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RESUMO

Através da utilizacdo do ourico-do-mar Paracentrotus lividus como bioindicador, neste
estudo avaliou-se a potencialidade de utilizacdo de um residuo das industrias do papel,
as lamas de cal, em duas vertentes. A primeira consistia em aproveitar a caracteristica
alcalina das lamas de cal como redutiva da crescente acidificacdo dos oceanos. Nos
bioensaios realizados obteve-se um aumento significativo na percentagem de
malformagdes das larvas pluteus de P. lividus que foram cultivadas em daguas com
concentragdes superiores a 0,1 mg/L de lamas de cal, o que coloca em causa esta
primeira potencialidade. A segunda baseava-se no elevado teor em calcio presente nas
lamas de cal que desta forma poderiam servir como matéria-prima deste
macronutriente em ragdes para adultos P. lividus. Apds 6 meses de cultivo em que os
ouricos-do-mar foram alimentados com 4 racbes diferentes que diferiam na
concentracdo de lamas de cal utilizadas, os resultados obtidos para as variaveis
biométricas analisadas, para o indice gonadossomatico, para a concentragdo de Ca, Hg,
Pb e Cd nas gonadas e parede do corpo, e para os ensaios ecotoxicolédgicos, parecem

viabilizar esta segunda potencialidade.

Palavras-chave: Lamas de cal, ouricos-do-mar, Paracentrotus lividus, calcio, metais

pesados, ecotoxicologia.
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ABSTRACT

Through the use of the sea urchin Paracentrotus lividus as bioindicator, this study
evaluated the potential to use the waste of paper mills, lime sludge, on two
perspectives. The first was to take advantage of the lime sludge alkaline character as a
deterrent of increasing ocean acidification. In bioassay testing, a significant increase in
the percentage of plutei larvae malformations was obtained when they were cultured
at lime sludge concentrations above 0.1 mg/L. This result undermines this first
perspective. The second relied on the lime sludge high calcium concentration which
could thereby serve as raw material for P. lividus feeds. After 6 months of captive
period in which adult sea urchins were fed 4 diets that differed in lime sludge addition,
the results obtained for the biometric variables analyzed, for the GSI, for the
concentration of Ca, Hg, Pb and Cd in the gonads and in the body wall, and for larvae

ecotoxicological testing, appear to support this second potential.

Keywords: Lime sludge, sea urchins, Paracentrotus lividus, calcium, heavy metals,

ecotoxicology

INTRODUCAO

As lamas de cal sdo um residuo que se obtém do processo de fabricacdo de pasta para
papel. E um residuo sélido de cor cinzenta, homogéneo e sem um odor especifico. As
lamas obtidas das fabricas de celulose, sdo produzidas como um subproduto no ato de
fabricacdo de pasta e o seu destino final pode ser uma problematica ambiental (1, 2,
3). Neste momento as lamas de cal tém tido uma aplicagdo pratica na estabilizacdo de
solos, sendo estes residuos industriais utilizados, um pouco por todo o globo, como
fertilizante e corretivo do pH dos solos (4). Estes residuos também podem ser
utilizados na regulacdo do pH de lamas provenientes do tratamento de aguas
residuais, onde a cal também desempenha um papel fundamental na corre¢do da
imobilizacdo de metais pesados, tornando-se num composto apropriado para a sua
deposicdo em solos agricolas (5). Igualmente ha referéncia (6) a utilizacdo destes
residuos na regulacdo da acidez de tanques de cultura piscicola. Em termos nacionais o

destino amiude utilizado é a sua incorporagdo como-matéria-prima no processo de
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fabricacdo de cimento. Contudo o decréscimo recente da atividade de construcao civil
tem limitado esta opcao.

Neste trabalho, e dado que as lamas de cal tém um pH elevado e sdo fonte de cdlcio,
pensou-se avaliar a sua potencialidade de utilizacdo em duas vertentes:

Primeiro, dado que a continua queima de combustiveis fdsseis tem levado a
acumulacdo de diéxido de carbono na atmosfera e nas aguas do mar, provocando
entre outros fendmenos, a acidificacdo das aguas do mar (7, 8), que constitui um fator
de stresse adicional aos seres vivos (9, 10, 11), concretamente na obtencdo de
carbonato de calcio para a constituicdo dos seus exosqueletos (12, 13), pensou-se
adicionar lamas de cal a dgua do mar para tentar contrariar este efeito da acidificacao,
e paralelamente funcionar como fonte adicional de cdlcio nas aguas.

Segundo, sendo o cdlcio um macronutriente necessario aos seres vivos e normalmente
adicionado a alimentos compostos para animais, avaliou-se a possibilidade de
adicionar lamas de cal a racGes secas como fonte de cdlcio.

