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Resumo

Os mexilhdes, por serem organismos sésseis filtradores, tém sido utilizados como
bioindicadores de contaminag¢do ambiental. Mytilus edulis é a espécie de mexilhdo mais
comum na costa portuguesa, o que justificou a sua utilizacdo no presente estudo como

bioindicador da qualidade da agua costeira de Peniche, Portugal.

Para o efeito, foram analisadas amostras de agua e de mexilhdo provenientes de
trés locais de Peniche (Marina, Fosso e ETAR) em quatro periodos (julho, setembro,
novembro e dezembro de 2020). As amostras de mexilhdo foram analisadas no que
respeita a parametros microbiologicos (quantificacdo de microrganismos totais, pesquisa
de E. coli e de esporos de clostridios sulfito redutores), bioquimicos (teores de proteina,
lipidos, cinzas, hidratos de carbono e perfil de acidos gordos) e pesquisa de particulas de
microplasticos na biomassa do mexilhdo. As amostras de agua foram analisadas no que
concerne ao pH, O dissolvido, temperatura, clorofila a, bem como aos teores de nitratos,

nitritos, amonia e fosfatos.

A elevada carga microbiol6gica das amostras provenientes da ETAR revelou que
este local proporcionou condi¢cdes menos favoraveis ao desenvolvimento dos mexilhdes, o
gue se traduziu por uma inibicdo do seu crescimento. Os mexilhdes provenientes da ETAR
destacaram-se também por maiores teores de MUFA, PUFA e proteina e menor contetdo

em SFA, comparativamente as amostras recolhidas na Marina e no Fosso.

Em todas as amostras estudadas foi detetada a presencga de microplasticos, com
valores entre 2 a 16 itens por grama de amostra. Estes resultados sugerem que existe uma
elevada presenca de microplasticos na costa de Peniche, o que até a data ndo tinha sido
reportado. Porém, sdo necesséarios mais estudos para determinar a composi¢céo dos itens

detetados a fim de identificar possiveis fontes poluentes do polimero.

Os valores microbioldgicos e nutricionais dos individuos recolhidos indiciam a baixa
qualidade ambiental da costa de Peniche. Os resultados confirmam que a espécie Mytilus

edulis retne os requisitos de bioindicador ambiental.

Palavras-chave: Mytilus  edulis, bioindicador, = Peniche,  microbiologia, bioquimica,

microplasticos.
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Abstract

Mussels, as sessile filter-feeding organisms, have been used as bioindicators of
environmental contamination. Mytilus edulis is the most common mussel species on the
Portuguese coast, which justified its use in this study as a bioindicator of coastal water

quality in Peniche, Portugal.

For this purpose, water and mussel samples from three sites in Peniche (Marina,
Fosso and ETAR) were analyzed in four periods (July, September, November and
December, 2020). The mussel samples were analyzed for microbiological parameters
(quantification of total microorganisms, E. coli and sulphite-reducing clostridium spores),
biochemical parameters (contents of protein, lipids, ash, carbohydrates and fatty acid
profile) and microplastic particles in the mussel biomass. Water samples were analyzed for
pH, dissolved O, temperature, chlorophyll a, as well as nitrate, nitrite, ammonia and

phosphate contents.

The high microbiological content of the samples from the ETAR showed that this
location provided less favorable conditions for the mussels, which resulted in an inhibition of
their growth. The mussels from the ETAR also had higher MUFA, PUFA and protein
contents and lower SFA content, compared to the samples taken from the Marina and the

Fosso.

In all samples studied the presence of microplastics was detected, with values
between 2 and 16 items per gram of sample. These results suggest that there is a high
presence of microplastics on Peniche coast, which has not been reported so far. However,
further studies are needed to determine the composition of the detected items in order to

identify possible pollutant sources of the polymer.

The microbiological and nutritional values of the collected individuals indicate the
low environmental quality of Peniche coast. The results confirm that the species Mytilus

edulis meets the requirements of an environmental bioindicator.

Key-words: Mytilus edulis, bioindicator, Peniche, microbiology, biochemistry, microplastics

Vi



viii



indice

YN0 [z Lo 1= o0 0= ) (o PP iii
RESUIMIO .ttt e ettt e et et e et e et e e e e et e e et et e et een e e e enn e eeeeans v
Y 01 1 = T PP Vi
TG ...ttt ettt ettt et e et et eeteere et e nteeteareeneas iX
INICE & FIQUIAS ......eeveeieeeeeeee ettt ettt ettt et et eseeaeeteeae et e s e e ereaeens Xi
1o ot e LI = o 1=1 =Y Xiii
I 1 0o [0 o T TR 1
1.1. Ambiente marinho e poluicd0 aNtroPOZENICA .....ueeeeiviiiieeieee e e 1
1.2. Bioindicadores de contaminagd@o ambiental...........cceeecuiiiieciiiei e e 2
O TR O 10 0 1= 4] | o T RSP SPR 3
1.3.1. Miytilus edulis: classificagdo taxondmica e caracterizagdo morfoldgica .........ccoceeevvcieeennns 3
1.3.2. Caracterizagao NULMICIONAL....cciccuiiie ittt e e e sbee e e s s breeeesbaneeeeans 6
1.3.3 Utilizacdo como bioindicador de contaminagdo ambiental..........cccccoveeeeeciieeicciiee e, 7

2 Enquadramento € ODJetIVOS ... 9
T Y (T F= VLS = 1= o o (o PRSPPI 11
3.1. Delineamento eXPerimeEntal .......cccuiiiieiiii e e e e e e e eaes 11
3.2. Preparagao das @mMOSEIas .....ccueeiiicieeeieiieeeeeiteeesetteeesstte e e esbreeeesbteeeesbteeeeabaaeeeasteeeeanrtaeaeanns 13
3.3. Analises a0 MeXilhG0 (MYLIlUS @AUIIS) ......c.eeecueeeiieeciie ettt et e e aae e svae s 13
3.3.1. Andlises MICroDIOIOZICAS ...ccuvieeeeiiie e e ettt e et e e arae e e nres 13
3.3.1.1. Quantificagdo Microrganismos tOTAIS .......cccueieeiiiiieeiiiee e e e 14
3.3.1.2 Quantificacdo de ESCAEIICRIA COli...........oeeecuueeeeciieieeciee ettt e 15
3.3.1.3 Pesquisa de esporos de clostridios sulfito-redutores ..........cccceeecveeeiicieeeciciiee e, 16

3.3.2. ANAlises DIOQUIMICAS .....viieiiiiiiie it rre e e e stae e e e sbre e e e ebae e s eabaeeeenarees 17
3.3.2.1. Quantificacdo de proteina total........cceeeeciiiiecciiie e 17
3.3.2.2. Determinacgdo de teor de lipidos tOtais.........eeeeeiiiieeciiiie et 18
3.3.2.3. Determinacdo do teOr d@ CINZAS ...eeviieieecciiiiiiee e ettt e e e e e e e e e e e ee e e e e e e e eannes 19
3.3.2.4. Determinacdo do teor de hidratos de carbono .........ccccevcvieeieiciiiee i 19
3.3.2.5. Andlise do perfil de 3cidos SOrdoS .......ueiieciiieeiiiiieeccieee e e 20

3.3.3 Andlise da presenca de MiCroplastiCoS .......cccveiiiiiieeiiciiee e e 21

3.4, ANGIISES @ ABUA .eeiiureiee et e ettt ettt e eectt e e e ettt e e eetteeeeebaeeeeeatreeeeeassaeeeaasbseeeatraeaeeaaraeeeeasraeaeanns 21
3.4.1 Quantificagdo de Clorofila @ .....cooeeeiiiieeie e 22
3.4.2. QuUantificagd0 de NITratoS . ..cuiiii it e e e e e e e e e s aare e e e e e e e e eeannes 23
RN R O IV E T a1 or- o [o Mo [N o |1 A o LY SRR 23




3.4.4. QUaNtificagao dE @aMONIA ...ccveeeiieiiie e e bee e e 24

3.4.5. Quantificagdo de fOSfatos ......ueiiieiiiii i 24

3.5, ANAIISE ESTATISTICA . e veereerieeriee ittt et 25
4. RESUIATOS € AISCUSSAOD ....ceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt ettt ettt e e e e e e e e 27
4.1. ANAliseSs MiICrODIOIOZICAS ....ueiivuiiieieiiiie ettt e et e s st e e e e bae e e senbaeeesnnaeee s 27
4.1.1 Quantificacdo de Microrganismos TOTAIS.....ccccciriiiiiiiie ittt eree e e srreee e 27

