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Sumadrio executivo

O projecto QUASUS é realizado em estreita colaboragdo com o projecto FORWARD, ambos
contribuindo para a valorizacdo e gestdo sustentdvel das actividades ligadas aos recursos da
Ria Formosa. Este Relat6rio apresenta os resultados obtidos neste segundo periodo de
execucdo, em que as principais actividades realizadas do QUASUS estiveram relacionadas com
(i) a participacdo em reuniBes de trabalho, com vista a identificar problemas e a discutir
metodologias de trabalho comum e (ii) a recolha de dados sobre a qualidade do ambiente
lagunar e a qualidade da espécie améijoa-boa Ruditapes decussatus produzida na Ria.

As reunibes, organizadas em forma em workshops, foram realizadas com os restantes
elementos do projecto integrado FORWARD, envolvendo Entidades da Administracio Regional
e Central, assim como OrganizagBes de Produtores e especialistas internacionais convidados
para estes workshops.

A recolha de dados foi obtida através de campanhas de amostragem de dgua tendo em vista
dois objectivos distintos. As campanhas que incidiram sobre a globalidade da Ria destinaram-
se a obter informacdo adicional sobre as caracteristicas fisico-quimicas das massas de dgua da
Ria, definidas no &mbito da Directiva-Quadro da Agua. Os dados recolhidos nos periodos
seleccionados permitiram ainda, avaliar a qualidade das dguas em épocas de precipitagdo
atmosférica elevada quando as fontes difusas tém maior expressdo. As campanhas do segundo
tipo foram centradas em viveiros-tipo escolhidos para avaliar o impacto das fontes
antropogénicas na qualidade da dgua e das améijoas. Estes resultados, ainda em reduzido
nimero, permitirdo avaliar a influéncia das descargas de efluentes urbanos e de aquacultura
nas zonas de producdo de améijoa seleccionadas. Para além dos objectivos especificos, os
resultados destes dois tipos de campanha serdo utilizados em modelos a desenvolver no

ambito do FORWARD.
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1. Campanhas para caracterizagio das massas de agua

1.1. Objectivos
A realizagdo destas campanhas de caracterizacdo das massas de dguas destina-se a obter
dados com vista a responder as seguintes questdes:
i.  Qual a variabilidade espacial da qualidade da 4gua na Ria Formosa e sua relagdo com
os viveiros de améijoa-boa (Ruditapes decussatus)?

ii.  Deque forma a qualidade da 4gua é alterada em periodos de elevada pluviosidade?
Para além disso, pretender fornecer dados para:

iii.  Aplicagdo do modelo ecolégico no dmbito do projecto FORWARD.

iv.  Apoiar na classificagio ecoldgica da Directiva-Quadro da Agua.

1.2. Locais de amostragem

Foram jé efectuadas 3 campanhas de amostragem na Ria Formosa (Tabela 1) que permitirdo
avaliar a qualidade da 4gua, bem como, a aplicagdo de um modelo ecolégico. A amostragem
foi efectuada em 5 locais da Ria (Tabela 2; Figura 1), correspondendo as massas de agua
definidas para a implementac3o da Directiva-Quadro da Agua. A amostragem realizada no
inverno permite avaliar melhor o efeito das escorréncias (fontes difusas) sobre a qualidade da
agua.

Para as determinagdes dos elementos fisico-quimicos foram recolhidas amostras de agua com
garrafas Niskin, a superficie e fundo (quando a coluna de agua foi superior a 3 m), em situacio

de baixa-mar e preia-mar.

Tabela 1 - Datas das campanhas de amostragem realizadas e previstas na Ria Formosa

Campanhas realizadas Campanhas previstas
10-11 Margo de 2010 Abril de 2011
16-17 Junho de 2010 Maio de 2011

11-13 Janeiro de 2011
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Foram calculadas as medianas, os percentis 25 e 75% e valores maximos e minimos do
conjunto de dados disponiveis para cada determinagdo. A Tabela 3 apresenta as medianas dos
valores de nutrientes (uM) e metais (ng L'™Y) na coluna de dgua da Ria Formosa. A Figura 2
ilustra a variabilidade das medianas para os compostos inorganicos de azoto, mostrando que
os niveis tiveram uma pequena dispersio e sdo baixos em relagio a outros sistemas

estuarinos.

