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1. Sumario executivo - Objectivos

Este relatério apresenta os resultados obtidos nos ensaios experimentais realizados nos trés
viveiros seleccionados na Ria Formosa. Apresenta-se informagdo sobre a qualidade das
améijoas para as condigBes existentes nos trés viveiros sujeitos a potenciais pressdes
resultantes das actividades humanas. Para além disso, comparam-se estes resultados com
dados histdricos sobre a Ria Formosa examinando possiveis efeitos da reducdo das pressdes
antropogénicas na concentragdo de nutrientes e clorofila @ nas dguas da Ria e na acumulagdo
de contaminantes quimicos. A ocorréncia de toxinas em bivalves e a classificacdo
microbioldgica das zonas de produgdo de bivalves na Ria é também discutida. Equacionam-se
provéveis raz0es para a mortalidade anormal das améijoas nos viveiros da Ria Formosa. Este
trabalho beneficiou de sinergias com o projecto FORWARD e das reunides com elementos da
Polis da Ria Formosa, profissionais do sector da aquicultura, ARH, Parque da Ria Formosa e

Administracdo.

2. Ensaios experimentais

Os locais onde decorreram os ensaios experimentais sdo assinalados na figura 1. O viveiro A
situa-se em Marchil, perto da cidade de Faro, o viveiro B fica perto da Esta¢do de Piscicultura
do IPIMAR, em Olh3o, e o viveiro C na zona designada por Fortaleza, perto da Barra do Lavage
da Ria Formosa. Estes viveiros foram seleccionados com vista avaliar o efeito da descarga de
efluentes urbanos na area de reduzida circulagdo de agua (viveiro A), das rejeigOes
provenientes da Estacdo de Piscicultura do IPIMAR (viveiro B) e de uma zona de elevado

hidrodinamismo situada na proximidade do mar (viveiro C).

Figura 1. Localiza¢do dos viveiros-tipo.
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2.1. Amostragem

As améijoas transplantadas para estes viveiros foram recolhidas mensalmente entre
Novembro de 2010 a Outubro de 2011 (Tabela 1). Nos mesmos viveiros foram realizadas
recolhas de 4gua para a determinagdo de parametros fisico-quimicos nos meses de Novembro,
Margo, Agosto e Outubro. As metodologias analiticas e de medigBes in situ sdo apresentadas

no Anexo 1.

Tabela 1. Datas de amostragens de améijoa (Ruditapes decussatus) nos viveiros A, B e C.

Datas de Amostragem
Viveiro T0 T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
A 24-Nov | O04-lan | O7-Fev | 22-Mar | 5-Abr 3-Mai 2-Jun 3-Ago 12-Set | 26-Out
B 25-Nov | O5-lan | 07-Fev | 23-Mar | 5-Abr 3-Mai 2-Jun 3-Ago 14-Set | 27-Out
C 25-Nov | 05-Jan | 09-Fev | 23-Mar | ¢ 54, 4-Mai 1-Jun 2-Ago | 12-Set | 26-Out

3. Resultados e Discussao

3.1. Nutrientes e clorofila a: dados experimentais

Os valores dos nutrientes e clorofila a foram determinados em amostras de dgua colhidas nos
viveiros em situa¢do de preia-mar e no canal préximo em baixa-mar seguindo as metodologias

descritas no Anexo I.

Compostos azotados. A figura 2 mostra a concentracdo de fosfato e de azoto inorganico
dissolvido (DIN), calculada como a soma dos valores de nitrato, nitrito e aménia nos trés
viveiros em situacdo de baixa-mar e preia-mar em Novembro de 2010, Margo, Agosto e
Outubro de 2011. Esta representagdo ilustra a variacdo sazonal de nutrientes, com valores
mais elevados no Inverno, devido ao menor consumo pelos produtores, ao efeito de descargas
associadas a maior pluviosidade e a fontes difusas. Observou-se ainda um acentuado
decréscimo em Margo, que deve resultar do maior consumo pelos produtores. Na Primavera e

Verdo os valores mantiveram-se baixos. Salientam-se as diferengas entre as concentragbes de
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nutrientes registadas entre as duas situa¢ées de maré, sugerindo que os incrementos em
baixa-mar resultam de escorréncias através da zona intertidal durante a vazante. Os valores
mais baixos registados em preia-mar indicam a diluicdo dos nutrientes com a mistura com a

agua proveniente da zona costeira durante a enchente.

Fésforo. As diferengas entre baixa-mar e preia-mar e a variagdo sazonal foram menos
acentuadas no caso dos fosfatos. Tal como observado para o DIN registou-se também um
decréscimo em Margo. No entanto, as concentragdes de fosfatos em Agosto e Outubro de
2011 foram superiores as registadas em Novembro de 2010, contrariamente ao observado
para os compostos azotados. Esta diferenca estd em concordancia com trabalhos anteriores
que apontam para a maior libertagdo de fésforo dos sedimentos durante os meses do Verdo
em consequéncia de menor concentragdo de oxigénio dissolvido na interface sedimento-agua
(Falcdo, 1997). A similaridade de concentracGes entre baixa-mar e preia-mar sugere um menor

input durante a vazante com a escorréncia da zona intertidal.