O A Yo [ Y= e [ ol PSRRI 29
4.1.3 Pesquisa de esporos de clostridios sulfito-redutores .........cccocuveeeeciieeicciiee e 31

4.2 ANALISES BIOGUIMICAS ..veeiiiviieeiiitiieeeeiieeeesiiteeeseitteeestteeeesateeeessataeeesassaeesenssaeeesassaeessansseeesssseeen 33
o T Yo Tl o LI o] o) =] - PSPPSR 33
0y 0o 1 (YU o Lo TN [T o1 [Tolc TP SRR 34
4.2.3 TON 1B CINZAS. i eutieutieieeteert ettt et ettt e s bt e st s e st e bt e bt e s bt e s bt e sheesateeat e et e esbeesaeesanesaneeane 35
4.2.4 Contelido em hidratos de CarboNO0 ........cocueeiieiiiiiieeeeee et e 36
Y = o e PR Yol o [ TN = e Yo o1 PRSP 37

/e o =T o= e [ a1 ol feT o] - 1y d [ole SRR 42
4.4. Analises fisico-quimicas as amoStras de A8Ua.......cccuieeeeciiieeeiiiiee e e e e e estee e e esaae e e e eaaeee s 44
A, L T eMPEIATUIG. i 44
A.4.2. SAlINIAAE ..ttt sttt be e bt sae e s aee e 45
4.4.3. Teor de Oz diSSOIVIAO ....cccveiiiiiriiiiieeee e e e e e 46
4.4.4 pH da dgua do mar nos locais de recolha........c..eeiieiiiiicciieecccee e 47
4.4.5 Quantificagd@o de Clorofila @ .......ococcuueieieciiee e 47

VI SR O TUF: [ A or- [or- o e [ o114 - o LY PSRN 48
VIO Sy B O TUF: o A1 ot [or-To e [ o114 41 £ 1RO PRSPt 49
VIR B O [UF: [ A or- [o=To Mo [SI-Ta 0 Vo1 1 - ISP UR SR 50
4.4.9. Quantificagdo de fOSFAatos ...cccuiiiiiicieie e 51
5.C0NSIAEragies FiNAIS ........oooviiiiiiiiii 53
6. Referéncias BIibliografiCas...........couvvviiiiiiiii 55

AN 10 1= 65




indice de Figuras

Figura 1.1- Atividade de servicos ecossistémicos providenciados pelos mexilhGes
(Retirada de Vaughn, 2018)........cciuiiiiiii et D)

Figura 3.1- Mapa indicativo dos locais de recolha de amostras analisadas.................... 11

Figura 3.2- Esquema global das andlises efetuadas as amostras de agua e de mexilhao
recolhidas nos locais e datas em eStudo.............ooiiiiii i 12

Figura 3.3-. Resumo do procedimento de quantificacdo de microrganismos totais em

Figura 3.4- Resumo do procedimento para a quantificacdo do teor em bactérias entéricas
Escherichia coli, pelo NMP nas amostras de mexilh30.................cocociiiiiiiini, 16

Figura 3.5- Resumo do procedimento para a identificacdo da presenca de esporos do

(0[] 0 =T (0 @4 [0 1S3 o 111 o 1P 17
Figura 4.1- Aspeto do meio de cultura (caldo MMGB) inoculado com amostras E. coli
(positivo a amarelo) e negativas (vermelho).............coiiii i, 29
Figura 4.2- Placa com meio TBX positiva para a presenca de colonias E. coli.............. 29

Figura 4.3- Identificacdo da presenca de esporos de clostridios sulfito-redutores com a
existéncia de manchas pretas e de presenca negativa os tubos amarelos....................... 31

Figura 4.4- Variac@o do teor de proteina, expresso em % de peso seco, das amostras de
mexilhdo colhidas na ETAR; Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro,
novembro e dezembro. Para cada local os meses que partiham o mesmo simbolo
apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si. Os dados estéo
apresentados naformameédia £ DP...........oiiiiii 34

Figura 4.5- Variacdo do teor de lipidos, expresso em % de peso seco, das amostras de
mexilhdo colhidas na ETAR, Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro,
novembro e dezembro. Para cada local, os meses que partiham o mesmo simbolo,
apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si. Os dados estéo
apresentados naformameédia £ DP.........ooiiii i 35

Figura 4.6- Variacdo do teor de cinzas, expresso em % de peso seco, das amostras de
mexilhdo colhidas na ETAR, Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro,
novembro e dezembro. Para cada local, os meses que partiham o mesmo simbolo,
apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si. Os dados estéo
apresentados na formamédia £DP.......... ..o 36

Figura 4.7- Variagdo do teor de hidratos de carbono, expresso em % de peso seco, das
amostras de mexilh&do colhidas na ETAR, Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho,
setembro, novembro e dezembro. Para cada local, os meses que partiham o mesmo
simbolo, apresentam diferencas estatisticamente significativas entre si. Os dados estédo
apresentados naformameédia £ DP...... ... 37

Figura 4.8- Variagdo do teor de acidos gordos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA)
e polinsaturados (PUFA), expresso em % de acidos gordos totais, das amostras de
mexilhdo colhidas na ETAR, Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro,
novembro e dezembro. Em cada local, diferentes simbolos, letras ou nimeros indicam
diferencas estatisticamente significativas nos SFA, MUFA, e PUFA, respetivamente. Os
dados estdo apresentados naformamédia £ DP..............oiiiiii 39

Xi



Figura 4.9- Andlise de componentes principais (PCA) das amostras de mexilhdo colhidas
na Marina, no Fosso e na ETAR nos meses de julho, setembro, e novembro e dezembro,
atendendo aos teores de A&cidos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) e
polinsaturados (PUFA) bem como teores de proteina, lipidos, cinzas e hidratos de
CAIDONO. . 41

Figura 4.10- Média de itens encontrados por g de amostra liofilizada, de mexilh&o colhido
na ETAR, Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e
Lo L=< .01 o o TR 42

Figura 4.11- Item de cor azulada observado na amostra de mexilhdo do Fosso no més de
10370 1] o] o 43

Figura 4.12- Item observados na amostra de mexilhdo da Marina no més de
10N Z=T 0 1] o o 43

Figura 4.13- Item observados na amostra de mexilhdo da Marina no més de
AEZEMIDIO. . .o e 43

Figura 4.14- Item observado na amostra de mexilhdo da ETAR no més de
(T0)Y7=T 001 o] o TN RPN 44

Figura 4.15-Variacdo da temperatura (°C) da agua, da ETAR, Fosso e Marina de Peniche
nos meses de julho, setembro, novembro e dezembro................oooii 45

Figura 4.16- Variagdo da salinidade, expressa em g/Kg, da agua da ETAR, Fosso e Marina
de Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e dezembro.................c.ceeivinen. 46

Figura 4.17- Variacdo da quantidade de O2 dissolvido, expresso em mg/L, da agua da
ETAR, Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e
O ZBIMID 0. .. 46

Figura 4.18- Variacdo do pH da agua da ETAR; Fosso e Marina de Peniche nos meses de
julho, setembro, novembro e dezembro...........coooiiiii i 47

Figura 4.19- Variacdo da concentragdo de Clorofila a, em mg.m-3 da agua da ETAR,
Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e
L0 (<=1 1101 0] (o TR 48

Figura 4.20- Variagcdo da concentragdo de nitratos, expressa em mg/L, da agua da ETAR,
Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e
L0 1= .Y a1 o o 49

Figura 4.21- Concentracdo de nitritos, expressa em mg/L. da agua da ETAR, Fosso e
Marina de Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e dezembro..................... 50

Figura 4.22- Concentracdo de amonia, expressa em mg/L, da agua da ETAR, Fosso e
Marina de Peniche nos meses de estudo. ...........cooiiiiiiiiiiiii e 51