Tabela 3 - Medianas dos niveis de nutrientes e metais na Ria Formosa.

Pardmetro Unidades Mediana
Nitrato 6.0
Nitrito 0.30
Amodnia UM 34
Fosfato 0.23
Silicato 7.4
Cédmio 14
Chumbo ngL? 197
Cobre 143
Niquel 179
15 9
10 6

z5 gs
£ 5
= 0 t§o

Ria Formosa Ria Formosa

Figura 2 - Medianas, percentis 25 e 75% e concentracdes maximas e minimas de nitrato e

amonia (UM) na Ria Formosa.

1.5. Desvio dos niveis registados em cada massa de dgua face as medianas estimadas

para a Ria
Foi calculado o desvio das condigdes existentes nas massas de dgua em relacdo as condicBes
da generalidade da Ria, estimada com base nas trés campanhas de amostragem realizadas. O

desvio foi expresso através da razdo entre as medianas dos respectivos parametros. As razbes
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(i) Desvios positivos para a aménia e nitrato, indicando que a Ria Formosa é uma fonte de
azoto para a zona costeira. Para além da proximidade das fontes antropogénicas, as
trocas de nutrientes entre o sedimento e a coluna de dgua, impulsionadas pela
inundacdo e exposicdo a atmosfera da zona intertidal da Ria, podem contribuir para
estas diferengas. No periodo de inverno as descargas difusas sdo uma fonte relevante
de azoto para a Ria.

(i) Desvios negativos para o fésforo, apresentando um comportamento oposto aos
compostos de azoto, indicando concentragdes na Ria inferiores 3 zona costeira. A

retencdo nos sedimentos, em particular nas dreas intertidais da Ria pode explicar estes

desvios.
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Figura 4. Raz3es entre as concentragBes de nitrato, aménia e fosfato em cada massa de dgua

relativamente as medianas estimadas para a zona costeira.
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2. Ensaios experimentais em viveiros

2.1. Objectivos
A realizacdo dos ensaios experimentais destina-se a obter dados com vista a responder as
seguintes questdes:
i. As descargas de efluentes urbanos e de pisciculturas tém influéncia na producgdo de
améijoa-boa (Ruditapes decussatus) em viveiros da Ria Formosa?
ii. Qual a qualidade das dguas e das améijoas em viveiros directamente influenciados por

estas descargas?

2.2, Locais dos ensaios
Para responder a estas questdes foram seleccionados trés viveiros-tipo (Figura 5) com as
seguintes localizagGes e caracteristicas:
i. Viveiro A — em Marchil, perto da cidade de Faro, sendo as suas caracteristicas
influenciadas pela descarga de efluentes urbanos e reduzida circulagio de 4gua.
ii. Viveiro B — perto de Olhdo, junto a rejeicdo das dguas da Estagdo de Piscicultura do
IPIMAR.
iii. Viveiro C~ no local designado por Fortaleza,, no enfiamento da Barra Velha e

caracterizado por elevado hidrodinamismo.

Figura 5 — Localizagdo dos viveiro-tipo.



QUASUS Qualidade Ambiental e Sustentabilidade dos Recursos Biolégicos da Ria Formosa

2.3. Transferéncia das améijoas para os viveiros

Ap6s a selecgdo dos viveiros-tipo deu-se inicio a delimitagéio de uma drea de 25 m? em cada
um deles, tendo-se posteriormente procedido a transferéncia das améijoas para esta
superficie (Figura 6). A transposicdo das améijoas para os viveiros foi efectuada nos dias 25 e
26 Novembro. As améijoas colocadas nos viveiros A e B eram provenientes dos bancos
naturais da Ria Formosa. O viveiro C foi repovoado com améijoas provenientes de outro
viveiro, de forma a avaliar o efeito da transposi¢do de individuos com maiores dimensdes e
também a possivel transmissdo de patologias entre viveiros. Posteriormente foi delimitada
outra &rea de 25 m? no viveiro C, tendo esta sido repovoada em Fevereiro com semente de
améijoa proveniente dos bancos naturais. Assim as duas dreas existentes no viveiro C
passaram a ser denominadas viveiro C1 e C2. A densidade de repovoamento utilizada foi de

1kg.m>

Figura 6 - Delimitacdo da drea de estudo e transposi¢do das améijoas nos viveiros-tipo.