Regeneragdo de nutrientes. Estes resultados reforcam a hipétese formulada em trabalhos
anteriores sobre a importéncia da regeneracdo de nutrientes nos sedimentos (Falcdo e Vale,
2003; Falcdo et al, 2006). Apesar da importancia das trocas entre a Ria e a zona costeira, a
disponibilidade de nutrientes nos viveiros parece ser fortemente influenciada por processos de
menor escala, como a regeneragdo de nutrientes nos sedimentos e a transferéncia através das
dguas de escorréncia da zonas intertidais, qué durante a vazante drenam para os canais. A
importancia destes processos foi registada nos trés viveiros apesar das diferengas na natureza

do substrato e teor em matéria organica.
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Figura 2. Concentragdes de azoto inorganico dissolvido (DIN)(uM) e fosfato (M) em dgua superficial nos

viveiros A, B e C; situagdo de baixa-mar e preia-mar.

Clorofila a. A figura 3 mostra as variagbes registadas na clorofila @ nos trés viveiros e nas duas
situacBes de maré. Em concordancia com o baixo teor de nutrientes observou-se em aumento
acentuado de clorofila a em Margo de 2011, justificando assim o seu consumo na coluna de
dgua. Também se registaram valores mais elevados em baixa-mar sugerindo que as 4guas de
escorréncia arrastam microfitobentos dos sedimentos enriquecendo a coluna de dgua em
material plancténico. Estas diferengas foram mais acentuadas em Margo de 2011 quando a

produgdo priméria foi mais elevada. Tal como observado nos nutrientes n3o se observaram
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diferencas entre os trés viveiros, embora a localizacdo dos viveiros A e B sugiram maior
impacto das descargas de actividades humanas e maior acumula¢do de microalgas. A auséncia

desta situagdo aponta para uma dinamica de nutrientes e uma produ¢do mais influenciada por

processos naturais.
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Figura 3. Niveis de clorofila a (ug L™} em &gua superficiais nos viveiros A, B e C; situacio de baixa-mar e

preia-mar.

Razéo DIN/P. Com vista a examinar qual dos nutrientes, azoto ou fésforo, é limitante para a
producdo, foi calculada a razdo molar entre DIN e P e comparado com o valor teérico de
Redfield (16). A variagdo temporal da razdo DIN/P nos viveiros mostra claramente um padrdo
sazonal. Verificou-se um excesso de azoto no inverno relativamente ao fésforo, enquanto na
Primavera e Ver3o houve défice de azoto. Esta variabilidade indica um incremento de fésforo
que ndo foi acompanhado pelo aumento de azoto. Este contraste foi mais pronunciado nos
viveiros A e B, indicando que a dgua destes viveiros é deficientes em azoto, com excepgédo do
Inverno em que as fontes difusas e as escorréncias do sedimento intertidal sdo ricas neste

elemnto. O excesso de azoto pode ser reduzido em anos de seca, por diminuir a importancia

das fontes difusas.
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Figura 4. Razdo molar de azoto inorganico dissolvido (DIN) e fosfato em dgua superficial dos viveiros A, B

e C; situagdo de baixa-mar e preia-mar.

3.2. Nutrientes e clorofila a: compara¢do com dados histéricos

No passado a Ria era receptora de efluentes urbanos com tratamento preliminar, a par da
rejeicdo de desperdicios provenientes de pequenas actividades industriais. Presentemente
existe um tratamento de efluentes urbanos e as descargas de nutrientes sio controladas.
Apesar de outras modificagdes puderem ter alterado as concentragdes de nutrientes, como a
produgdo primaria, o tipo de coberto vegetal, a produgdo de améijoas, etc., foi considerado
interessante comparar os dados obtidos nos ensaios realizados no ambito deste projecto com

dados histdricos obtidos pelo IPIMAR.

Razédo DIN/P. Usaram-se dados de DIN e P registados em 1986 e 1992 do viveiro C em situagdo
de baixa e preia-mar. Para os mesmos periodos anuais foram comparadas as razdes DIN/P (Fig.
5). Observou-se o mesmo padrdo sazonal com valores mais elevados em Novembro e
acentuadas diferengas entre baixa-mar e preia-mar. A comparagio das condigdes no viveiro C,
mais préximo na barra, indica um défice de azoto, apenas superado no periodo das chuvas

quando as fontes difusas sdo mais activas.
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Clorofila a. Nas mesmas condicbes foi também feita a comparagdo dos valores de clorofila a
(Fig. 6). Apesar das alteragbes ocorridas na Ria Formosa nas Ultimas décadas, ndo se
encontraram diferencas substanciais nos valores deste pardmetro indicador da produgdo
fitoplanctdnica entre as condigBes actuais e ha 25 anos. Estas compara¢des podem ser

interpretadas face a predomindncia dos processos naturais na Ria para a produgdo priméria.