Figura 4.23- Concentracdo de fosfatos, expressa em mg/L, da dgua da ETAR, Fosso e
Marina de Peniche nos meses de eStudO............cooiuiiiiiiii i 52

xii



indice de Tabelas

Tabela 4.1- Niumero de microrganismos totais, expressos em UFC/g, das amostras de
mexilhdo colhidas na Marina, Fosso e ETAR, nos meses de julho setembro, novembro e
L0121 o1 o] o 1S 28

Tabela 4.2- Resultados da presenca de E. coli, expressos em NMP por 100g das amostras
de mexilhdo colhidas na Marina, Fosso e ETAR, nos meses de julho, setembro, novembro
B 0B ZEIMIIO. .. 30

Figura 4.3- Identificacdo da presenca de esporos de clostridios sulfito-redutores com a
existéncia de manchas pretas e de presenca negativa os tubos amarelos...................... 32

Tabela 4.4- Acidos gordos detetados nas amostras de mexilhdo onde, com relevo em
negrito, estdo identificados os principais elementos de cada familia, saturados,
monoinsaturados € POlINSAUIATOS. ........ocietiii e e 40

xiii



1.Introducao
1.1. Ambiente marinho e poluicdo antropogénica

O meio marinho representa cerca de 70% da superficie do planeta Terra. A sua
evolucdo ao longo dos anos permitiu que nele habite um vasto nUmero de organismos, de
variadas espécies. Os ecossistemas marinhos tém extrema importancia na vida do nosso
planeta, uma vez que € onde se cria cerca de 50% da produgdo primaria global,
providenciando a sociedade, recursos renovaveis que apesar da sua importancia, tém

vindo a ser alvo de vérias ameacas (Goulletquer et al., 2014).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, (OMS, 2000), durante varias geracdes
existiu uma relacdo harmoniosa entre as populagfes e o oceano, de onde eram retirados
recursos para sobreviverem. A sociedade beneficiava das dguas costeiras de diversas
formas, ndo s6 pela alimentagdo obtida através da pesca, como também pelas
consequéncias desta atividade, seja de cariz social, pelos postos de emprego criados,

como econdémico, através do comércio dos recursos marinhos capturados.

Com a evolucdo da sociedade e da ciéncia, observou-se um aumento das
atividades humanas e as aguas marinhas costeiras entraram num intenso processo de
poluicdo e exploracdo (Waldichuk, 1977). Inicialmente os recursos marinhos tinham
apenas interesse alimentar. No entanto, ap6s descoberta do seu uso para fins
farmacéuticos e cientificos, houve um consideravel aumento na procura e exploragdo do
stock disponivel com consequéncias para 0 meio marinho. As espécies tém mais
dificuldade em repor individuos existentes, uma vez que sédo também fortemente afetadas
pela poluicdo antropogénica (Boeuf, 2011). A Tragédia dos Comuns, proposta em 1968 por
Garret Hardin (Hardin, 2010), justifica a existéncia de poluicdo com o crescimento
populacional, por se considerar os recursos naturais de uso comum. Estes acabam por
sofrer o efeito tragico do desenvolvimento da sociedade, seja de forma poluente ou
excesso de consumo. Contrariamente ao descrito por Garret Hardin, a problematica da
poluicdo marinha ndo € considerada como uma forma de retirar um bem comum como
propriedade privada, mas sim, colocar algo, despejar residuos no meio marinho, como uma
partilha de poluicdo de um recurso comum, o que se deve principalmente a dificuldade de

fazer cumprir os direitos de propriedade (Afonso et al., 2021; Hardin, 2010).

A Convencao das Nac¢des Unidas sobre o Direito do Mar (Oficial & Europeias, 1998)

descreve como poluicdo marinha a introducdo pelo homem, direta ou indiretamente, de




substancias ou de energia no meio marinho, incluindo os estuérios, sempre que a mesma
provogue ou possa Vvir a provocar efeitos nocivos, tais como danos aos recursos vivos e a
vida marinha, riscos a salde do homem, entrave as atividades maritimas, incluindo a
pesca e outras utilizacBes legitimas do mar, alteracdo da qualidade da 4gua do mar, no
que se refere & sua utilizacdo e deterioracdo dos locais de recreio. A ocorréncia de
poluicdo pode ter diversas causas, estando as mais comuns associadas a residuos
industriais, esgotos, plasticos e derrames de 6leo. O seu transporte até ao mar da-se pelo
rio, desde a costa terrestre até a costa marinha e oceanos (Sheppard, 2001). O mar torna-
se, entdo, o destino final dos elementos desperdicados, além da matéria organica,
acumulando muitos contaminantes inorganicos e quimicos nos sedimentos ou tecidos dos
organismos. Algumas dessas substancias sdo biodegradaveis, enquanto outras persistem
no ambiente marinho, onde alguns organismos as podem bioacumular nos seus tecidos
gordos. Esta situacdo tem impactos devastadores para os ecossistemas marinhos e para

os consumidores finais dos seres vivos marinhos (Frid, 2017).

Nos ultimos anos, a poluicdo por plasticos nomeadamente por microplasticos, tem
merecido particular atencdo devido ao seu elevado consumo a escala global. Os
microplasticos sdo pequenas particulas de plastico com dimens6es compreendidas entre
1um e 1mm, algumas das quais produzidas especificamente a essa microescala como, por
exemplo, para produtos cosméticos (Fendall & Sewell, 2009). Por outro lado, podem
também ser o resultado da degradacdo de detritos de plasticos maiores, tais como fibras
de poliéster, sacos de plastico, entre diversos outros objetos criados com este material
(Browne et al., 2011). Estes polimeros tém sido foco de estudo pela sua presenca em
seres vivos, sendo ja conhecidos alguns dos maleficios que podem causar. Neste ambito,

foram j& encontrados e reportados microplasticos em mexilhdes.

1.2. Bioindicadores de contaminagcdo ambiental

Designa-se por bioindicador uma espécie que atue como indicador biolégico da

gualidade de determinado ambiente, seja este um habitat uma comunidade ou todo um

ecossistema (Markert & Breure, 2003).

Os bioindicadores sdo utilizados, de acordo com uma selecdo criteriosa, para
complementarem outros testes de monitorizacdo, de modo que seja possivel identificar

alteracfes existentes, antes de atingirem niveis problematicos (Harris, 1995).



Ao utilizar uma espécie para monitorizacdo ambiental é necessario que a mesma
corresponda a alguns critérios, como ampla distribui¢cdo, biologia conhecida, imobilidade,
capacidade de alertar precocemente possiveis alteracdes, funcao crucial no ecossistema,
resposta homogénea aos poluentes e reacédo téxica identificavel com o nivel de poluicdo
(Hilty & Merenlender, 2000)

Os bivalves, como o mexilhdo, tém sido utilizados de forma recorrente para estudar
0 impacto da poluicdo antropogénica na qualidade de aguas costeiras, por reunirem as
caracteristicas acima referidas. A sua reduzida mobilidade torna-os sensiveis a alteragtes
na qualidade da agua, inclusive aos poluentes que tendem a acumular-se no ecossistema
(Laitano & Fernandez-Gimenez, 2016). O facto de serem filtradores sésseis e a sua area
de distribuicdo incidir em zonas costeiras e estuarinas, fornece-lhes uma capacidade de
reter contaminantes que acumulam, atingindo niveis que, quando estudados, s&o
superiores aos detetados por meio de medigdes instrumentais na agua do mar (Walker et
al., 2013).

1.3. O mexilhao

1.3.1. Mytilus edulis: classificacdo taxondmica e caracterizacdo morfoldgica

O mexilhdo é um molusco bivalve pertencente a familia Mytilidae, filo Mollusca, que
habita na zona intertidal rochosa. No mesmo habitat coexistem espécies de lapas (Patella
vulgata e Patella depressa), cracas (Chthamalus montagui) e de algas (Corallina spp.,
Caulacanthus ustulatus) (Boaventura et al., 2002). Por partilhar espago com outros seres
vivos, a disponibilidade e qualidade do alimento tém um grande impacto no crescimento da
espécie Mytilus spp., estima-se que a sua vida pode ter uma duracdo de 20 anos
(Suchanek, 1981; J Widdows & Johnson, 1988). Fisicamente, distinguem-se pela sua

concha alongada, que pode ter cor acastanhada ou azulada.