10
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2.4. Amostragens realizadas
As amostragens de améijoas foram realizadas mensalmente pelo que até 3 presente data

foram efectuadas 3 amostragens (Tabela 4).

Tabela 4 — Datas de amostragens de améijoas nos viveiros-tipo.

Amostragens
T0 T1 T2
Viveiro A 24-Nov 04-Jan 07-Fev

Viveiro B 25-Nov 05-Jan 07-Fev

Viveiro C1 25-Nov 05-Jan 09-Fev

Viveiro C2 09-Fev

2.5. Observagdo de parametros ligadas a produgdo
No ambito destes ensaios, decorre a monitorizagio dos seguintes parametros ligados a
produgdo:

e Comprimento e peso

o Sobrevivéncia

* Indice de condi¢do

e Composigao bioguimica

e Maturagdo sexual

e Stress oxidativo (peroxidase lipidica e ferritina)
As alteragGes sazonais de alguns parametros ambientais e as caracteristicas do local de cultivo
influenciam o desenvolvimento das popula¢des de bivalves, tanto ao nivel de sobrevivéncia e
parametros biométricos, como também na composicdo bioquimica e consequentemente na
maturacdo sexual desses bivalves. Qualquer factor, exégeno ou endégeno, que afecte os
processos fisioldgicos, pode afectar o crescimento e a sobrevivéncia. A sobrevivéncia dos
organismos numa cultura depende de uma série de varidveis, tais como a qualidade da 4gua, o
tamanho da semente, a densidade de cultura e a proteccdo contra predadores (Kraeuter &
Castagna, 1989). Ainda gue, numerosos estudos mostrem a influéncia de factores fisicos e
quimicos (tais como a temperatura, oxigénio e salinidade) no crescimento dos bivalves, o
factor ambiental considerado mais importante é a disponibilidade de alimento (Bayne &

Newell, 1983). As extensas dreas intertidais da Ria Formosa sdo diariamente inundadas e

11
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expostas & atmosfera com a subida e descida da maré. Estas flutuagdes tendem a provocar
alteragdes na camada superficial do sedimento. O microfitobentos existente nesta camada
superficial pode ser transportado do sedimento para a coluna de dgua por ac¢do da maré
levando a um enriquecimento da coluna de dgua em clorofila. Assim, & concentracio de
clorofila a disponivel na coluna de dgua, proveniente do fitoplancton da laguna (Falcdo, 1997),
é adicionado semi-diurnamente a concentragdo de clorofila a proveniente do microfitobentos
ressuspendido pelo efeito de maré nas zonas intertidais, o que favorece a disponibilidade de
alimento para os bivalves que filtram na interface sedimento-agua.

A disponibilidade de alimento, para além de ser um factor preponderante no crescimento dos
organismos, também o é na sua reprodugdo. A gametogénese é um processo energeticamente
dispendioso, sendo referido que o crescimento somdtico decresce quando a energia é
canalizada para a génada (Bricelj & Shumway, 1991). Deste modo, a reprodugdo é um factor
endégeno que afecta o crescimento somdtico, uma vez que as reservas metabdlicas,
acumuladas nos tecidos podem ser usadas para a producdo de energia ou convertidas em
varios componentes bioquimicos (Marin et al., 2003).

A composicdo bioquimica dos bivalves depende do alimento disponivel, do estado de
desenvolvimento das génadas e da actividade metabdlica do individuo (Ruiz et al., 1990}, isto
é, a composi¢do bioquimica estd estreitamente relacionada com o meio envolvente. A
utilizacdo das reservas metabdlicas inicia-se preferencialmente com os hidratos de carbono;
quando a concentragdo destes compostos diminui os organismos recorrem aos lipidos e/ou as
proteinas. Os lipidos sdo também utilizados na gametogénese e desova (Ruiz et al. 1990).
Assim o estudo da composicdo bioquimica contribui ndo s6 para um melhor conhecimento dos
pardmetros condicionantes do sucesso no crescimento, mas igualmente para uma
caracterizagdo mais eficiente da condigdo e qualidade dos organismos, o que poderd ter uma
resposta positiva em termos de resisténcia a eventuais agentes patogénicos e a situagdes de
stress comuns nos sistemas lagunares (Ruiz et al, 1990). Paralelamente, a avaliagio do indice
de condicdo permite uma aprecia¢do geral sobre o estado fisiolgico geral das populacdo de
bivalves e é reconhecido como um (til biomarcador capaz de reflectir a capacidade dos
bivalves em resistir a condi¢des naturais adversas e/ou stress antropogénico (Fernandez Castro
& Vido de Mattio, 1987). Assim a optimizagdo e rentabilizagdo de uma cultura passam pelo
conhecimento das densidades 6ptimas, crescimento e sobrevivéncia da espécie, em cada local
de cultura.