Para avaliar estas potencialidades tem que se analisar previamente possiveis riscos
bioldgicos inerentes a estas utilizagdes. Foi escolhido o ourigo-do-mar Paracentrotus
lividus (Lamark, 1816) (Echinodermata: Echinoidea) como bioindicador, pretendendo-
se neste trabalho avaliar os efeitos destas possiveis aplicacGes, através da analise de
alguns parametros bioldgicos nesta espécie, como o indice gonadossomatico, variaveis
biométricas e a acumulacdo de metais nos tecidos dos ouricos-do-mar adultos, e

também ao nivel da ecotoxicologia das suas larvas.

MATERIAIS E METODOS

Obtenc¢ao e caracterizagdo das lamas de cal

As lamas de cal utilizadas neste trabalho sdo provenientes da empresa “Celulose Beira
Industrial (CELBI) S.A.”, Leirosa, Figueira da Foz. Estas lamas de cal sdo um residuo
obtido da reacdo de caustificacdo dos chamados licores verdes, durante o processo de
recuperacdo de quimicos usados no cozimento da madeira. Apesar do nome
comummente utilizado, lamas de cal, este residuo apresenta-se seco e sob a forma de
po fino sendo normalmente armazenado em silo. Nas analises quimicas efetuadas a
estas lamas de cal secas que nos foram fornecidas pela CELBI, ndo foi detetada quer a

presenca de poluentes inorganicos (metais pesados) quer de organicos
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(hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, hidrocarbonetos BTEX e bifenis policlorados).
A substancia quimica mais abundante, apds 30% a 43% de perda ao rubro (gravimetria
térmica a 1000° C), , é o 6xido de célcio (Ca0), com 45% a 65% do peso. O pH das

lamas de cal determinado nestas analises foi de 10,0.

Toxicidade direta das lamas de cal através do cultivo larvar

Em julho de 2012, altura do ano em que os ouricos-do-mar se encontram maduros e
fazem posturas (13), foram capturados no Cabo Raso (Figura 1) dez ouricos para se
proceder a um ensaio toxicoldgico de acordo com a metodologia proposta por Beiras &
Alvarez (15) e por Bellas (16). O Cabo Raso é uma zona livre de poluicdo e com uma
populacdo abundante de ouricos-do-mar, dois critérios para a escolha deste local.
Apds recolha, os ouricos foram transportados dentro de baldes com dgua do mar para
o Laboratdrio Maritimo da Guia, que dista cerca de 4 Km do Cabo Raso, onde se
procedeu a sua dissecdo para obtencdo dos seus gametas. Avaliou-se de imediato ao
microscopio (Axiostar Plus, Carl Zeiss, Gottingen, Germany) a qualidade dos gadmetas
(ovécitos redondos e sem nucleo central e espermatozéides mdveis). De forma a
minimizar variabilidade genética escolheram-se as melhores posturas de apenas um
macho e uma fémea. Os 6vulos foram colocados em proveta de vidro de 100 ml com
agua do mar filtrada (0,35 um) e esterilizada por ultravioletas (U.V.). A este volume
adicionaram-se 5 ul de esperma nao diluido, agitando suavemente com uma vareta
durante 2 min para garantir a fertilizacdo. De seguida passou-se a determinacdo da
percentagem de fertilizacdo e da densidade dos ovos através da contagem a lupa
(Stemi 2000-C, Carl Zeiss, Gottingen, Germany), com ampliacdo de 50x, de cinco
amostras de 50 pul. 30 minutos apods fertilizagdo, adicionou-se o volume
correspondente a 350 ovos fertilizados em tubos de ensaio de 250 ml com tampas de
rosca de teflon, onde previamente se adicionaram 100 ml das solugGes teste. Foram
analisadas 6 concentracdes diferentes de lamas de cal: solu¢do de controlo (0 mg/L) e
concentragdes de 0,1 mg/L; 0,25 mg/L; 0,50 mg/L; 0,75 mg/L; 1 mg/L, cada uma com 5
replicados. Para obtencdo destas solugdes as lamas de cal foram primeiramente
dissolvidas em volumes de 5L com agitacdo auxiliada por misturador vertical (varinha
magica). Foi medido o pH destas solucdes através de sonda. Os tubos de vidro foram

colocados em banho termostatizado (banho maria) a 20°C com auséncia de luz para
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evitar a fotodegradacdo das larvas de P. lividus. Apds 48h de cultivo larvar, foram
adicionadas a cada tubo, duas gotas de formol (40%) tamponizado, e foi determinada
por observacdo directa a lupa binocular a percentagem de pluteus malformados