Os mexilhdes sdo animais sésseis que se alimentam por filtracdo de fitoplancton e
matéria que esteja em suspensao na coluna de agua. No entanto, tém a capacidade de se
disporem em relacdo benéfica para o alimento (Seed, 1969). Por habitarem em zonas com
grande variacdo de temperatura e salinidade, sdo animais com grande dependéncia do
alimento disponivel no local, e o seu desenvolvimento varia com a sua localizacdo, a

qualidade da agua e o alimento disponivel (Ross & Nisbet, 1990).




A reproducao da espécie ocorre por libertacdo dos espermatozoides e 6vulos para
a coluna de 4gua, onde ocorre a fertilizacdo externa. Nesta fase existe uma grande perda
de dvulos devido a acdo de predadores, pelo que a espécie liberta um maior nimero de
ovulos em relacdo a espermatozoides, de modo a garantir a sua reproducdo. As condicbes
ambientais influenciam a libertacdo de gametas bem como a sua sobrevivéncia durante o
processo larvar, que pode durar até um més. A gametogénese tem inicio quando o
mexilhdo adulto sofre maturacdo das gdnadas Este processo esta sujeito aos fatores
ambientais j& mencionados, a profundidade a que o individuo se encontra, bem como a
fatores endogenos, genéticos e hormonais. A libertacdo dos gametas da-se em épocas de
agua quente e os espermatozoides fecundam os 6vulos dando inicio a fase larvar. Neste
estagio os individuos fixam-se a um substrato, no entanto, num estado de desenvolvimento
tardio podem mudar-se fixando-se noutro local com melhores condigbes de sobrevivéncia
(Skibinski et al., 1983; Thompson, 1979).

Os mexilhdes formam coldnias, agregando-se uns aos outros, de modo a facilitar o
processo de reproducdo e assegurar a sua protecdo. Ao longo do seu ciclo de vida os
mexilh6es tém diversos predadores, nomeadamente, medusas, estrelas-do-mar, buzios,
caranguejos e aves marinhas (Kitching et al., 1959). O espessamento da concha, ocorrido
ao longo do tempo e em condi¢cdes ambientais mais quentes, é essencial para a defesa do

individuo.

O crescimento do mexilhdo € sazonal, na primavera e verdo ocorre mais
rapidamente por haver maior disponibilidade de alimento, devido a temperatura elevada da
agua, sendo mais lento no inverno, com as temperaturas mais baixas o alimento disponivel

diminui e, consequentemente, 0 seu crescimento.

As brénquias do mexilhdo tém um grande desenvolvimento uma vez que sdo o
orgdo responsavel pela alimentacdo, bem como pela respiracdo. No processo de
alimentacdo, uma parte das particulas filtradas ficam retidas nas branquias. Uma porcao é
imediatamente rejeitada e eliminada para o exterior, e outra é ingerida pela boca e
direcionada para o estbmago para posterior digestdo (B. L. Bayne, 1998; Wai & Levinton,
2004).

E relevante referir a importancia que esta espécie tem para o ecossistema (Figura
1.1). A sua condi¢do de animais filtradores torna-os por si s6 um servigo ecossistémico,
que providéncia alimento (tanto para os seus predadores animais, como para 0s humanos)
e habitat para outras espécies (parasitas como algas e cracas, por exemplo). Como

consumidores primarios, ao filtrarem os poluentes da coluna de agua acumulam-nos no



seu organismo, retiram uma quantidade elevada de particulas da agua, tornando-a com
melhor qualidade. Os produtos obtidos do mexilhdo ndo sdo apenas alimentares, mas
também existem pecas de arte e bijuteria criadas a partir da concha destes animais. A
biofiltracao realizada, proporciona uma regulacdo do meio marinho, que providencia uma
melhor qualidade da agua envolvente, mas também a acumulacao dos elementos filtrados,
no seu organismo, permite que os mexilhdes sejam um 6timo indicador para monitorizacao
ambiental marinha, desta forma, mexilhdes servem ainda em mais um servico

ecossistémico pelo seu valor de conservagédo (Vaughn, 2018).

Uma vez que os mexilhdes sédo seres vivos filtradores que se alimentam retirando
particulas da coluna de agua para o seu organismo, acumulando assim nutrientes para se
alimentarem, mas também poluentes que possam estar presentes na agua filtrada, estes
seres vivos passam 0s elementos téxicos para os niveis seguintes da cadeia tréfica.
Assim, transferem os poluentes marinhos, que consumiram, para 0s seus predadores
(Beyer et al, 2017). Os predadores que se alimentam de mexilhdo podem ter
consequéncias derivadas do consumo de individuos contaminados e dentro do grupo de

consumidores da espécie esta o ser humano.
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Figura 1.1- Atividades de servicos ecossistémicos providenciados pelos mexilhdes (Retirada de
(Vaughn, 2018).

Pelas caracteristicas inerentes a sua alimentacado, estes seres vivos estao sujeitos
a ingerirem qualquer elemento presente na coluna de agua sejam estes organicos ou

inorganicos.

Além dos seus predadores, a poluicdo antropogénica é, de facto, uma grande

ameaca para a espécie. A corrente de agua vinda do meio terrestre que chega ao meio



marinho transporta consigo uma elevada quantidade de componentes tdxicos, como
bactérias, que, mais tarde, serdo ingeridos e acumulados no organismo de animais
filtradores como o mexilhdo. As bactérias e microrganismos derivadas da poluicdo afetam

de forma prejudicial o organismo onde se aloja.

1.3.2. Caracterizacao nutricional

O interesse pela composi¢do nutricional dos mexilhdes deve-se ndo s6 ao facto de
serem um recurso alimentar, mas também a sua utilizacdo como animais sentinela, o que

despoletou diversos estudos (Azizi et al., 2018; Viarengo & Canesi, 1991).

A disponibilidade de alimento e a temperatura do ambiente tém influéncia no
crescimento da populacdo. Um estudo desenvolvido por (J. Widdows, 1978) sugere que
condi¢des pouco favoraveis aos individuos da espécie Mytilus edulis condicionam o seu
crescimento, uma vez que 0 organismo recorre as suas reservas metabdlicas até existirem
melhores condi¢cdes no seu habitat (Thompson & Bayne, 1974). O mesmo fenébmeno pode
ser observado relativamente a restricdo do ciclo reprodutivo das populagdes (B. Bayne &
Worrall, 1980). A variacdo da composicdo bioquimica do mexilhdo ao longo do ano foi alvo
de estudos que revelam que as principais variages se devem néo s0 a fatores ambientais,
disponibilidade de alimento, temperatura, crescimento, como também relacionam fatores

nutricionais com o ciclo reprodutivo (Dare & Edwards, 1975)

A relacdo entre a qualidade da alimentacdo das populacfes e a sua composi¢ao
bioquimica foi estudada por (Pleissner et al., 2012). Nesta pesquisa o contetdo de acidos
gordos polinsaturados (PUFAs) em individuos da espécie Mytilus edulis teve total relagéo
com a presenca desta familia de acidos gordos na alimentagdo. Existiu também um
aumento nos niveis de proteina e lipidos nos mexilhdes alimentados por algas com
maiores concentracfes desses nutrientes. Nos individuos que ndo tiveram alimento
disponivel ndo foi observado crescimento ao longo do tempo. No entanto, 0s seus niveis
de proteina e glicogénio diminuiram, enquanto o conteudo lipidico e de PUFAs se
manteve. Neste e noutros estudos foi possivel detetar uma relacdo direta entre a
composi¢do da dieta dos mexilhdes e o seu conteddo nutricional (de Zwaan & Zandee,
1972). Apesar de todas as variaveis estarem a ser controladas em laboratério, houve
também variacdes temporais, sugerindo que na época reprodutiva, abril, exista uma
diminuicdo nos niveis de glicogénio e proteina, enquanto que o conteddo lipidico sé

apresenta variacdo no inverno, época de desova que requer um elevado gasto de energia.




As mesmas variacfes foram observadas no estudo de (Zandee et al., 1980) que ainda

reportou um aumento proteico durante o crescimento dos individuos.