Estudos ja desenvolvidos pela equipa que visaram avaliar o crescimento, a sobrevivéncia e a
qualidade biolégica da améijoa-boa (Ruditapes decussatus) em fun¢do das condicdes

ambientais que condicionam os viveiros da Ria Formosa mostraram que: os parimetros

12
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No que se refere a variagdo do crescimento das améijoas em comprimento e peso ao longo do
tempo, verificou-se que, de um modo geral, os valores se mantiveram relativamente
constantes no periodo amostrado (Figuras 7 e 8). Estes resultados estdo de acordo com os
observados pela equipa noutros ensaios (Banha, 1984; Matias, 2004), apontando para um
periodo de adaptagdo das améijoas transpostas ao novo local e crescimento praticamente nulo
nos meses de Inverno. A conjugagdo com informagdo de outros compartimentos permitira dar
uma resposta mais consistente no que se refere a avaliacdo da qualidade biolégica da améijoa-

boa face a diferentes condigdes de cultivo.
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Figura 7 — Variagdo do comprimento (mm) de Ruditapes decussatus ao longo do tempo, nos

diferentes viveiros-tipo ( A, B e C1).
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Figura 8 — Variacdo do peso (g) de Ruditapes decussatus ao longo do tempo, nos diferentes

viveiros-tipo ( A, B e C1).
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As observagbes relativas aos parametros indice de condigdo, composicdo bioquimica,
maturag¢do sexual e stress oxidativo estdo em curso e, portanto, ndo serdo apresentadas neste
relatdrio.
2.6. Efeito da troca de améijoas entre viveiros
A elevada mortalidade (cerca de 60 %) obtida com a transposi¢do de individuos de maiores
dimensdes entre viveiros mostrou que nao podera ser considerada uma boa prética de cultivo
de améijoas na Ria Formosa. Verificou-se que os individuos de maiores dimensdes
apresentaram maior mortalidade, pelo que se registou um decréscimo no crescimento em
peso e comprimento, sugerindo que quanto maior o individuo menor a sua capacidade de
adaptagdo. O facto de serem sempre os individuos de maiores dimensdes a apresentarem uma
maior mortalidade quando as condiges de cultivo lhe sdo adversas, também j3 foi observado
noutros estudos realizados pela equipa. Os individuos de maiores dimensdes sdo, também,
aqueles que apresentam uma maior predisposi¢do para a apresentagdo de patologias, isto
verifica-se com a perkinsiose, pelo que a transposicdo de individuos de maior dimensdo
aumenta o risco de transmissdo de patologias, funcionando este como vectores E de realcar
que a drea onde se encontra situado o viveiro C (Fortaleza) tem elevado hidrodinamismo e
uma boa renovagdo de dgua por se encontrar no enfiamento de uma barra. Com base nestes
critérios este Viveiro foi considerado como situacdo de referéncia nestes ensaios.
2.7. Observagdo de parametros ligados a qualidade das améijoas
Em conjunto com a observagdo dos parametros ligados a produgdo decorrem também as
seguintes determinagfes:

s Escherichia coli e coliformes totais

¢ Toxinas marinhas (algas téxicas)

e Contaminantes quimicos (metais e hidrocarbonetos)
O controlo da salubridade dos moluscos bivalves vivos reveste-se de uma importancia
relevante porque os surtos de infecgBes, toxinfec¢Ges e intoxicacdes causados pelo consumo
de bivalves contaminados com microrganismos patogénicos bacterianos e virais ou biotoxinas
marinhas, configuram um problema de satde publica recorrente a nivel mundial. A legislagdo
em vigor atribui ao IPIMAR, enquanto Laboratério Nacional de Referéncia, competéncias no
controlo da salubridade dos moluscos bivalves vivos, que consiste na delimitagdo e
classificagdo periédica das zonas de produgdo, assim como na monitorizacdo de algas téxicas

nas zonas de produgdo e das biotoxinas marinhas nos moluscos bivalves.