(n=100) e o comprimento total (n=30).
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Figura 1: Local de obtencdo dos ourigos-do-mar adultos (Cabo Raso) e
localizagdo do Laboratorio Maritimo da Guia onde se realizaram os ensaios

As larvas pluteus de P. lividus de quatro bracos foram consideradas malformadas
quando pelo menos uma das seguintes caracteristicas era observada (17):
desenvolvimento assincrono, falta de um ou mais bracgos, presenca de um ou mais
bragos defeituosos ou morfologia assimétrica ao longo do eixo longitudinal. As larvas
sem nenhum dos defeitos acima mencionados foram consideradas normais. O
comprimento total foi medido entre a base do brago lateral posterior até ao extremo
apical (Figura 2).

Todo o material de vidro utilizado foi previamente lavado com acido nitrico (HNOs;,
10% v/v) e enxaguado com acetona e dgua desionizada, secando em estufa durante 4h
a 100 °C. A agua do mar natural utilizada nos tubos de cultivo larvar foi devidamente

filtrada (0,35 um) e esterilizada com recurso a U.V.
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Figura 2: (a,b) Larva pluteus bem formada; (c-f) Desenvolvimento anormal; (c-e) Falta de bragos

ou presenca de bragos mal formados; (f) Assimetria morfoldgica (15).

Toxicidade indirecta das lamas de cal através da ragdo dos progenitores

Recolha de ourigos-do-mar e sua manutengao em cativeiro

Cerca de 500 ouricos-do-mar foram capturados no Cabo Raso em Setembro de 2012 e
transportados de imediato para o Laboratdrio Maritimo da Guia. Para uma amostra
significativa destes ouricos selvagens (numero varidvel de acordo com o parametro
analisado) foram medidas as seguintes varidveis biométricas: didmetro maximo da
concha, peso, altura e largura maxima de 3 espinhos retirados da zona do ambitus e,

apos abertura da concha, o peso das 5 génadas para se poder determinar o indice

peso das 5 génadas

gonadassomatico (IGS= X 100). Também para esta amostra inicial de

peso total do ourigo
P. lividus, foram recolhidas amostras de génada e parede do corpo (concha com
epiderme e espinhos) para avaliar a concentracdo destes tecidos em mercurio (Hg),

chumbo (Pb), cddmio (Cd) e célcio (Ca).
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No Laboratdrio Maritimo da Guia os ouricos-do-mar foram colocados em tanques de
fibra de vidro associados a um sistema de recirculacdo de dgua do mar como referido
por Luis et al. (14). Basicamente, este sistema é constituido por 8 tanques de 0,4
m>cada, e possui filtro bioldgico e espumador de proteinas. Os ouricos-do-mar foram
acondicionados a temperatura de 18+1°C, ao fotoperiodo de 14h de luz e 10h de
escuriddo, a salinidade de 35 + 2 PSU e a uma densidade de 50 por tanque

(aproximadamente 100/m?).

Alimentag¢ao dos ourigcos-do-mar em cativeiro

Passados 10 dias sem qualquer alimentacdo, a fim de homogeneizar o estado bioldgico
dos ouricos-do-mar, estes passaram a ser alimentados uma vez por semana. Em cada
dois tanques escolhidos aleatoriamente os ouricos-do-mar foram alimentados com

uma das quatro racGes processadas para este trabalho (Tabela 1).

Tabela 1: Ingredientes utilizados no processamento das quatro ragées

Controlo | 1% | 2% | 4%
Ingredientes (massa seca) g/Kg
Farinha de milho 405 405 | 405 | 405
Farinha de trigo 405 405 | 405 | 405
Oleo de milho 100 100 | 100 | 100
Suplemento vitaminico 10 10 10 10
Alginato de sodio 20 20 20 20
Hexametafosfato de sddio 20 20 | 20 | 20
Lamas de cal 0 10 | 20 | 40
Celulose 40 30 | 20 0
pH 5,18 5,58 16,03 | 6,08

Como se pode verificar pelos ingredientes utilizados, obtiveram-se ragdes isocaldricas
onde apenas variavam as percentagens de lamas de cal e celulose. Semanalmente, os
tanques foram sifonados para limpeza dos mesmos, processo no qual a agua do

sistema de recirculagdo era em parte renovada, e posteriormente eram fornecidas
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cerca de 40g da racdo respetiva por cada tanque. Ao fim de seis meses de cultivo, em

margo de 2013, deu-se por terminado este ensaio experimental.