Nutricionalmente o mexilhdo é composto por cerca de 50% proteina, 15% de
gordura, 20 a 30% de matéria inorganica e 5 a 15% de hidratos de carbono (Capuzzo &
Leavitt, 1988; Dare & Edwards, 1975; Okumus & Stirling, 1998; Slabyj, Eoh Dan M.
Carpenter, 1977). Os &cidos gordos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) e
polinsaturados (PUFA) compdem a fracdo lipidica. Apesar da familia de acidos gordos
mais abundante variar bastante entre populagbes, geralmente existem maiores
concentragbes de PUFA ou SFA, sendo que no ultimo sdo geralmente amostras
associadas a zonas de menor qualidade ambiental (Freites et al., 2002; Fuentes et al.,
2009). Os SFA mais representativos sao os acidos miristico (C14:0), palmitico (C16:0) e
estearico (C18:0), dos MUFA sobressaem os acidos palmitoleico (C16:1) e oleico (C18:1),
nos PUFA destacam-se os acidos linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3), eicosapentaendico
(EPA) e docosahexaendico (DHA) (Fernandez et al., 2015; Galap et al., 1999; Orban et al.,
2002)

A pesquisa bibliografica reporta que a composicdo da biomassa do mexilhdo
Mytilus edulis depende dos fatores do seu habitat séssil (quantidade e qualidade de
alimento disponivel),e da época de recolha das amostras (fase do ciclo reprodutivo)
(Pleissner et al., 2012).

1.3.3 Utilizagdo como bioindicador de contaminagdo ambiental

Tal como referido anteriormente, os mexilhdes sao seres filtradores, alimentando-se
por filtracdo das particulas que se encontram na coluna de &gua. Desta forma, ingerem o
que estiver disponivel no meio marinho, inclusive poluentes e nanoparticulas (Koehler et
al., 2008). Compostos quimicos, como os hidrocarbonetos, entram no meio marinho
através de atividades em alto mar, derrames de 6leo, descargas de rios e inclusive através
de transporte atmosférico. Na coluna de agua séo ingeridos e, desta forma, contaminam os
mexilhdes (De Witte et al., 2014). Outra grande ameaca é a 4gua contaminada proveniente
de esgotos, onde a poluicdo microbiana de origem fecal atinge as populacdes de
mexilhdes existentes em zona de efluentes de esgoto, de descargas industriais,

escoamentos de zonas com atividades agricolas (Campos et al., 2013).




Por corresponderem aos requisitos de bioindicador, os mexilhdes foram dos
primeiros animais usados para avaliar a qualidade ambiental da 4gua do mar, por
fornecerem alimento e habitat para muitas outras espécies (Bennet-Clark, 1976; Laitano &
Fernandez-Gimenez, 2016; Markert & Breure, 2003). No entanto, sdo, também, um meio
de transporte de poluentes marinhos para niveis tréficos mais elevados na cadeia
alimentar, o que o torna um elemento crucial por também servir de alimento para a
populacdo humana. Consequentemente, a qualidade dos mexilhdes afeta, também, a
saude humana (Beyer et al., 2017; Goldberg, 1975). Viarengo (Viarengo & Canesi, 1991)
aponta para as alteragdes bioguimicas resultantes do stress que os mexilhdes sofrem ao
estarem em contacto com contaminantes, que tornam a populagdo mais vulneravel para
outras alteragbes ambientais que possam ocorrer (Azizi et al., 2018; Cunha et al., 2017; Li
et al., 2019; Walker et al., 2013).

Vérios estudos apontam a utilizacdo dos mexilhdes como bioindicadores marinhos,
dando a conhecer a qualidade da agua costeira da regido em estudo. Em Portugal foram
realizadas diversas pesquisas utilizando mexilnées como bioindicadores ambientais. Um
estudo toxicolégico realizado em 8 locais ao longo da costa, incluiu a zona de Peniche,
para pesquisa da presenca de componentes anti-inflamatorios no organismos dos
mexilhdes, concluindo que a toxicidade presente nesses seres vivos era semelhante a do

ambiente costeiro (Cunha et al., 2017).

No ambito do uso de mexilh6es como indicadores do estado da agua, foi realizada
uma pesquisa para onde foi reportada a exposicdo a que estes organismos tém aos
contaminantes marinhos, mais precisamente, aos poluentes com filtro-UV (Castro et al.,
2018).

Outro estudo mais recente, a fim de documentar a presenca de plasticos na costa
nacional, levou a observagdo de mexilhdes de 4 locais onde foi possivel detetar particulas

de microplasticos nos seus organismos (Marques et al., 2021).




2 Enquadramento e objetivos

s

Peniche é uma peninsula com clima temperado mediterranico do tipo oceanico,
caracterizada pela sua costa intertidal rochosa com escarpas, sistemas dunares e diversas
praias. Na época balnear € um destino turistico muito procurado, pelas suas famosas
condicbes para praticar surf. Esta pressdo turistica e 0s seus impactos ambientais
contrastam com os pacatos meses de inverno onde a atividade piscatoria € o principal fator

de movimentagdo na costa da cidade.

Na costa Oeste, durante o verao e inverno, 0os ventos dominantes sao de norte para
sul e de sul para oeste, respetivamente (Santos et al.,, 2015). A circulagdo do vento
influencia a direcdo das correntes superficiais, que transportam detritos de um local para o

outro.

Com o desenvolvimento social cresce também a poluigdo marinha, com especial
impacto nas zonas costeiras. Os animais filtradores estdo expostos aos mesmos

componentes toxicos presentes na coluna de agua.

A monitorizacdo da qualidade da &gua e consequentemente, dos seres Vivos
presentes, previne futuros problemas ambientais. Neste estudo, pretendeu-se utilizar a
espécie de mexilhdo Mytilus edulis como bioindicador para avaliar a qualidade da agua da

zona costeira de Peniche.
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3. Materiais e métodos

3.1. Delineamento experimental

A area de estudo localiza-se na regido oeste de Portugal continental, em Peniche.
onde foram escolhidos 3 locais para a realizagdo das amostragens, a Marina de Peniche,
um local conhecido por “Fosso”, localizado no centro da cidade, e a zona da ETAR de
Peniche (Figura 3.1).

<

ETAR

Marina | 7
| 4
M
‘alhae

Figura 3.1-Mapa indicativo dos locais de recolha de amostras analisadas

Em cada local de amostragem foram recolhidos mexilhdes e agua tendo este
processo sido realizado nos meses de julho, setembro, novembro e dezembro de 2020.
As datas foram escolhidas tendo em consideracdo a maré mais baixa de cada més. Em

cada momento de amostragem foram registados os valores de temperatura, clorofila a e
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oxigénio dissolvido da agua do mar. A 4gua recolhida foi também analisada no que

respeita aos teores de amonia, fosfatos, nitratos e nitritos.

Os mexilhdes capturados foram caracterizados em termos de (i) contaminacdo
microbiolégica (microrganismos totais; presenca de E. coli e de esporos de clostridios
sulfito-redutores; (ii) composigéo bioquimica (teores de proteina, lipidos, cinzas e hidratos
de carbono bem como perfil de &cidos gordos; (iii) contaminagdo por microplasticos
(Figura 3.2).

Analises

Agua recolhida
no mesmo

Mexilhdo

(Mytilus edilus) momento

Estudo Estudo

Presenca de
microplasticos bioquimico

Pardmetros

microbioldgico fisico-quimicos

., A

Microrganismos
Totais

Esporos de

clostridios
sulfito-redutores

Figura 3.2- Esquema global das andlises efetuadas as amostras de dgua e de mexilhdo
recolhidas nos locais e datas em estudo.
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3.2. Preparacao das amostras

A preparacdo dos bivalves foi efetuada lavando-se cuidadosamente a parte
exterior, eliminando toda a sujidade. Os bivalves utilizados para as analises
microbiologicas (cerca de 20 individuos de cada local) foram mantidos fechados e
inteiros. Os restantes individuos foram agrupados em 3 conjuntos por cada local, aos
guais foi removida a concha. Durante o processo de abertura dos mexilhGes, foi ainda
registada a massa (balanga Sartorius, modelo: Entris 224I-1S, capacidade méaxima de
220 g) e tamanho dos individuos e congelados em 3 frascos de 100 g cada. Os dados
recolhidos encontram-se nos Anexos | a Xl Posteriormente, os mexilhdes foram
liofilizados e homogeneizados de modo a obter uma amostra uniforme. As analises foram

realizadas com recurso a 3 réplicas de cada amostra.