15
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Em 2005, o IPIMAR iniciou a quantificagdo da bactéria Escherichia coli, por recomendacio da
Unido Europeia, em virtude desta bactéria estar directamente associada & contaminacdo
entérica de origem humana ou animal. Os resultados histéricos dos niveis de coliformes
demonstram que, nos Ultimos anos, ocorreu uma diminuigdo significativa da contaminac3o nos
bivalves provenientes da regido intermédia da laguna e das zonas mais proximas das barras.
Contudo observaram-se niveis anormalmente elevados durante os meses de pluviosidade
intensa de 2004 e 2005. Os dados obtidos de Escherichia coli e de coliformes totais para as
determinagbes efectuadas nos ensaios experimentais a decorrer {Anexo | - Metodologias

analiticas e observag¢bes) estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Valores de E. coli e coliformes totais obtidos ao longo do tempo

nos diferentes viveiros-tipo ( A, B e C).

Coliformes totais

TO T1 T0 T1
Viveiro A 1013 3500 20199 14866
Viveiro B 1013 490 20199 1766
Viveiro C 1013 2400 20199 11958

As toxinas marinhas nos moluscos bivalves provenientes das zonas de produgdo da Ria
Formosa tém ocorrido devido a presenca de elevadas concentragdes de espécies
fitoplantdnicas toxicas como Dinophysis spp. e Gymnodinium catenatum (Vale et al, 2008).
Estas microalgas sdo produtoras de toxinas marinhas dos grupos diarreico (diarrhetic shellfish
poisoning - DSP) e paralisante (paralytic shellfish poisoning - PSP), respectivamente. Os dados
do programa de monitorizagdo de biotoxinas pelo IPIMAR mostram que na maioria dos anos
sdo ultrapassados os limites maximos admissiveis para estes grupos de compostos, levando 3
interdi¢do da apanha e comercializagdo dos bivalves da Ria Formosa. A ocorréncia de toxinas
DSP e PSP tem sido mais frequente, o que ndo se tem vindo a verificar para os compostos do
grupo amnésico (amnesic shellfish poisoning - ASP), acumulados em moluscos bivalves devido
a ocorréncia de blooms de diatomdceas tdxicas do género Pseudonitzchia spp.

Nas Figuras 9 e 10 apresentam-se os dados de toxicidade por biotoxinas marinhas em améijoa
e berbigdo provenientes da Ria Formosa (zonas de produgio de Faro e Olhdo) no ambito do

programa de monitorizagdo de biotoxinas realizado pelo IPIMAR (Anexo | - Metodologias

16
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analiticas e observagbes). A Figura 9 refere-se a valores de toxicidade devido a DSP e a Figura
10 devido a PSP. Relativamente as toxicidades por compostos DSP e PSP, os valores foram
baixos com excep¢do de uma semana em Abril de 2010, em que foi atingido o limite

regulamentar para DSP (160 pg 4cido ocaddico equivalente por Kg tecido) (EU 2004).
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Figura 9 — Niveis de DSP {diarrhetic shelifish poisoning) em améijoa-boa (Ruditapes decussatus)
e berbigdo (Cerastoderma edulis) recothidos na Ria Formosa (zonas de produg3o Faro e Olh3o)

entre Margo e Dezembro de 2010.
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Figura 10 — Niveis de PSP (paralytic shelifish poisoning) em améijoa-boa (Ruditapes decussatus)
e berbigdo (Cerastoderma edulis) recolhidos na Ria Formosa (zonas de produg&o Faro e Olh&o)

entre Janeiro e Novembro de 2010.

No periodo a que se refere este Relatdrio os niveis de toxicidade por DSP, PSP e ASP
detectados no ambito do programa de monitorizagdo foram muito inferiores aos respectivos
limites regulamentares (PSP - 800 pg saxitoxina equivalente por Kg tecido; ASP - 20 mg &cido
doméico por Kg tecido) (EU 2004). Em concordancia, a monitorizacdo de espécies de
fitoplancton téxico em amostras de dgua colhidas nas zonas de produgdo da Ria Formosa nao
detectou a presenca das espécies associadas as biotoxinas acima referidas. Ndo foi assim
necessario efectuar a intensificacdo de amostragens de dgua e de améijoa-boa dos viveiros-

tipo, como era previsto no planeamento das actividades.