Determinagao de indices bioldgicos

No final do ensaio e por cada tanque determinou-se o peso das gonadas de 15
exemplares, o peso total e diametro da concha de 30, e a altura e a largura maxima de
3 espinhos retirados da zona do ambitus para 10 ouricos-do-mar. Foi comparado o IGS,
a relacdo peso/diametro e a relagdo altura/largura dos espinhos entre os exemplares
de cativeiro, e com os resultados obtidos para estes mesmos parametros nos ourigos-

do-mar selvagens medidos no inicio deste ensaio (setembro 2012).

Teste ecotoxicoldgico

Apds 6 meses de cativeiro, procedeu-se a um ensaio ecotoxicolégico com os gametas
obtidos de 3 machos e 3 fémeas de cada tanque, de acordo com a metodologia usada
no ponto 2.1, com a exce¢do que neste ensaio ndo foram adicionadas lamas de cal a

agua do mar utilizada no cultivo larvar.

Andlises de metais

Foram recolhidas amostras de gonada e parede do corpo de 6 ouricos, 3 machos e 3
fémeas (determinacdo do sexo através da analise macroscépica das génadas), no
conjunto dos dois tanques de cada dieta, com o objectivo de analisar a possibilidade
de bioacumulagdo nestes tecidos ao nivel de metais pesados ndo essenciais (Hg, Pb,
Cd) e também do macronutriente Ca, ao longo do tempo de cativeiro. A determinacdo
destes elementos foi efectuada num laboratdrio acreditado e certificado, Labiagro,
Laboratério Quimico, Agroalimentar e Microbioldgico, Lda (NP EN ISO/IEC
17025:2005), da seguinte forma: Depois de realizada uma pesagem da amostra, em
balanga devidamente controlada, procedeu-se a destruicao da matéria organica. Esta
etapa foi realizada recorrendo a digestdo acida com acido nitrico ultra puro associada a
tecnologia de microondas (MultiwavePro, Anton-Paar). Para as amostras em questao,
foi estudado o binario tempo versus poténcia de microondas, que permitiu atingir
temperaturas e pressdes adequadas para garantir a completa decomposicdo da matriz

e a completa solugdo dos elementos. Uma vez completa a digestao, as amostras
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seguiram para a analise instrumental, através do método de espectrometria de massa
acoplada a plasma indutivo (ICP-MS, Agilent, modelo 7500a G3160A) e espectrometria
de emissdo 6ptica em plasma (ICP Thermo Unicam, modelo 6300). Durante todo o
processo de ensaio, o laboratério realizou controlo de qualidade da digestdo e analise
através da realizacdo de brancos, duplicados, padrdes de recuperagcdo de amostras,
padrdes de controlo e controlo de desempenho instrumental.

Todos os animais sobreviventes que nao foram incluidos no ensaio, apds a sua

conclusdo, foram devolvidos ao meio natural.

Anidlise estatistica

Como programa de analises estatisticas foi utilizado o software "STATISTICA 11”. Para
testar os efeitos dos fatores analisados (tanque e/ou dieta) de todas as variaveis
estudadas, foi primeiramente aplicado o teste de Levene para testar a homogeneidade
das variancias de todos os dados. Dados com variancias homogéneas foram analisados
através da analise de variancia, ANOVA 1 fator, seguida do teste de Tukey. Dados com
variancias heterogéneas foram analisados com o teste ndao paramétrico de Kruskal-
Wallis, seguido de comparacdes multiplas. O nivel de significancia utilizado foi de p
<0,05. Também, e para normalizar os dados, os valores de IGS, percentagem de
fertilizacdo e percentagem de malformacgoes, foram primeiramente transformados nos

valores de arco seno da raiz quadrada da proporgao.

RESULTADOS

Toxicidade direta das lamas de cal através da agua de cultivo larvar

Os valores de pH obtidos nas solucdes com a concentragdo de lamas de cal de 0 mg/L
(controlo), 0,1 mg/L; 0,25 mg/L; 0,50 mg/L; 0,75 mg/L; 1 mg/L, foram respectivamente
de 7,95, 8,03, 8,15, 8,27, 8,38 e 8,44.

A percentagem de fertilizacdo obtida apds a adicdo do esperma de 1 ourico-do-mar
selvagem ao volume de dvulos de uma fémea selvagem foi de 99%. Os efeitos da
adicdo das lamas de cal a dgua de cultivo larvar sobre a percentagem de malformacgdes
e sobre o comprimento médio das larvas pluteus estdo representados na figura 3 e 4,

respetivamente.
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Ao nivel da percentagem de malformacbes de pluteus, registaram-se diferencas
significativas entre todos os tratamentos (controlo, concentracdo de 0,1 mg/L e
concentra¢do de 0,25 mg/L) (teste de Tukey, p <0,001), cujos valores médios foram
respetivamente de 3,80%, 33,2% e 59,8%. Ao nivel do comprimento total dos pluteus,
apenas os pluteus do tratamento controlo com 452 um apresentaram comprimentos
significativamente maiores (teste de Tukey, p <0,01) do que os pluteus do tratamento
com a adicdo de 0,25mg/L de lamas de cal (422 um).