35
25 - by
Baixa-mar
20 4 -
Razdo de Redfield
=
S il
o 15 1 i
E
8
=
[a] 4 L
!§ 10 i
< k Preia-mar
[+ 4 s
5 1 :
it
15

2010 1992 1986 2010 1992 1986 2011 1993 1987 2011 1993 1987 2011 1993 1987
Novembro Dezembro Margo Agosto Outubro

Figura 5. Razdo molar de azoto inorganico dissolvido (DIN) e fosfato em 4gua superficial do viveiro C;

anos 2010/2011, 1992/1993 e 1986/1987; situagdo de baixa-mar e preia-mar.
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Figura 6. Niveis de clorofila a (pg L) em 4gua superficial no viveiro C; anos 2010/2011, 1992/1993 e

1986/1987; situagdo de baixa-mar e preia-mar.

3.3. Escherichia coli em améijoas dos viveiros: dados experimentais

Classificacéio microbioldgica para comercializagdo de bivalves. O controlo da salubridade dos
moluscos bivalves vivos é relevante, dado que os surtos de infecgdes e intoxicactes causados
pelo consumo de bivalves contaminados com microrganismos patogénicos bacterianos
configuram um problema de satde publica recorrente a nivel mundial. A legislacdo 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 periddica
das zonas de produgdo de moluscos bivalves. Esta classificacdo é efectuada em categorias ou
estatuto sanitdrio, de acordo com os teores bacteriolégicos encontrados (Tabela 2). Desde
2005 a Unido Europeia recomenda que esta classificacdo se baseie no teor de Escherichia coli
(E. coli). Esta classificacdo permite avaliar o grau de contaminagdo fecal existente nas
diferentes zonas de producdo de bivalves, assim como determinar o tipo de tratamento
necessario para a posterior comercializagdo. Actualmente toda a Ria Formosa estd classificada
como B, de acordo com os resultados obtidos no plano de amostragens efectuado as

diferentes zonas de produgdo.
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Tabela 2. Critérios microbioldgicos para classificagdo das zonas de produgdo de moluscos bivalves vivos
de acordo com o Regulamento (CE) N2854 (EU 2004).

Classes Niveis Permitidos (Teor de E. coli/100g) Acgdes necessdrias
A < 230 £. coli/100g de carne e liquido intervalvar Centro de Expedicdo e Consumo
Directo
230 < E. coli < 4600 /100g de carne e liquido intervalvar em 90% das Depuragao e depois cumprir os
B amostras requisitos da Classe A
Induistria transformadora ou
C 4600 < E. coli < 46000 /100g de carne e liquido intervalvar permanecer pelo menos 2 meses
em zona de transposi¢ao
D > 46000 E. coli/100g de carne e liquido intervalvar Proibida a apanha

Niveis de E. coli em améijoas dos viveiros. Os dados obtidos de E. coli para as determinagGes
efectuadas nos ensaios experimentais nos viveiros A, B e C (zonas de produgdo de Faro e Olhdo)
que decorreram entre Nov. de 2010 e Out de 2011 s3o apresentados na figura 7. Os niveis
oscilam entre valores das classes A e B, atingindo apenas uma amostra a classe C no Inverno. A
figura 8 compara os valores médios dos teores de E. coli em améijoas dos trés viveiros durante
este periodo anual de observagdes. Os valores no viveiro A sdo significativamente superiores
aos encontrados no viveiro C, enquanto o viveiro B encontra-se numa situagdo intermédia de

contaminag¢do microbiolégica.

ClasseC
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I‘I | I I' i Classe A
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Figura 7. Teores de Escherichia coli em améijoa (Ruditapes decussatus) colhidas nos viveiros A, B e C,

entre Novembro de 2010 e Outubro de 2011.
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Figura 8. Teor médio de Escherichia coli em améijoa (Ruditapes decussatus) colhidas nos viveiros A, B e
C entre Novembro de 2010 e Outubro de 2011. As letras representam as diferengas significativas

(p<0,05).

Efeito da temperatura, radiacdo solar e pluviosidade. Com o aumentc da temperatura da
dgua no Verdo, e presumivelmente da intensidade e duragdo da radiacdo solar, observou-se
um decréscimo nos valores de E. coli. Apesar do aumento da popula¢do no periodo estival e,
consequentemente do débito dos efluentes urbanos, registou-se uma diminui¢cio nos teores
de E. coli nas améijoas. Estes dados sugerem o efeito bactericida da radiacdo solar e
temperatura complementando o tratamento existente nas ETAR. No entanto, os teores de E.
coli mais elevados foram observados nos meses de maior precipitagdo, especialmente nos
viveiros mais préximos das cidades (viveiros A e B). Provavelmente estas variagdes dos teores
resultam do efeito de fontes difusas, nomeadamente actividades agro-pecudrias, industriais,
fossas, entre outras. Estas observa¢bes estdo de acordo com dados anteriores que sugerem
uma relacdo entre a contaminagdo microbiolégica dos bivalves e os factores climaticos.
Observaram-se niveis baixos de contaminagdo microbiana durante o periodo de seca extrema

de 2004 e 2005, e niveis anormalmente elevados durante os meses de pluviosidade intensa

(Almeida & Soares, 2012).