2.8. Observacbes ligadas ao meio
Foram realizadas determinagbes da qualidade de agua nos viveiros-tipo, relativamente a
amostragens efectuadas nas mesmas datas em que se recolheram as améijoas para as
observages relacionadas com a qualidade e o crescimento. Os pardmetros principais foram os
seguintes:

e Nutrientes

¢ Clorofilaa

¢ Contaminantes quimicos {metais e hidrocarbonetos)

e Algas toxicas (ocasional)
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Os nutrientes e a clorofila a foram determinados na dgua junto dos viveiros em situacbes de
baixa-mar e preia-mar e a superficie {Anexo | - Metodologias analiticas e de observacdo).
Trabalhos anteriores realizados pela equipa mostraram as trocas de nutrientes entre o
sedimento e a dgua nos viveiros da Ria Formosa, quer pela inundacfio das dreas intertidais,
incluindo os viveiros, quer pela perturbagdo do sedimento pelos organismos e pelas colheitas
frequentes das améijoas nos viveiros (Falcdo e Vale, 2003; Falc3o et al, 2006).

A Tabela 4 apresenta os niveis de nutrientes e clorofila a referentes as colheitas realizadas em
Novembro e Dezembro de 2010 nos trés viveiros-tipo. As diferengas mais notérias foram entre
baixa-mar e preia-mar nos trés viveiros estudados, independentemente da sua localizagdo e
proximidade de fontes antropogénicas. Esta situacdo aponta para a importancia da maré na
diluigdo dos valores registados em areas confinadas da Ria, como é o caso dos viveiros A e B.
Para além disso, registaram-se aumentos substanciais dos niveis de nitrato, aménia e silicatos
em Dezembro de 2010. Os aumentos foram mais acentuados no viveiro B, sugerindo uma
maior influéncia das fontes difusas associadas as escorréncias. Os valores de clorofila a foram
relativamente baixos, dada a época de amostragem (Inverno).

Estes valores foram comparados com as medianas e os percentis 25% e 75% obtidos para a Ria
Formosa, com base em amostragens nas massas de dguas definidas no Ambito da Directiva-
Quadro da Agua (Tabela 3 e Figura 2). A maioria dos valores registados nos viveiros encontra-
se no intervalo de percentis 25 a 75%. Contudo, os valores mais elevados de nitrato, aménia,
silicato e fosfato (amostragem de Dezembro 2010 e no viveiro B) estdo fora destes intervalos,

em resultado do efeito das fontes difusas ou eventualmente localizadas.

Tabela 4 — Niveis de nutrientes (uM) e clorofila a (ug L") em dguas de superficie

dos trés viveiros-tipo; situacdo de preia-mar {PM) e baixa-mar (BM).

Viveiro Data Situagdo NH, NO; NO, Si(OH), PO,> Clorofilaa
demaré (uM) (UM) (M) (M)  (uM)  (ugl?)

24 Nov 10 BM 4.3 5.6 0.18 6.2 0.43 1.2

A PM 1.9 11  0.05 1.3 0.22 0.53
13 Dez 10 8M 4.1 63 030 4.2 0.38 0.53

PM 5.6 45 0.23 4.1 0.39 11

24 Nov 10 BM 14 25 0.66 29 0.43 2.1

B PM 31 1.1 0.12 9.4 0.32 13
13 Dez 10 BM 11 10 0.82 15 0.72 2.0

PM 4.3 11 0.25 12 0.58 2.7

24 Nov 10 BM 3.1 056 0.07 4.7 0.19 0.80

C PM 1.7 1.9 0.12 6.4 0.37 1.6
13 Dez 10 BM 5.9 7.5 0.22 89 0.40 2.7

PM 1.6 54 0.35 43 0.22 29
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As determinagbes de contaminantes quimicos estdo em curso e, portanto, ndo serdo
apresentadas neste relatério. Como ja foi referido anteriormente, devido & auséncia de
concentragdes elevadas de algas téxicas nas zonas de producdo da Ria, ndo foram realizadas

colheitas e determinagbes de biotoxinas em amostras de dguas colhidas nos viveiros-tipo.
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3. Reunides
Descrigéo Entidades Data