Para os tratamentos com adi¢Ges superiores de lamas de cal as aguas do cultivo larvar
(0,5 mg/L, 0,75 mg/L e 1 mg/L), ndo se conseguiu determinar os valores das variaveis
percentagem de malformacbes e comprimento total médio dos pluteus, visto que
ocorreu uma elevada mortalidade dos embrides e larvas nestes tratamentos, ndo se
tendo conseguido analisar uma amostra minima de 30 embrides/larvas. O nimero de
embrides/larvas que se conseguiu analisar para todos os replicados destes
tratamentos variou entre 1 e 22 e estes numeros correspondiam sempre a

malformacdes larvares.
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Figura 3. Valor médio (n=5) da percentagem de
malformag¢bes das larvas pluteus * desvio-padrao, de
acordo com a concentragao de lamas de cal adicionada a
agua de cultivo. Concentragbes superiores a 0,25 mg/L
traduziram-se em elevadas mortalidades larvares.
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Figura 4. Valor médio (n=5) do comprimento total das
larvas pluteus * desvio-padrao, de acordo com a
concentragdo de lamas de cal adicionada a agua de
cultivo. Concentracdes superiores a 0,25 mg/L
traduziram-se em elevadas mortalidades larvares.
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Toxicidade indirecta das lamas de cal através da ragdo dos progenitores
indice gonadossomatico (1GS) e relagdes biométricas

Quando comparamos o IGS entre os ouricos-do-mar selvagens (5,43 + 1,31, média +
desvio padrdo) capturados em setembro de 2012 e os exemplares de cativeiro,
aquando do final do ensaio experimental (figura 5), verificamos que ocorreu um
acréscimo significativo (teste de Tukey, p <0,001) do IGS para os ouricos-do-mar
alimentados com qualquer uma das dietas de cativeiro. Entre as dietas de cativeiro ndo
se obtiveram diferencas significativas (teste de Tukey, p> 0,05) no IGS dos ourigos-do-
mar analisados (valores médios superiores a 8%). Para esta variavel ndo se detetaram
diferencas entre os duplicados do fator tanque (ANOVA, 1 fator, p> 0,05), pelo que os
dados apresentados correspondem a juncdo dos valores de IGS para os ouricos-do-mar
que estiveram a ser alimentados com a mesma dieta nos 2 tanques.

No que diz respeito as duas relacdes biométricas analisadas também ndo se
encontraram diferencgas significativas entre os dois tanques para cada uma das dietas
de cativeiro (ANOVA, 1 fator, p> 0,05). Desta forma, os dados sdo igualmente
apresentados de acordo com cada uma das dietas analisadas. Para estas duas relagdes,
as diferencas demonstraram ndo ser significativas quer para a relacdo peso didmetro
(figura 6) (teste de Kruskal-Wallis p> 0,05), quer para a relacdo altura/largura dos

espinhos (figura 7) (ANOVA 1 fator, p> 0,05).
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Figura 6. Valor médio (n = 60) da rela¢io peso/didmetro
desvio-padrao, de acordo com a dieta dos ourigos-do-mar.




Os valores médios da relagdo peso/diametro dos ouricos-do-mar variaram entre 0,93

para a dieta controlo e 1,00 para os exemplares selvagens. Quanto a relagdo

altura/largura dos espinhos a amplitude de variagdo ficou entre 14,7 para os ourigos

selvagens, e 15,7 para os ouricos de cativeiro alimentados com a dieta de 1% de

incorporagdo de lamas de cal.
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Figura 7. Valor médio (n = 20) da relag¢do altura/largura
dos 3 espinhos t desvio-padrdo, de acordo com a dieta
dos ouricos-do-mar.

Testes ecotoxicolagicos

Na tabela 2 estdo representadas as percentagens de fertilizacdo obtidas para os

gametas recolhidos dos progenitores dos 8 tanques utilizados (2 tanques por cada

dieta analisada). Apenas com a excep¢do do tanque B da dieta com a incorporacdo de

2% de lamas de cal, os valores obtidos foram sempre inferiores a 70%.

Tabela 2: Percentagens de fertilizagdo dos gdmetas obtidos dos ourigos-do-mar progenitores por dieta

e tanque utilizados.