3.4. Escherichia coli em améijoas dos viveiros: comparagdo com dados histéricos

Com base em dados histéricos existentes no IPIMAR foi feita uma andlise da evolugdo do

estatuto sanitdrio das zonas de produgdo de bivalves de Faro e Olhdo entre 1990 e 2009.

12
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Evolucgdio do estatuto sanitdrio da zona de produgéo de Faro. A classificagdo desta zona de
produgdo variou ao longo duas décadas entre a classe A, B e C, tendo maioritariamente sido
classificada como B (Fig. 9). Os niveis de E. coli correspondentes a classe C foram mais comuns
durante os anos 90, especialmente em 1998. Comparando os niveis de E. coli nos bivalves de
Faro entre 1990 e 2009 (Fig. 10), verifica-se também que 0 ano em que se registaram os
valores mais elevados foi em 1998, seguindo-se os restantes anos 90. Na década de 2000
observaram-se menores proporgoes de niveis de E. coli elevados, tendo sido obtido o valor

mais baixo em 2008.
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Figura 9. Evolugdo do estatuto sanitario (A, B e C) da zona de produgdo de Faro entre os anos 1990 e
2009. Os teores de Escherichia coli por classe sdo: A € 230 NMP E. coli/100g, B > 230 e < 4600 NMP E.
¢colif100g, C > 4600 e < 46000 NMP E. coli/100g.
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Figura 10. Variagdes anuais do teor de Escherichia coli (média + erro padrdo) nos bivalves da zona de
producdo de Faro, entre os anos 1990 e 200S.

Evolugdo do estatuto sanitério da zona de produgdo de Olhdo. A classificagdo desta zona
variou entre A, B e C, tendo maioritariamente sido classificada como B (Fig. 11). Por diversas
vezes a zona atingiu a classificagdo C, nomeadamente entre 1990 e 1992, em 1996, entre 2000
e 2002 e ainda entre 2005 e 2007. Relativamente as variagbes anuais dos niveis de E. coli nos
bivalves de Olh3o (Fig. 12), foram detectadas algumas diferengas significativas. Os valores mais
altos verificaram-se em 1992 e 1996. Em 2003, 2004, 2008 e 2009 foram os anos em que se

registaram os valores mais baixos.
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Figura 11. Evolugdo do estatuto sanitario (A, B e C) da zona de produgio de Olhdo entre os anos 1990 e
2009. Os teores de Escherichia coli por classe sdo: A < 230 NMP E. coli/100g, B > 230 e < 4600 NMP E.
coli/100g, C > 4600 e < 46000 NMP E. coli/100g.
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Figura 12. Varia¢Bes anuais do teor de Escherichia coli (média + erro padrdo) nos bivalves de Olhdo,
entre os anos 1990 e 2009.

Tendéncias. Os valores mais baixos de E. coli nos bivalves da Ria Formosa na monitorizagdo do
IPIMAR foram registados em 2004, parecendo existir uma tendéncia para a diminuicdo do seu
teor nos ultimos anos da década de 2000 em todas as zonas de produgdo definidas. Em 2002, o
tratamento de dguas residuais ja abrangia 83% da populagdo do Algarve. Nos Ultimos anos tém
sido construidas e remodeladas varias ETAR, nomeadamente as existentes em Castro Marim,
Tavira, Olhdo e Faro, muitas ja com tratamento secunddrio com desinfec¢do. Cachola &
Campos (2006) verificaram também a diminui¢do da contaminagio fecal nestes Gltimos anos
em algumas zonas da Ria Formosa. Estes resultados apontam, portanto, para uma diminuicdo
significativa da contaminagdo nos bivalves provenientes da regido intermédia da laguna e das
zonas mais préximas das barras ao longo da década de 2000, com a implementagdo e
melhoramento das ETAR existentes no litoral algarvio. No entanto, para garantir a qualidade
da dgua nas zonas de produgdo de bivalves na Ria Formosa é necessério uma reducdo das

fontes de contaminag8o, tanto pontuais como difusas.
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3.5. Toxinas marinhas em bivalves: dados experimentais

Monitorizacéio de algas toxicas e de toxinas marinhas em bivalves. O controlo da salubridade
dos moluscos bivalves inclui também a determinag¢do de toxinas marinhas, assim como
vigildncia das concentragdes de algas toxicas nas zonas de producdo dos bivalves. O IPIMAR
detém a responsabilidade deste programa de monitorizacdo e possui competéncias sendo
considerado o Laboratdério de Referéncia Nacional. A comparacdo dos niveis de toxinas
determinados nos bivalves com os limites maximos admissiveis, estabelecidos pela Comissdo
Europeia para os varios grupos de toxinas (EU 2004), permite desencadear ac¢bes de
interdicdo de apanha e comercializagdo de bivalves nas zonas de produg¢do quando estes
limites sdo ultrapassados. Pretende-se, assim, proteger a salide dos consumidores e garantir a

qualidade dos produtos comercializados.