Apresentacdo EXPOMAR IMAR/IPIMAR 29/04/2010
Reunido interna IMAR/IPIMAR/ Cooperativa RF 19/05/2010
Reunido interna IMAR/IPIMAR/ARH 15/12/2010

Visita aos viveiros IMAR/IPIMAR/ Cooperativa RF 22/09/2010
Reunido plendria Todos 20/01/2011

Visita aos viveiros IMAR/IPIMAR/ Cooperativa RF 21/01/2011

Workshop internacional

Visita aos viveiros

Todos/Convidados internacionais
IMAR/IPIMAR/ Cooperativa

RF/Convidados internacionais

21-22/02/2011

22/02/2011
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ANEXO | - Metodologias analiticas e de observagéo

1. Parametros ligados a qualidade da dgua

Temperatura, salinidade, pH e oxigénio dissolvido. A temperatura, salinidade, pH e oxigénio
dissolvido foram medidos in situ com uma sonda multiparamétrica.

Concentra¢do de sélidos em suspensdo. As amostras de dgua foram filtradas através de
membranas de policarbonato com porosidade de 0.45 um e secas a 40 2C até peso constante.
A concentragdo de matéria particulada em suspensdo foi calculada como sendo a massa de
particulas retidas na membrana por unidade de volume (mg L?).

Nutrientes. As amostras de dgua foram filtradas através de membranas Nuclepore (MSI) com
0.45 um de porosidade e conservadas no frio. Os nutrientes dissolvidos foram determinados
por colorimetria num autoanalisador TRAACS 2000: aménia, nitrito e nitrato, com limite de
detecgdo de 0.001 mg L™ e silicato e fosfato, com um limite de detecgdo de 0.003 mg L. Os
compostos de azoto foram oxidados em meio alcalino enquanto que os compostos de fosforo
oxidados em meio &cido. Posteriormente procedeu-se & sua determinagio por titulago
colorimétrica no referido autoanalisador. Na determina¢io da aménia, os ides presentes na
amostra reagem com fenol e hipoclorito em meio alcalino, seguindo a reacgio de Berthelot. O
citrato de trissédio e o EDTA (4cido etilenodiaminotetracético) sdo adicionados & amostra para
evitar a precipitagdo dos hidréxidos alcalinos, enquanto que o nitroprussido age como
catalisador. O indofenol azul foi medido a 660 nm. Na determinag&o do nitrito, este composto
reage com o sulfanilamido e o dcido N-(1-naftil)-etilenodiamino em meio &cido originando sal
diazonium, colorido, que é medido a 550 nm. Na determinagdo do nitrato, os nitratos
presentes na amostra foram reduzidos a nitrito numa coluna de cddmio, num meio tamp&o. Os
nitritos formados reagem com o sulfanilamido e o 4cido N-(1-naftil)-etilenodiamino em meio
dcido originando sal diazonium, colorido, que é medido a 550 nm. Na determinagio do fosfato,
os ides ortofosfato reagem com o molibdato em meio acido para formar fosfomolibdato e
depois com o acido ascorbico para formar molibedénio azul, cuja intensidade é medida a 880
nm ou 660 nm (Falcdo e Vale, 2003).

Clorofila @. Apds a colheita, as amostras de dgua foram filtradas através de filtros Whatman
GF/F 45mm didametro e porosidade 0.7 um, colocados os filtros em tubos de polipropileno,
congelados de imediato e transportados para o laboratério. Posteriormente foram extraidos

com acetona a 90 %, durante 24h no frio e centrifugadas a 3000 rpm, durante 10 min. A
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determinacéo da clorofila a foi realizada em espectrofotémetro antes e apés acidificagio dos
extractos com HCl {0.5M) e as leituras efectuadas a 750 nm e 664 nm (Lorenzen, 1967).

Metais nas Frac¢do Dissolvida. Para a determinagdo de Ni, Cu, Cd e Pb na fracgdo dissolvida
recolheram-se cerca de 2 L de 4gua em frascos descontaminados com HNO, (20%) e
posteriormente com HCl (20%) onde se colocou durante 48 horas uma unidade DGT (diffusive
gradient in thin film), a temperatura constante. O processo de extracgdo de cada unidade DGT
corresponde a difusdo dos metais dissolvidos (frac¢io <0.45 um) através de uma membrana de
nitrato de celulose e retengdo em resina quelante. Posteriormente, esta resina foi eluida numa

solugdo de HNO; e determinados os teores de metais por ICP-MS (Pereira et al, 2010).