Dieta Controlo 1% 2% 4%
Tanque 1 4 3 6 2 5 7 8
Fertilizacdo% | 65,3% 67,8% 56,1% 54,9% 43,7% 72,3% 40,3% 55,0%
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Efetuada a andlise estatistica ao fator dieta, ndo se obtiveram diferencas ao nivel da

percentagem de fertilizacdo (Teste de Kruskal-Wallis, p> 0,05).

Relativamente as varidveis percentagem de malformacdes e comprimento dos pluteus,

detetaram-se os chamados efeitos de tanque para todas as dietas analisadas, visto que

se obtiveram diferencas significativas entre os pluteus provenientes de ouricos-do-mar

progenitores obtidos dos dois tanques usados para cada dieta (ANOVA, 1 fator, p

<0,05). Desta forma, os dados apresentados nas figuras 8 e 9 estdo discriminados por

tanque. Corroborando a analise estatistica, verifica-se rapidamente para estas 2 figuras

a grande variacdao existente entre os valores das varidveis obtidas ao nivel dos 2

tanques de cada dieta. Adicionalmente, e para a maioria das situagdes, também se

verifica um valor elevado do desvio padrdo, o que denota de uma forma geral, a

ocorréncia de uma grande variacdo entre os pluteus dos 5 replicados (tubos de ensaio)

gue se usaram para o desenvolvimento embrionario e larvar. De qualquer das formas,

guando se juntam os dados de todos os dois tanques e se analisa o efeito da dieta, ndo

se obtém diferencas significativas entre os pluteus, quer para a percentagem de

malformacdes (ANOVA, 1 factor, p> 0,05), quer para o comprimento do pluteus (teste

de Kruskal-Wallis, p>0,05).

Percentagem de

malformacoes

%
100

(B Tanque
50 mA
25 T

O -

Controlo 1% 2% 4%
Dieta

Figura 8. Valor médio (n=5) da percentagem de
malformagbes das larvas pluteus + desvio-padrao, de
acordo com os 2 tanques (A e B) de cada dieta.

Comprimento médio dos

um pluteus
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400 - T
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Figura 9. Valor médio (n=5) do comprimento total médio de
30 larvas pluteus * desvio-padrao, de acordo com os 2
tanques (A e B) de cada dieta.
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Concentragdo de metais na génada e parede do corpo de P. lividus

Relativamente a concentragdo de metais pesados ndo essenciais, Hg, Pb e Cd, nas
gonadas de P. lividus verificou-se que, a excecdo de 2 dos 30 exemplares, todas as
gonadas apresentaram valores abaixo do limite de quantificacdo do método analitico
(0,063, 0,38 e 0,08 mg/kg para o Hg, Pb e Cd, respetivamente). Estes 2 casos singulares
sdo relativos aos tecidos reprodutores de um macho selvagem (0,065 mg/kg de Hg), e
de uma fémea de cativeiro alimentada com a ragao de 2% de incorporagdo de lamas
de cal (0,089 mg/kg de Cd). No que diz respeito a parede do corpo e a concentragdo de
Hg, 75% das amostras tinham valores abaixo do limite de quantificacdo e 25% das
amostras tinham concentragdes inferiores a 0,1 mg/kg. Para o Cd, concentracdes
abaixo do limite de quantificagdo foram obtidas em cerca de 90% das amostras,
enquanto que nos restantes 10% a parede do corpo apresentava concentragdes
sempre inferiores a 0,09 mg/kg. Contudo para o Pb a situacdo foi a inversa, pois
apenas em cerca de 20% das amostras os teores encontrados estavam abaixo do limite
de quantificacdo. Para os restantes 80% das amostras, as concentracdes obtidas foram
sempre inferiores a 0,73 mg/kg. Na analise estatistica efectuada a este conjunto de
amostras (80%, n= 26), ndo se obtiveram diferencas na concentracdo de Pb da parede
do corpo entre ouricos-do-mar machos e fémeas, e entre os ouricos-do-mar de
cativeiro alimentados com vaérias dietas e os ouricos-do-mar selvagens (ANOVA, 1
fator, p> 0,05).

Relativamente ao macronutriente Ca, apresenta-se na figura 10, os valores de
concentragdo obtidos quer para a gonada (valores em mg/kg) quer para a parede do

corpo (valores em mg/kg x 10%).
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Figura 10. Concentracdo de Ca (média + desvio padrdo) obtida em amostras de génada
(n=6) e parede do corpo (n=6) em ourigos-do-mar de cativeiro alimentados com
diferentes ra¢gGes e em ourigos-do-mar selvagens. Para os valores da parede do corpo as
unidades do eixo deverao ser multiplicadas por 10°.