Niveis de toxinas marinhas em bivalves da Ria Formosa. No periodo a que se refere este
Relatério registou-se a ocorréncia de um bloom de dinoflagelados Dinophysis acuminata na
zona costeira adjacente a Ria Formosa, no final de Margo de 2011. Estas microalgas produtoras
de toxinas lipofilicas do grupo diarreico (diarrhetic shellfish poisoning - DSP) foram
responséveis por niveis de acido ocaddico e de dinofisistoxinas superiores aos limites maximos
admissiveis detectados em améijoa-boa, berbigdo e ostra de todas as zonas de produgdo da
Ria Formosa. Houve, portanto, uma entrada de um elevado nimero de células desta alga no
sistema lagunar. A figura 13 apresenta os dados de toxicidade por DSP em améijoa-boa,
berbigdo e ostra provenientes da Ria Formosa (zonas de produgdo de Faro e Olhdo) obtidos
também no dmbito do programa de monitorizagdo de toxinas realizado pelo IPIMAR (Anexo 1 -
Metodologias analiticas e observagbes). O limite de 160 ug acido ocadaico (AO) equivalente
por kg de tecido (EU 2004) foi ultrapassado em todas as espécies com excepgdo da ostra,
tendo o berbigdo atingido o valor mais elevado nas amostras analisadas durante o bloom algal.
A ocorréncia de toxinas nestas espécies de bivalves levou a interdicdo da apanha e
comercializagdo para consumo humano durante trés semanas de améijoas com inicio em 1 de

Abril de 2011. Esta interdicdo incluiu os viveiros A, B e C deste trabalho.
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Figura 13. Niveis de DSP (diarrhetic shellfish poisoning) em améijoa (Ruditapes decussatus), berbigéo
(Cerastoderme edule) e ostra (Crassostrea spp., Ostrea spp.} colhidos na Ria Formosa (zonas de

produgdo de Faro e Olhdo) entre Fevereiro e Maio de 2011.

3.6. Toxinas marinhas em bivalves da Ria Formosa: comparac¢do com dados histéricos

Periodo 2001-2010. A comparac¢do dos dados de 2011 foi realizada com dados histéricos do
programa de monitorizagdo de toxinas do IPIMAR referentes ao periodo entre 2001 e 2010. Os
tipos de toxicidade mais frequentemente detectados foram DSP e PSP (paralytic shellfish
poisoning) (Vale et al, 2008). Analisando os periodos de interdicdo nesta década verifica-se
uma menor intensidade e duragdo curta relativamente a outras zonas de produgdo em
Portugal. Na maioria dos anos, o limite regulamentar para toxinas diarreicas é apenas

ligeiramente ultrapassado e por periodos muito curtos. A situagdo em 2011 foi diferente

devido a interdigdo mais prolongada causada por DSP.
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3.7. Contaminantes quimicos acumulados nas améijoas: dados experimentais e

comparagao com dados histéricos

Zinco e Cobre. As concentragbes de zinco e cobre, na parte edivel das améijoas colhidas nos
viveiros A, B e C, entre Novembro de 2010 e Qutubro de 2011, foram baixos em comparacdo
com valores registados em outros ambientes lagunares ou estuarinos (Raimundo et al, 2011).
Estes dados foram comparados com valores registados em améijoas recolhidas nos mesmos
locais em 1984 (Fig. 14). Apesar destes elementos serem essenciais para o metabolismo dos
organismos, esta compara¢do mostra que, em 1984, a acumula¢do era superior a actual.
Aqueles valores deverdo estar relacionados com uma maior disponibilidade ambiental dos
elementos existente no passado na Ria. Os valores actuais, mais baixos, sdo atribuidos a uma
menor disponibilidade em resultado de uma redugdo da descarga de contaminantes quimicos
para a Ria. Varios factores podem ter contribuido para estas alteragdes, designadamente o
tratamento mais eficaz dos efluentes urbanos, as altera¢gSes nos processos industriais
incorporando preocupac8es ambientais e o eventual fecho de algumas actividades na zona. As
diferencas entre os dois anos foram mais acentuadas no viveiro A provavelmente devido a

proximidade da zona urbana/industrial da cidade de Faro.
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Figura 14. Niveis de zinco e cobre (ug por g tecido) na parte edivel de améijoa (Ruditapes decussatus)

colhidas nos viveiros A e B; anos de 1984 e 2011.