As amostras de agua recolhida, nas duas primeiras datas foram congeladas
devidamente identificadas. No entanto, as recolhas do més de novembro e dezembro

foram analisadas apds a amostragem, sem passar pelo processo de congelamento.

3.3. Analises ao mexilh&o (Mytilus edulis)

3.3.1. Analises microbioldgicas

As amostras foram preparadas segundo a Norma Portuguesa (NP-3006, 1985),
em condicOes de assepsia. Os mexilhdes foram abertos recorrendo a um bisturi, retirando
toda a sua carne e liquido intravalvar para um saco de Stomacher, obtendo-se uma
massa de cerca de 100 g (balanca Sartorius, modelo: Entris 224I1-1S, capacidade maxima
de 220 g). Ao saco de Stomacher com 100g de amostra foi adicionada igual massa de
agua peptonada (Merck) previamente esterilizada. O saco foi levado ao Stomacher por
cerca de 5 minutos e, com uma pipeta, foram retirados 20 mL do homogeneizado para
um frasco Schott com 80 mL de agua peptonada, obtendo-se assim a solucdo mae,
diluicdo 107. Foram realizadas diluicbes em duplicado até 10™*, retirando 1 mL da

solucéo anterior para cada frasco com 9 mL de agua peptonada.
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3.3.1.1. Quantificacdo microrganismos totais

A quantificacdo de microrganismos totais nas amostras foi feita de acordo com a
Norma Portuguesa (NP 3278, 1986.). O método usado para o crescimento de coldnias foi
por incorporacdo da amostra, sendo assim propicio ao desenvolvimento de bactérias
formadoras de coldnias. Esta andlise representa, entdo, o nimero provavel de bactérias
presentes na amostra capaz de produzir colénias no meio utilizado nas condi¢cées de

incubacao descritas.

A quantificagdo de microrganismos totais foi realizada utilizando o meio de cultura
Plate Count Agar- PCA (HiMedia). O meio foi distribuido por 2 caixas de Petri para cada
diluicdo, através da técnica de incorporagdo, com 1 mL de suspensdo da amostra. Findo
o procedimento e fecho da placa, procedeu-se a agitagdo da mesma, de modo a obter
uma distribuicdo homogénea dos microrganismos. Apos solidificagdo do meio de cultura,
as caixas de Petri foram colocadas a incubar em estufa (Memmert, UF450), a 30°C por
7212 horas (Figura 3.3). Posteriormente, contaram-se as colonias das placas
correspondentes as diluicdes que continham entre 30 e 300 coldénias. Os resultados
foram expressos em numero de unidades formadoras de col6nias (UFC) por grama de

mexilhdo fresco, multiplicando o nimero médio de colénias pelo inverso do fator de

diluicdo.
Adicionar Enwolver
cerca de cuidadosamente Incubar a 30°C
k @ ) 15ml de meic até obter uma bor 7242 horas
pCa distribuigdo
\\—‘/ homogénea

Figura 3.3- Resumo do procedimento de quantificagcdo de microrganismos totais em UFC.
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3.3.1.2 Quantificacdo de Escherichia coli

As bactérias entéricas, como a Escherichia. coli (E. coli) sdo usadas como
organismos indicadores para avaliar a qualidade sanitaria de moluscos. As andlises de
quantificacdo de E. coli nas amostras foram realizadas com o caldo de glutamato com
minerais- MMGB (HiMedia)- forca dupla e forca simples de acordo com a Norma
Portuguesa (NP 2308, 1986). O método usado é composto por duas fases. A primeira é
uma etapa de reanimagéo que requer a inoculacdo de caldo MMGB com uma série de 5
tubos de cada diluicdo de amostra, e incubacdo das mesmas nas condigbes propicias a
producdo de &cido a partir da lactose presente no caldo. A segunda fase é onde se
realiza a confirmacao pela subcultura dos tubos com alteracdo de cor, que passaram de
roxo para amarelo- possiveis positivos- que foram produtores de acido, em placas de
Petri com agar e incubadas em condi¢des propicias a expresséo da atividade da enzima
B-glucuronidase.

No caldo MMGB for¢a dupla apenas foi inoculada a solu¢édo-méae (correspondente
a diluicdo 1071), transferindo-se 10mL da suspensdo para cada um de 5 tubos de ensaio
com 10 mL do meio. Foram preparados 5 tubos com 9mL de MMGB forca simples para
cada diluicdo onde foram inoculados 1 mL em cada um. Os tubos de ensaio foram
incubados em estufa (Memmert, UF450) a 37°C durante 24+2 horas (Figura 3.4). Findo o
tempo de incubagdo, os tubos cuja solucdo mostrou alteracdo de cor foram repicados
com uma ansa de 10 uL para uma placa com cerca de 15 mL de meio TBX (HiMedia),
utilizando a técnica do riscado. As placas submetidas ao teste de verificagdo foram a

incubar por 24h a temperatura de 44°C.

A partir do nimero de tubos positivos obtidos para cada diluicdo testada fez-se a
avaliacdo estatistica da densidade dos coliformes existentes na amostra. Este método é
conhecido por Numero Mais Provavel (NMP), descrito na norma ISO 16649-3 (2015)
(Stockley, 2017). Os resultados obtidos foram expressos como NMP por 100 g de

mexilhao fresco.
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Figura 3.4. Resumo do procedimento para a quantificacdo do teor em bactérias entéricas
Escherichia coli, pelo NMP, nas amostras de mexilh&o.

3.3.1.3 Pesquisa de esporos de clostridios sulfito-redutores

As bactérias do género Clostridium sdo caracterizadas pela capacidade de
formacédo de esporos nos intestinos de animais de sangue quente, o que, aliado a sua
grande resisténcia a condigcbes ambientais adversas, torna os esporos de clostridios um
bom indicador de poluicdo (Sumampouw & Risjani, 2014). Estas bactérias sdo capazes
de reduzir o sulfito, e devido a precipitacdo do sulfureto de ferro, d4-se o escurecimento
do meio de cultura envolvente, permitindo, assim, identificar a sua presenca através da
observacdo de colénias negras nos inéculos (Cabral, 2010; Costan-Longares et al.,
2008).

A pesquisa de esporos de clostridios na amostra foi realizada segundo a Norma
Portuguesa (NP 2262, 1986.) que se destina especificamente a pesquisa de esporos em

géneros alimenticios.

A partir da solugdo-mée foram retiradas amostras de 10 mL para 2 tubos de
ensaio vazios estéreis, além disso foi retirado 1 mL para outros 2 tubos de ensaios nas
mesmas condicdes, repetindo 0 processo para as restantes diluicdes. Os tubos foram
levados ao banho a 80°C, durante 10 minutos, para eliminar qualquer organismo que nao
fosse esporos. Os tubos foram rapidamente arrefecidos, posteriormente foram
introduzidos 10 mL do meio SPS (HiMedia) de concentragéo dupla nos tubos com 10 mL

de solugcdo-mée e 10 mL de SPS concentracdo simples nos restantes tubos. As amostras
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foram a incubar por 5 dias em estufa (Memmert, UF450) a 37°C (Figura 3.5).
Consideram-se positivos 0s tubos onde ocorreu o0 aparecimento de zonas pretas no meio
de cultura. Os resultados foram expressos indicando a diluicdo menor onde foram

detetados resultados positivos.

Apos
Levados a arrefecarem aos
banho maris

mesmaos tubos
5,
B0°C por 10 foi adicionzde o
minutos meio 5P,

¢ 4 10ml do meio
‘ ‘ s#s de forga 10ml do meio

dupla sPs de forga Incubados a
‘ ‘ simples 37Cpors

U o

Figura 3.5- Resumo do procedimento para a identificacdo da presenca de esporos do género
Clostridium.

3.3.2. Analises bioquimicas

As amostras de mexilhdo foram caracterizadas em termos de composicao
nutricional, nomeadamente teor de proteinas totais, cinzas, hidratos de carbono, lipidos e

perfil de &cidos gordos.

