on the
ability of bivalves to depurate accumulated hydrocarbons. Under conditions of short-term
exposure to contaminants, research has revealed the rapid degradation of these compounds.
(Stegeman and Teal 1973, Stainken 197, Boehm et al., 1982). On the other hand, under
conditions of chronic exposure, bivalves do not always readily lose their accumulated burden
(Boehm and Quinn 1977).

In the present study, HPA concentrations varied between 96.94 and 988.76 ug/Kg in mussel
samples and between 88.38 and 138.62 ug/Kg in oyster samples. The concentrations of PAHS
measured in the present study in mussel samples revealed significative levels of contamination
of the bivalve samples. According to the recorded data, the environment must be subject to
chronic contamination by hydrocarbons, since the levels found are in the same magnitude as
the values exposed in the literature in contaminated environments (Tanaka and Onduka, 2010;
Moschino et al., 2011; Ito et al.,2015). In the same way as presented in Osaka Bay in Japan, the

concentrations obtained in mussels were significantly higher than in oysters (Ito et al., 2015).

The statistical analysis classified the variation between species as significant (p = 0.0393). The
differences in concentrations recorded in the present study could be attributed to the distinct
habitats of mussel and oyster sampling, since the sampling stations of both species in the present
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study are not coincident due to their availability areas. On the other hand, the mentioned stations
are not so far apart, which should not influence variations. Even so, some authors suggested a
difference in the hydrocarbon’s concentration dynamic between oyster and mussel’s species
(Jack et al., 2005). According to the authors, oysters consist of sedentary organisms and grow
on mangrove roots, pillars of bridges and on any permanent structure in the marine
environment. Mussels, on the other hand, are mostly found on sea bed being bottom feeders.
Thus, based on this argument, mussels would tend to accumulate lower concentrations of
hydrocarbons, since these compounds tend to float in the short term, turning oysters into
organisms most exposed to this type of pollution. Again, this situation can’t be considered in

the present study, once both sampled species were sampled in the same depth.
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Figure 4. Variation of PAH’ levels in bivalves’ samples

Finally, as in the case of other pollutants, (Figure 4) the hydrocarbon bioconcentration dynamics
may be linked to its hydrophobic character, which makes these compounds to associate with
other suspended particles present in the water column, favoring their accumulation in sediments
and in the lipid tissue of organisms (Rubio-Clemente et al. 2014). As mussels are less selective
in their filtration process, they would be more prone to assimilation of polycyclic aromatic

hydrocarbons.

In order to confirm the common processes of assimilation and concentration of particular

pollutants groups in the samples, Pearson's correlation was applied (Tables 3 and 4). The
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obtained results confirmed the hypothesis of association of certain contaminants with floating

particles, in the case of mussels. The hydrophobic character of hydrocarbons turned this group

of compounds in an effective tracer for this bioaccumulation path. So, the significative

correlation results for these compounds with Pb, Cr and Fe, suggests this process as the

predominant assimilation way. In oysters, on the other hand, the production of metallothionein

presented itself as a determining element, through the direct correlation between Zn and Cd,

both stimulants of the production of this protein, according to the literature, what makes oysters

more capable of accumulating these metals, without lethal physiological damages.

Table 3. Correlation between mussel heavy metal levels data

As Cd Pb Cu Cr Fe Ni Zn  HPA
As 1
Cd - 1
Pb 0,0228 - 1
Cu -0,3540 - 0,5680 1
Cr 0,0041 - 0,9981  0,5928 1
Fe -0,2375 - 0,8193 0,7752 0,8478 1
Ni 0,1962 - 0,2406  0,0866 0,2301 0,1055 1
Zn 0,2083 - 0,1956 -0,2278 0,1798 0,0053 0,8124 1
HPA  -0,2337 - 0,7446 0,6178 0,7688 0,9095 0,1237 0,0827 1
Table 4. Correlation between oyster heavy metal levels data
As Cd Pb Cu Cr Fe Ni Zn HPA
As 1
Cd -0,0086 1
Pb -0,0756 -0,0895 1
Cu 0,6586 -0,0462 -0,0304 1
Cr -0,2369 -0,3386 -0,1406 -0,3428 1
Fe -0,1711 -0,1667 -0,0261 -0,2687 0,0237 1
Ni -0,2195 -0,0728 0,7396 -0,0662 -0,0547 0,1439 1
Zn -0,1832 0,9188 -0,1219 -0,0155 -0,4056 -0,0394  0,0158 1
HPA -0,4283 0,0620 0,3850 -0,5170 0,3201 0,0591 0,4918 -0,0094 1
CONCLUSION

In the present study the concentrations found in the mollusks, in some cases, can be considered

significantly high, confirming the industrialized character of the estuarine complex.

The obtained results proved that the dynamics of accumulation of contaminants is particular to

each polluting organism and compound. The present study indicated that Perna perna mussels
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may be better indicators of environmental pollution than Crassostrea rhizophorae oysters for
some metals (Iron and Nickel) and hydrocarbons. However, the ability of oysters to
bioaccumulate zinc and cadmium may be used to reflect longer term exposure to environmental
contamination by these metals. The application of either of these organisms as biological
indicators of heavy metal contamination in local coastal waters will require further

investigations to develop the protocols for their use.

Because environment geochemistry is dynamic and particle assimilation represents an
important exposure route, monitoring of mussel and oyster tissue should occur continuously, to

assess the extent of metal pollution in Santos Bay.
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rhizophorae e em mexilhdes Perna perna no sistema estuarino de Santos (SP- Brasil), por ponto de amostragem.
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Figura 2S - Concentracdes de HPAs (ug/Kg) bioacumulados em ostras Crassostrea rhizophorae e em mexilhdes

Perna perna no sistema estuarino de Santos (SP- Brasil), por ponto de amostragem.
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