Chumbo e cddmio. As concentragdes de chumbo e cddmio, na parte edivel das améijoas
colhidas nos viveiros A, B e C, entre Novembro de 2010 e Outubro de 2011, foram inferiores
aos valores recomendados para o consumo humano (EU 2006). Estes dados foram também
comparados com valores registados em améijoas recolhidas nos mesmos locais em 1984 (Fig.
15). Esta comparagdo mostra que, em 1984, a acumulagdo era superior a existente
actualmente. Os valores deverdo reflectir uma variagao da disponibilidade ambiental destes
elementos na Ria. Os valores actuais mais baixos sdo atribuidos a uma redugdo da descarga
para a Ria. O tratamento mais eficaz dos efluentes urbanos, as alteragdes nos processos

industriais incorporando preocupagdes ambientais, a eliminagdo da gasolina com aditivos de

chumbo, e o eventual fecho de algumas actividades industriais na zona, sdo alguns dos
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factores que podem ter contribuido para estas alterages. As diferencas de chumbo entre os

dois anos foram mais acentuadas no viveiro A, dada a sua proximidade da cidade de Faro.
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Figura 15. Niveis de chumbo e cddmio (ug por g tecido) na parte edivel de améijoa (Ruditapes

decussatus) cothidas nos viveiros A e B; anos de 1984 e 2011.

3.8. Sobrevivéncia de améijoas em viveiros: dados experimentais

Esta sec¢do apresenta os resultados relativos a sobrevivéncia das améijoas transplantadas para

os viveiros A, B e C durante o periodo de estudo. Os valores de sobrevivéncia obtidos nos trés

viveiros ao longo de um ano de amostragem encontram-se representados na figura 16. Nos

viveiros A e B observou-se um decréscimo gradual dos valores ao longo do tempo, registando-
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se sobrevivéncias de aproximadamente 20% no final do periodo experimental. No viveiro C,
perto da barra, encontrou-se sobrevivéncia elevada no Inverno e Primavera (90-100%),
seguido de um decréscimo acentuado apenas nos meses de Junho e Julho. No final da

experiéncia registou-se uma sobrevivéncia préxima dos 40% dos valores iniciais.
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Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out

B viva B vw.s W viv.C

Figura 16. Percentagem de sobrevivéncia de améijoa (Ruditapes decussatus) transplantada para os
viveiros A, Be C.

3.9. Sobrevivéncia de améijoas em viveiros: compara¢ao com dados historicos

Com vista a examinar se os niveis de sobrevivéncia registada durante os ensaios foram
invulgares, compararam-se os valores de 2011 com os observados em 1997 e 1987 no viveiro B
(Marim) durante periodos anuais (Fig. 17). Esta figura permite evidenciar a existéncia de um
decréscimo acentuado nos valores de sobrevivéncia em 2011 (max. 40%) relativamente aos
dois anos usados como comparagao, que apresentam sobrevivéncias maximas de 80% (1987) e

50% (1997).
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Figura 17. Comparagdo da percentagem de sobrevivéncia de améijoa (Ruditapes decussatus) em 2011,
1997, 1987 no viveiro B.

3.10. Factores explicativos para a mortalidade anormal das améijoas
Os episddios de mortalidade de améijoas na Ria Formosa sdo recorrente, embora a
intensidade seja variavel de ano para ano, provavelmente a conjugac¢do de diversos factores de

caracter biologico e ambiental.

Diminuigéo das reservas energéticas. O ciclo reprodutivo das améijoas é caracterizado por um
periodo de acumulagdo de reservas energéticas (glicogénio e lipidos) no Inverno utilizadas para
o desenvolvimento dos gametas na Primavera (Banha, 1984). Durante o periodo de Verdo
ocorre a desova levando os organismos a uma debilidade fisiolégica devido a diminuigdo das
reservas energéticas. A figura 18 ilustra os periodos de desenvolvimento, desova e pds-desova

nas améijoas transplantadas para o viveiro C em estudo.
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Figura 18. Percentagem de améijoa (Ruditapes decussatus) na fase de desova e pés-desova apés
transplantagao para o viveiro C .

Patologias. A produgdo de améijoas na Ria Formosa decresceu consideravelmente nas Gltimas
duas décadas (Matias, 2007). Tem sido observado a partir dos anos 80 uma infestacdo
crescente das améijoas pelo protozodrio parasita Perkinsus atlanticus. A infecgdo pelo parasita
é caracterizada pela formagdo de nédulos nas branquias das améijoas, como se ilustra na
figura 19, levando a uma diminuicdo da capacidade respiratéria. A presenca deste parasita tem
sido relacionada com os surtos de mortalidade. O estudo desenvolvido no d&mbito do projecto
“AMBIPERK - Efeito dos Factores Ambientais na Infestacio pelo Parasita Perkinsus atlanticus
da Améijoa Ruditapes decussatus ” (Universidade do Algarve/CCMAR e IPIMAR) aponta para
que factores ambientais como temperatura, salinidade e ferro, podem influenciar a taxa de
crescimento e/ou de viruléncia do parasita, assim como a resisténcia da améijoa a infecgo.
Em particular, através de uma experiéncia laboratorial verificou-se um maior grau de infeccdo
para temperaturas da dgua de 15 e 20 2C do que a 25°C (Fig. 20). Estes resultados sugerem
que existem condicdes de temperatura na Ria Formosa mais favordveis para o

desenvolvimento do parasita no final do inverno e Primavera.