3.3.2.1. Quantificacado de proteina total

A determinacdo de proteina foi realizada pelo método de Kjeldahl (Bodily, 1956),
que se baseia na quantificacdo de azoto total existente nas amostras e na sua conversao

para percentagem de proteina bruta.

Em tubos de Kjeldahl (Linex) transferiu-se 200 mg de amostra e um pouco de
adgua para garantir que néo se perdia amostra no momento da passagem para o0s tubos.
Adicionou-se uma pastilha de catalisador Kjeldahl (VWR Chemicals) e 25 mL de &cido
sulfurico (H2S04) a 97% (Fisher Scientific UK). Os tubos foram levados ao digestor (Foss
digestor 2006) a 220°C por 30 minutos e de seguida a 400°C por 90 minutos. Na
digestéo, por acdo do acido sulfarico, todo o azoto orgéanico foi convertido em amonio
(NH4").
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Apébs terminar o processo de digestdo, os tubos arrefeceram até a temperatura
ambiente e adicionou-se 70 mL de agua destilada. A seguir as amostras foram destiladas
(destilador Foss Kjeltec 2100) em condicdes alcalinas (por adicdo de 10x 10 mL de NaOH
a 40%) e o destilado foi recolhido numa solucéo (30 mL) de acido borico (Merck) a 4%
contendo verde de bromocresol e vermelho de metilo a 1%. Finalmente, a mistura
resultante foi titulada com uma soluc¢édo padrdao de HCI até mudanca de cor para um tom
rosa. O teor de proteina total foi expresso em % de peso seco e calculado por aplicacédo
da equacao 1. Os resultados apresentados correspondem a média + desvio padréo de
trés amostras independentes.

(V4—VB)X0,014XFcx[HCl] (1)

%proteina = 100 X —
A

Sendo Va e Vs 0 volume de HCI, expresso em mL,gasto na titulacdo da amostra e do ensaio em
branco respetivamente; 0,014 a massa molar do azoto; FC (Fator de Converséo)= 6,25; [HCI] =

concentracdo da solugédo de HCI; ma= massa da amostra em g.

3.3.2.2. Determinacao de teor de lipidos totais

A quantificacdo de lipidos nas amostras seguiu o método descrito por Folch (Folch
et al., 1957). O reagente de Folch foi preparado adicionando 200mL de metanol (CH;OH)
(Merck) a 400 mL de cloroférmio (CHCI;) (Merck).

Em tubos Falcon de 50mL pesou-se 50mg de amostra, foi adicionado 1 mL de H»0
e 10 mL do reagente de Folch. As amostras foram homogeneizadas (vortex Velp) por 5
minutos. A seguir foram adicionados 1,2 mL de cloreto de sodio (NaCl) a 0,8% e seguiu-
se uma nova homogeneizacao por 2 minutos. As amostras foram levadas a centrifuga por
10 minutos a 4427 g (Eppendorf Centrifuge 5810) e a fase organica inferior foi retirada,
com o auxilio de uma pipeta de Pasteur de vidro, e transferida, através de uma coluna de
sulfato de sédio anidro (Merck), para baldes de fundo redondo previamente tarados. Aos
tubos Falcon foi adicionado mais 2 mL de cloroférmio (CHCI;), repetindo-se o processo
de homogeneizacédo, centrifugacdo e recolha da fase organica para os baldes de fundo

redondo.

A fase orgéanica contida nos baldes de fundo redondo foi evaporada num
evaporador rotativo (Heidolph) para remover o cloroférmio. Finalmente, os balées com o

conteddo lipidico das amostras, foram colocados numa estufa a 60°C (Memmert, UF450)
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até peso constante (balanca Sartorius, modelo: Entris 2241-1S, capacidade maxima de
2209). O teor de lipidos totais foi expresso em % de peso e calculado de acordo com a
equacdo 2. Os resultados apresentados correspondem a média + desvio padrao de trés

amostras independentes.

%lipldOS = 100 x (MperastMgordura) —Mpéeras (2)

Mamostra

Onde: massa das péras (g)= mperas; ;massa da gordura (g)= Mgordura; Massa da amostra= Mamostra

(9)-

3.3.2.3. Determinacéao do teor de cinzas

O teor de cinzas foi determinado por gravimetria, segundo a NP 2032 (1988). O
processo baseia-se na incineragdo das amostras na mufla (Nabertherm, B170) a 525°C
durante 8 horas. Para a determinacdo do teor de cinzas foram pesadas 0,2 g de amostra
liofilizada em cadinhos. O teor de cinzas foi expresso em % de peso seco e foi
determinado por aplicacdo da equacédo 3. Os resultados apresentados correspondem a

média + desvio padrao de trés amostras independentes.

%cinzas = 100 x

(McadinhostMcinzas) ~Mcadinhos (3)

Mamostra

Onde: massa de cadinhos (g)=Mcadinhos; massa de cinzas (g)= Mcinzas; Mmassa da amostra (g)=

Mamostra

3.3.2.4. Determinacéao do teor de hidratos de carbono

O valor referente aos hidratos de carbono presentes na amostra foi calculado por
diferenca, com base nos valores obtidos nos parametros- proteina, lipidos, cinzas- e

expressos em % , de acordo com a equacéo 4 (FAO, 2003)

%Hidratos de carbono = 100 — (%proteina + %lipidos + %cinzas) (4)
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3.3.2.5. Analise do perfil de acidos gordos

Para analise do perfil de acidos gordos, as amostras de mexilhdo foram
submetidas a um processo de transmetilagdo direta em meio acido, para obtencéo dos
ésteres metilicos de éacidos gordos (EMAG), segundo o procedimento descrito por
(Fernandez et al., 2015). Para o efeito pesou-se 50 mg (balanca Sartorius, modelo: Entris
2241-1S, capacidade maxima de 220 g) de amostra liofilizada e adicionou-se 2 mL de
solugdo de H>SO4 a 2% em metanol e os tubos foram levados a um banho (Precisterm-
Selecta) a temperatura de 80°C por 2 horas. ApoOs arrefecimento a temperatura ambiente,
adicionou-se 1 mL de agua MiliQ (VWR Chemicals) e 2 mL de n-hexano. De seguida
procedeu-se a homogeneizacgéo (vortex Velp) dos tubos, e posterior centrifugacéo a 277
g por 5 minutos (Eppendorf Centrifuge). A fase superior, correspondente ao n-hexano,
que contém os EMAG, foi colocada em vials e posteriormente analisada por
cromatografia gasosa.

Para o efeito, utilizou-se um cromatografo gasoso (Finnigan Ultra Trace),
equipado com uma coluna capilar Thermo Tr-FAME (60 m x 0,25 mm ID, 0,25 um de
espessura de filme de fase estacionaria), um injetor automatico (Autosampler AS 3000,
Thermo Electron Corporation) e um detetor de ionizacdo de chama (FID).

O detetor e o injetor (a funcionar em modo splitless) foram programados para
temperaturas de 280 °C e 250°C, respetivamente. A temperatura da coluna foi
programada para um valor inicial de 100 °C durante 1 minuto, aumentando para 9°C min*
até aos 180°C, mantendo-se a essa temperatura durante 10 min. Depois procedeu-se a
um novo aumento de 2°C min*?até aos 235°C, mantendo-se a essa temperatura durante
5 min. O hélio foi usado como gas de arraste, com um fluxo de 1,2 mL min?. Para a
chama do detetor utilizou-se ar sintético e hidrogénio, com fluxo de 350 e 35mL min,
respetivamente. Usou-se o software Xcalibur para a aquisicao e analise de dados.

A identificagdo dos &cidos gordos foi feita por comparacdo dos tempos de
retencdo dos EMAG com os tempos de retencdo dos componentes das misturas padrédo
de Supelco 37, PUFA 1 e PUFA 3 (Sigma-Aldrich). Os resultados foram expressos em
percentagem de area total (% Area Total). As quantidades de cada &cido gordo (ug/mg
DW de amostra) foram calculadas pelo método do padréo interno, de acordo com a

equacédo 5 (Neves et al., 2021):
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AGx (ﬂ) _ Area(AGx) % VprXCpy % Va (5)

mg Area(PD) Ve ma
Sendo: AGx - 0 &cido gordo a ser quantificado; Pl - Padrao interno; Cpi - concentracao de Pl (ug /
mL); Vpi - volume de solucao Pl adicionado no frasco (uL); Ve - volume do extrato n-hexano da
amostra adicionado no frasco (UL); Va - volume de hexano utilizado para a extracdo de EMAG das

amostras (mL); ma - amostra de massa (m)

3.3.3 Analise da presenca de microplasticos

A pesquisa de microplasticos na biomassa do mexilhdo foi efetuada de acordo

com o procedimento proposto por Ding et al. ( 2018) com algumas modificagdes.