Para estes dois tecidos ndo se obtiveram diferencas entre ouricos-do-mar machos e
fémeas (ANOVA, 1 fator, p> 0,05) pelo que os dados apresentados correspondem ao
conjunto das amostras dos dois sexos.

A amplitude dos valores médios dos teores de Ca encontrados na génada situou-se
entre um minimo de 157 mg/kg, em ourigos-do-mar alimentados com ragdo com
incorporacdo de 1% de lamas de cal, e um maximo de 233 mg/kg em ouricos-do-mar
selvagens. Apenas entre ouricos-do-mar destas duas dietas se obtiveram diferengas
significativas na concentracdo de Ca na goénada (teste de Tukey, p <0,05). Para a
parede do corpo verificou-se que o teor maximo encontrado em ouricos-do-mar
selvagens (média de 233 x 10° mg/kg) foi superior ao teor de Ca encontrado em
ouricos-do-mar de todas as dietas de cativeiro (teste de Tukey, p <0,05), excepto a

dieta com incorporacao de 4% de lamas de cal.

DISCUSSAO

Hoje em dia existem dados concretos que a acidificagdo oceanica, cujas previsées sdo
de que continuard a aumentar, pode ser prejudicial para as larvas de animais
marinhos, fendmeno ja devidamente documentado para larvas do ourico-do-mar

Lytechinus pictus (18). Com os testes realizados procuradvamos analisar uma possivel
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solugdo que pudesse auxiliar na mitigacdo deste problema, visto que a substancia em
estudo, as lamas de cal, sdo de natureza alcalina e possuem um elevado teor de célcio,
nutriente necessario para o desenvolvimento dos exosqueletos dos animais marinhos.

Contudo nos ensaios de toxicidade direta, verificou-se o efeito tdéxico das lamas de cal
sobre os pluteus, principalmente ao nivel das percentagens de malformagdes, mesmo
a concentragdes de 0,1mg/L. Parece-nos que este efeito tdxico se deverd ao contato
directo entre as larvas e as particulas da lama de cal que se juntavam no fundo dos
tubos de ensaio. De facto, a elevada densidade das particulas das lamas de cal levam a
qgue estas rapidamente precipitem e, se bem que a taxas mais lentas, os ovos de P.
lividus também tendem a assentar no fundo do tubo de ensaio. Desta forma, a solucdo
nao fica homogeneamente diluida, e as lamas de cal concentram-se no fundo onde
interagem com o desenvolvimento larvar dos ouricos-do-mar. Aquando da andlise a
lupa do estado dos pluteus, verificava-se inclusivamente que a parede externa dos
pluteus estava impregnada por uma série de particulas, e que este fendmeno era mais
evidente para os tratamentos com concentracdes mais elevadas de lamas de cal.
Apesar de considerarmos que provavelmente devera ter sido este efeito fisico-
guimico, no qual os embrides ou pluteus por adsorcdo ficaram com as paredes
externas revestidas de particulas, a principal causa de ocorréncia de malformacoes,
ndo possuimos dados suficientes que suportem esta conclusdo. Outras hipdteses
provaveis como a toxicidade de qualquer substancia presente nas lamas de cal, ou o
acréscimo do pH da dgua de cultivo larvar ndo nos parecem tao plausiveis face aos
dados disponiveis (analises de concentracdo de diversos poluentes existentes nas
lamas de cal que nos foram facultadas pela empresa CELBI, e os valores de pH medidos
para as solucOes testadas). Pensamos que para trabalho futuro seria interessante
avaliar a toxicidade das lamas de cal utilizando concentragGes inferiores a 0,1mg/L.

De uma forma geral podemos afirmar que o aumento da concentracdo de lamas de cal
adicionadas as racdes dos progenitores dos ouricos-do-mar n3do teve efeito no
desempenho reprodutor destes animais para as 3 variaveis analisadas (percentagem
de fertilizacdo, percentagem de malformacdes e comprimento médio do pluteus).
Contudo, devemos ter algumas cautelas nestas asser¢Ges pois os valores de fertilizacdo
obtidos (inferiores a 70%) ndo respeitam os valores minimos estabelecidos pela USEPA