2. Pardmetros ligadas a produgiio das améijoas

Sobrevivéncia. Antes de se proceder 3 montagem do ensaio e atendendo que se pretendia
efectuar uma cultura com uma densidade de juvenis de améijoa de 1Kg.m?, foram retiradas
cinco amostras de 1 kg do total de individuos existente para repovoar cada viveiro e
quantificado o nimero médio de individuos existentes por Kg de juvenis. Em cada amostragem
mensal seleccionou-se aleatoriamente 2 quadriculas de 1x1m e foi efectuada a recolha da
totalidade dos juvenis existentes em cada. quadricula. A diferenca entre o niimero de juvenis
colocados no tempo 0 e em cada um dos tempos amostrados permitiu determinar a taxa de
sobrevivéncia.

Crescimento. O crescimento em peso, comprimento {maior distincia no sentido antero-
posterior), altura {(maior distancia no sentido dorso-ventral, passando pelo umbo) e espessura
{maior disténcia entre as duas valvas) foi quantificado em 50 individuos mensalmente, em

cada viveiro.

3. Pardmetros ligados a qualidade das améijoas

E. coli e coliformes totais. A andlise microbiolégica dos bivalves é efectuada no dia da recolha
das amostras. E utilizado o numero suficiente de améijoas até se atingirem as 80g de carne e
liquido intervalvar. Utiliza-se a técnica da fermentagdo dos tubos multiplos, com séries de
cinco tubos pelo método do Nimero Mais Provavel (NMP; Donovan et al., 1998). Os ensaios
sdo realizados em duplicado.

Para a prova presuntiva, semeiam-se 10 ml da suspensio-mie em cada tubo de uma série de
cinco tubos contendo o caldo de glutamato modificado com minerais (meio MMGB) em

concentragdo dupla. Inocula-se 1 mL da suspensdo-mde nos cinco tubos contendo o meio

MMGB em concentragdo simples e 1 mL das dilui¢cBes 102, 10-3 e 104 noutras séries de cinco
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tubos com o mesmo meio. Os tubos sdo colocados numa estufa de incubacdo a 372C durante
24h. Consideraram-se suspeitos (e positivos) os tubos que apresentaram turvacio e alteracdo
da cor lilds do meio para amarelo, indicando viragem do pH devido a produgéo de acido.

Os tubos com reaccdo positiva sdo sujeitos a prova de confirmacdo. Repicaram-se os tubos
com ansas de 10ul para placas com meio Agar de triptona bilis x-glucoronideo (TBX) e com
meio Agar ChromoCult® Coliform (CHR). Incubam-se as placas com meio TBX na estufa de a
442C e as com meio CHR a 362, durante 24h.

Nas placas com meio TBX, o crescimento de colénias azuis/esverdeadas indica a presenca de
Escherichia coli. Nas placas com meio CHR, o crescimento de coldnias de cor vermelha ou
rosadas indica a presenca de bactérias coliformes e o crescimento de coldnias de cor violeta
escuro a presenca de E. coli. Reportam-se as seccbes consideradas positivas aos tubos de
MMGB e anota-se o nimero de tubos com reacgdo positiva. A partir da tabela do NMP I&-se o
nimero de organismos presentes em 100g de amostra.

Biotoxinas marinhas. As determinac¢bes foram efectuadas por cromatografia liquida com
deteccdo por espectrometria de massa (DSP), com deteccdo fluorimétrica (PSP} e com
deteccdo por ultra-violeta (ASP). Apés a amostragem os moluscos bivalves foram dissecados e
preparadas amostras compostas (n=30) com a totalidade dos tecidos. As metodologias
utilizadas para a extracgdo das toxinas, determinagio das concentracdes dos diferentes
compostos e conversao para valores de toxicidade encontram-se descritas em Vale e Sampayo
(2002) para DSP, em Lawrence et al. (1991) e Botelho et al. (2010) para PSP e Quilliam et al.
(1995) para ASP. Os limites de detecgdo para os diferentes grupos de compostos foram os
seguintes: 18 ug acido ocaddico equiv. por Kg tecido; 19 ug saxitoxina equiv. por Kg tecido e

0.8 pg dcido doméico por g tecido.
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