Conjugacéio de factores para a mortalidade anormal. Efectivamente no Verdo 2011 foi
detectada uma mortalidade anormal e abrupta em diversos viveiros na Ria Formosa, incluindo
0 viveiro C na Fortaleza. Foi realizado no IPIMAR o rastreio do parasita Perkinsus, tendo sido

registados niveis de infec¢do elevadissimos. Cerca de 70% das améijoas encontravam-se no
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nivel 4-5, numa escala de 0 a 5. Estes resultados sugerem uma rela¢do entre a mortalidade
anormal no viveiro C no més de Junho e Julho e a presenga deste parasita. Ndo é de excluir a
conjugacdo de outros factores concorrentes para a mortalidade. Por exemplo, a menor
oxigenacdo da agua verificada durante o Verdo, em particular nas marés mortas, leva a um
dispéndio adicional de energia por parte do organismo através do aumento da taxa de filtragdo
para a realizagdo da respiragdo. Esta situagdo verifica-se num periodo de debilidade das
améijoas em termos fisiologicos devido ao esforgo reprodutivo. Salienta-se que a mortalidade
incidiu sobre a améijo-boa e ndo em outros organismos bentonicos de forma significativa. Este
facto evidencia a apeténcia desta espécie para desenvolver niveis elevados de infestagdo por

Perkinsus perante a conjugacao dos factores supra-mencionados.

Figura 19. Fotografia de uma branquia de améijoa (Ruditapes decussatus), onde se podem observar os
nédulos do parasita Perkinsus atlanticus. (Projecto AMBIPERK).

_________.__*_- .l

m15eC/36 © 209C/36 M 25eC/36

0 e ————

Figura 20. Efeito da temperatura no grau de infeccdo pelo parasita Perkinsus atlanticus em améijoa

(Ruditapes decussatus).
23



S

e

e

ST

S

e

QUASUS - Terceiro Relatério de Progresso - Abril 2012

4. Consideragdes finais

As condigbes ambientais da Ria Formosa parecem ter melhorado relativamente a anos
anteriores. Esta melhoria esta em concordancia com as medidas tomadas pelas autoridades
competentes para a redugdo das pressdes antropogénicas. Contudo, no ano de 2011, ocorreu
mais uma vez uma mortalidade anormal de améijoas nos viveiros da Ria Formosa.
Provavelmente diversos factores actuaram em conjuga¢dao como sejam, o nivel elevado de
infestacdo por Perkinsus, a debilidade das améijoas em termos fisiolégicos devido ao esforgo
reprodutivo, e a elevada temperatura da agua, potenciando uma menor oxigena¢do com um
aumento do dispéndio energético das améijoas para a respiragao.

Com vista a minorar futuros episédios de mortalidade sibita de améijoas em viveiros sera
importante o desenvolvimento de um sistema de alerta, que devera contemplar a
monitorizagdo da temperatura da agua, do nivel de infestagdo por Perkinsus e do estado de
maturac¢do dos bivalves. No caso de haver uma conjugac¢do de debilidade fisiolégica, elevada
infestacdo e temperatura elevada em periodos de maré morta, devera ser divulgado o alerta
junto dos viveiristas. A realizagdo de dragagens nas dreas da Ria com maior assoreamento

evitard a ocorréncia de periodos de menor oxigenag¢do das aguas.
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Anexo | - Metodologias analiticas e de observacao

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 muitiparamétrica.

Nutrientes. As amostras de agua foram filtradas através de membranas Nuclepore (MSl) com
0.45 um de porosidade e conservadas no frio. Os nutrientes dissolvidos foram determinados
por colorimetria num autoanalisador: aménia, nitrito e nitrato, com limite de deteccdo 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 acido. Posteriormente procedeu-se a sua determinagdo por titulagdo colorimétrica no
referido autoanalisador. Na determina¢do da amdnia, os ibes presentes na amostra reagem
com fenol e hipoclorito em meio alcalino, seguindo a reaccdo de Berthelot. O citrato de
trissédio e o EDTA (acido etilenodiaminotetracético) sdo adicionados a amostra para evitar a
precipitacdo dos hidréxidos alcalinos, enquanto que o nitroprussido age como catalisador. O
indofenol azul foi medido a 660 nm. Na determinagao do nitrito, este composto reage com o
sulfanilamido e o acido N-(1-naftil)-etilenodiamino em meio acido 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 tampdo. Os nitritos
formados reagem com o sulfanilamido e o acido N-(1-naftil)-etilenodiamino em meio acido
originando sal diazonium, colorido, que é medido a 550 nm. Na determinagdo do fosfato, os
ides ortofosfato reagem com o molibdato em meio acido para formar fosfomolibdato e depois
com o acido ascérbico para formar molibedénio azul, cuja intensidade é medida a 880 nm ou

660 nm {Falcdo e Vale, 2003).