(19) para o desenvolvimento de ensaios ecotoxicolégicos com ovos de ouricos-do-mar.
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Para estes testes ecotoxicoldgicos utilizamos gametas de trés machos e de trés fémeas
de cada tanque visto que nos pareceu que as gonadas destes ouricos, apesar de
apresentarem a cor caracteristica das gonadas maduras (amarelo-alaranjado para os
machos e laranja-avermelhado para as fémeas) ainda ndo se encontravam nos estados
finais da gametogénese, pois apds disseccdo dos ouricos-do-mar, as génadas nao
libertavam o fluido com gametas que normalmente libertam quando estdo maduras.
Desta forma, tivemos que fazer alguns cortes nas génadas de 3 ouricos-do-mar para
obter o volume de gdmetas necessario. A andlise microscopica dos gametas também
evidenciou um conjunto consideravel de dvulos imaturos (presenca de nucleo central)
e espermatozéides pouco moveis. Pensamos que este facto, tera sido a principal razao
para a obtengdo de taxas de fertilizagao reduzidas. Esta situagao ndo ocorreu com 0s
ouricos-do-mar selvagens aquando do teste ecotoxicoldgico para avaliacdo da
toxicidade directa em que a percentagem de fertilizacdo média foi de 99%. De
qualquer das formas, quando comparamos o IGS dos ouricos com 6 meses de cativeiro
com os ouricos-do-mar selvagens iniciais, houve um acréscimo significativo do peso da
gonada, o que demonstra que os parametros bidticos e abidticos de cativeiro foram
indicados para o desenvolvimento dos tecidos reprodutores. Alias, outro estudo
efectuado no mesmo sistema (20) e com ragdes equivalentes, mas sem adicdo de
lamas de cal, ddo-nos igualmente essa indicacdo. De qualquer das formas, pensamos
qgue devido aos constrangimentos temporais que levaram a decisdo de alimentar os
ourigos apenas 1 vez por semana, podera ter sido a causa para que os ourigos-do-mar
ndo dispusessem de energia suficiente para completar o desenvolvimento
gametogénico, ao contrario do que aconteceu no estudo referido anteriormente onde
os ourigos foram alimentados duas vezes por semana.

No que diz respeito as varidveis biométricas analisadas, elas foram escolhidas no
sentido de testar a hipdtese do aumento do peso e/ou do didmetro dos ouricos, e do
aumento do comprimento e/ou largura dos espinhos com o crescente fornecimento de
Ca que era fornecido nas ragces com maior percentagem de incorporacao de lamas de
cal. De acordo com os resultados obtidos, parece-nos que esta hipdtese deve ser
rejeitada pois ndo se obtiveram diferencas entre os ouricos alimentados com dietas

diferentes, ao nivel das duas relagées biométricas analisadas.
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No que diz respeito aos teores de metais nos ouricos-do-mar, na andlise efetuada em
individuos selvagens os valores de metais pesados detetados foram baixos, o que
confirma a ideia de que o Cabo Raso é uma zona natural ndo poluida.

No caso dos ourigos-do-mar de cativeiro, estes apresentaram também concentragdes
reduzidas de metais pesados, o que significa que quer as racdes quer o meio de cultivo
ndo foram fontes de acumulacdo destes poluentes. As andlises que nos foram
facultadas sobre a composi¢ao das lamas de cal vao ao encontro desta conclusao da
ndo contaminacdo via alimentar, visto que nestas analises ndo encontraram valores
destes metais pesados ndo essenciais, entre outros poluentes, acima dos limites de
guantificacdo dos métodos analiticos utilizados.

Apenas para o Pb na parede de corpo, aparecem de forma mais consistente valores de
concentracdo baixos, mas que na gdénada estdo abaixo dos limites de quantificacao.
Isto vai contra as conclusGes de trabalhos anteriores onde se encontraram
concentragdes superiores de metais nos tecidos internos relativamente a parede do
corpo (21, 22, 23).

Quanto ao Ca verifica-se que sdo os ouricos selvagens que tém maiores teores quer na
gonada quer na parede do corpo. Tal situacdo poderd ser devida ao alimento natural
ser mais variado e possivelmente mais rico em Ca do que as rac¢des testadas. Contudo,
¢ interessante notar que para a parede do corpo (tecido essencialmente constituido
por carbonato de Ca), os ouricos-do-mar alimentados com ragdo com incorporacdo de
4% de lamas de cal, foram os Unicos ouricos-do-mar de cativeiro cuja concentracdo de
Ca se assemelhou aos selvagens, o que podera indicar a maior incorpora¢do deste
composto por via alimentar através de ragdes com maior concentragao de lamas de

cal, logo com maior concentracgao de Ca.

CONCLUSAO

A avaliagdo da potencialidade de utilizagdo das lamas de cal nas duas vertentes
analisadas, usando o ourico-do-mar P. lividus como bioindicador, parece indicar que a
sua utilizacdo direta na dgua do mar, como acao inibidora da acidificacdo dos oceanos,
devera ser desconsiderada face aos efeitos tdxicos sobre o desenvolvimento
embrionario e larvar. Todavia, o seu uso em racdes para animais como fonte de Ca,

poderd ser uma opcao a considerar.
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