Clorofila a. Apés a colheita, as amostras de dgua foram filtradas através de filtros Whatman
GF/F 45mm diametro 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
determinagdo da clorofila a foi realizada em espectrofotémetro antes e apés acidificagdo dos

extractos com HCl (0.5M) e as leituras efectuadas a 750 nm e 664 nm (Lorenzen, 1967).
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2. Parametros ligados a producdo de bivalves

Sobrevivéncia. Antes de se proceder a 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 diferenga entre o nimero de juvenis
colocados no tempo 0 e em cada um dos tempos amostrados permitiu determinar a taxa de

sobrevivéncia.

Estado de maturagdo. Para a avaliagdo do estado de maturagdo, as améijoas foram abertas
por incisdo do dos musculos adutores, retiradas as branquias, sifdes e manto e introduzidas no
fixador (San Felice) por um periodo de 24 horas. Posteriormente as amostras ficaram a lavar,
em agua corrente por um periodo de 3 dias. A técnica utilizada para a elaboragio dos cortes
histolégicos constou, resumidamente, do seguinte: 1) Desidratacdo pela série ascendente de
alcodis; 2) Impregnagdo por um dissolvente de parafina — xilol; 3) Impregnag¢do em parafina; 4)
Inclusdo definitiva; 5) Cortes no micrétimo com 5-6 um de espessura; 6) Coloragdo
hematoxilina-eosina; 7) Montagem em DPX. As preparag¢des foram observadas ao microscépio

e os estados de maturagdo determinados de acordo com Matias et al (2009).
3. Parametros ligados a qualidade de bivalves

E. coli e coliformes totais. A andlise microbiolégica dos bivalves é efectuada no dia da recolha
das amostras. E utilizado o nGimero suficiente de bivalves até se atingirem as 80g de carne e
liquido intervalvar. Utiliza-se a técnica da fermentagdo dos tubos multiplos, com séries de
cinco tubes 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 suspensao-made em cada tubo de uma série de
cinco tubos contendo o caldo de glutamato modificado com minerais (meio MMGB) em

concentracao dupla. Inocula-se 1 miL da suspens3ao-mae nos cinco tubos contendo o meio

MMGB em concentragdo simples e 1 mL das diluiges 102, 10-3 e 104 noutras séries de cinco
tubos com 0 mesmo meio. Os tubos sdo colocados numa estufa de incubacdo a 372C durante
24h. Consideraram-se suspeitos (e positivos) os tubos que apresentaram turvagdo e alteragdo
da cor lilds do meio para amarelo, indicando viragem do pH devido a produgdo de &cido.
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Os tubos com reacgdo positiva sdo sujeitos a prova de confirmag3o. 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 coldnias azuis/esverdeadas indica a presenga de
Escherichia coli. Nas placas com meio CHR, o crescimento de coldnias de cor vermelha ou
rosadas indica a presenga de bactérias coliformes e o crescimento de colénias de cor violeta
escuro a presenca de E. coli. Reportam-se as sec¢Bes consideradas positivas aos tubos de
MMGB e anota-se o numero de tubos com reacg¢do positiva. A partir da tabela do NMP 1&-se o

ndmero de organismos presentes em 100g de amostra.

Toxinas marinhas. As determinagdes foram efectuadas por cromatografia liquida com
detecgdo por espectrometria de massa (DSP), com detecgdo fluorimétrica (PSP) e com
detec¢do por ultra-violeta (ASP). Apdés a amostragem os bivalves foram dissecados e
preparadas amostras compostas (n=30) com a totalidade dos tecidos. As metodologias
utilizadas para a extrac¢do das toxinas, determinagdo das concentra¢bes dos diferentes
compostos e conversdo para valores de toxicidade encontram-se descritas em Vale e Sampayo
(2002) para DSP, em Lawrence et al (1991) e Botelho et al (2010a) 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 ug acido domdico por g tecido.

Metais. Pesou-se rigorosamente cerca de 200 mg de amostra liofilizada de bivalve, adicionou-
se 4 cm3 de HNO3 (sp, 65% v/v) numa autoclave de teflon de acordo com o método descrito
por Ferreira et al (1997). A autoclave foi sujeita a uma temperatura de 602C durante doze
horas, aumentando-se para 100 2C durante uma hora. Em seguida, deixou-se arrefecer até
temperatura ambiente e adicionou-se 2 cm3 de H202 (sp, 30% v/v). A autoclave aberta foi
sujeita a uma temperatura de 802C durante uma hora. A solugdo final foi aferida a 50 cm3 com
agua ultra-pura e guardada em frascos de polipropileno para posterior anélise de cobre (Cu),
zinco (Zn), cddmio (Cd) e chumbo (Pb) por espectrometria de massa com plasma induzido (ICP-
MS). Os limites de detecgdo para os diferentes elementos determinados em bivalves foram os
seguintes: 0.0015 pg g™ para Cu; 0.0032 pg g™ para Zn; 0.00074 g g™ para Cd e 0.0088 ug g*
para Pb.
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