Colocou-se 0,8 g de amostra liofilizada em frascos, e adicionou-se 80 mL de KOH
(Merck) a 10%. Realizou-se uma digestdo da amostra, sob agitacdo magnética (placa de
agitacdo Selecta, Agimatic E), durante 72h a 60°C Imediatamente apos a digestdo, as
amostras foram filtradas. Os filtros foram colocados na estufa (Memmert, UF450) a 50°C
por 48h e observados a lupa (Zeiss, Stemi 2000-C), registando-se o nimero de particulas
de plastico observadas. As amostras foram analisadas em triplicado. Numa das réplicas
foi colocado um pequeno pedaco de plastico vermelho, de dimensbes aproximadamente
1x0,5 cm, para monitorizar a sua eventual degradacéo (controlo positivo). Os resultados
foram expressos em numero de particulas por g de amostra liofilizada e correspondem a

média + desvio padrao de trés réplicas independentes.

3.4. Andlises a agua

As amostras de agua foram recolhidas de 3 locais diferentes de Peniche - Marina,
Fosso e ETAR - no mesmo dia com pouca diferenca de tempo, simultaneamente com a
colheita de amostras de mexilhdes. Foram transportadas em garrafas de plastico
identificadas, dentro de uma caixa frigorifica com arrefecimento por gelo até ao

laboratorio, onde foram armazenadas no frio até a realizagédo das analises.

Os parametros fisico-quimicos da agua como a Temperatura, Salinidade e
Oxigénio dissolvido foram lidos no local de amostragem com recurso a uma sonda

multiparametros (YSI Professional Plus Handheld Multi-parameter Meter).
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3.4.1 Quantificacao de clorofilaa

Os valores de clorofila a foram obtidos em laboratério, de acordo com a
metodologia descrita por Strickland & Parsons. (1972), que consiste na recolha do
fitoplancton através de um filtro e posterior extracdo e quantificacdo dos seus pigmentos

por espectrofotometria.

Apés a recolha da agua, a parte destinada para quantificacdo de clorofila foi
filtrada numa rede de 300 um e armazenada num frasco de polietileno onde, para evitar
acidificacdo das clorofilas e a sua decomposicdo, foram adicionadas 2 a 3 gotas de

suspensao de carbonato de magnésio.

A suspensédo de carbonato de magnésio foi preparada adicionando 1g de p6 de
carbonato (Merck) a 100 mL de agua destilada (Merck) e agitado antes da sua utilizagéo,

para garantir a suspensao da matéria.

A amostra de agua (250 mL) foi filtrada usando um filtro de fibra de vidro
(Whatman GF/C 4,5 cm) e drenou-se o filtro. De seguida, este foi colocado num tubo de
centrifuga de 15 mL e adicionou-se 10 mL de acetona a 90%. Macerou-se o filtro usando
uma vareta de vidro e o frasco foi fechado e agitado e colocado no frigorifico por 20h.
Apo6s esse tempo, com o frasco ja a temperatura ambiente, foi a centrifugar a 1968 g
durante 10 minutos (Eppendorf Centrifuge). 3 mL do sobrenadante resultante da
centrifugacdo foram colocados na cuvette do espectrofotdmetro (Thermo Scientific) e a

absorvancia foi lida a 665, 64,5, 630 nm. Foi utilizada acetona a 90% como branco.
A concentracdo foi calculada através da equacéo 6 (mg/m?3):

mg pigmento

C
3 =7 X lc (6)

Onde: V= Volume de &gua filtrada (L); lc= valor da espessura da cuvete utilizada, 1cm; C=

concentracao do valor obtido pela seguinte equagdo (mg/m3):
C(CHL a) = 11.6 A665 — 1.31 A645 — 0.14 A630

Sendo que A é o valor de Absorvancia medido no comprimento de onda respetivo.
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3.4.2. Quantificacado de nitratos

A quantificacdo de nitratos nas amostras de agua do mar foi efetuada por
espectrofotometria de ultravioleta de acordo com o método proposto por Armstrong,
(1963). Para se preparar a solucao padréo, o nitrato de potassio foi colocado na estufa
(Memmert, UF450) no dia anterior a realizacdo das andlises. Preparou-se uma solucao
de nitrato de potassio (KNOs) (Merck) com concentracdo de 100 mg/L. Em 12 balBes
volumétricos de 50 mL foram colocados 0,5 mL; 1 mL; 2 mL; 5 mL; 8 mL; 10 mL da
solucdo de nitrato de potassio em cada balédo e obteve-se o volume final adicionando

agua destilada. As solugdes padrao foram realizadas em duplicado.

Em baldes volumétricos de 50 mL adicionou-se 5 mL de amostra e 0,15 mL de
HCI 8 M. A mesma quantidade de HCI foi colocada nas solu¢des padréo. As amostras
foram realizadas em triplicado. A absorvancia foi lida a 220 nm (Thermo Scientific) e

simultaneamente a 275 nm, com o proposito de se eliminar possiveis interferentes

3.4.3 Quantificacao de nitritos

A andlise de nitritos nas amostras de agua realizou-se pelo do método de
Zambelli. (1887). Para o efeito preparou-se o reagente de Zambelli, com 312,5 mL de
agua destilada, 150 mL de &cido sulfarico (H>SOs), 3,75 g de cloreto de amoénio (NH4Cl)
(IMGS), 3,5g Fenol (CsHeO) e 2g de &cido sulfanilico (C¢H;NO3S) (Merck). Também se

preparou uma solucdo padrdo com diéxido de azoto (NO;) a 0,0023 g/L.

Em baldes volumétricos de 100 mL foram colocados 0.5 mL; 1 mL, 3 mL, 5 mL, 8
mL; 10 mL de solugdo padrdo. Pela mesma ordem foi adicionada 4gua destilada até

atingir o volume final.

Em tubos de ensaio foram colocados 5mL de amostra ou da solugédo padrdo e
adicionados 0,2 mL de reagente de Zambelli. Apés homogeneizar os tubos de ensaio,
aguardou-se por 10 minutos e adicionou-se, por fim, 3 mL de amoniaco. Os tubos foram
novamente homogeneizados e a absorvancia foi lida no espetrofotdmetro (Thermo

Scientific) a 435 nm
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3.4.4. Quantificacdo de amonia

A quantificacdo do catido amonio (NH,*) foi feita de acordo com o método fenol-
indofenol descrito por Kanda (1995). Preparou-se uma série de solucdes padrdao de
sulfato de aménio (NH.SOs) (VWR Chemicals) entre 2 e 20 mg/L de catido amoénio

usando-se uma solucédo de cloreto de sadio a 35% como solvente.

A reacéo de cor foi desenvolvida em tubos de ensaio onde foram colocados 5 mL
da amostra de agua do mar ou de solugdo padrdo, e adicionados 0,2 mL de solugéo
alcodlica de fenol (C¢HsOH) (Panreac) a 10% em etanol (C.HsOH). ApOs
homogeneizag¢do no vortex, adicionou-se 0,2 mL de solugdo de nitroprussiato de sédio
(Naz[Fe (CN)sNO].2H20) (Fluka) a 0,5%, repetiu-se a passagem no vortex. Em cada tubo
de ensaio foi ainda adicionado 0,5 mL de solugdo oxidante, criada a partir de 200 mL de
uma solucéo alcalina (obtida usando 50 g de citrato de sédio (NasCeHs07) (Merck) e 2,5 g
de hidréoxido de sodio (NaOH) (JMGS) dissolvidos em agua até atingir o volume final de
250mL) com 50mL de hipoclorito de sodio (NaClO) (Merck). Ap6s homogeneizagdo no
vortex, os tubos de ensaio foram armazenados fechados, num local escuro por uma hora.
As amostras foram preparadas em triplicado e a absorvancia foi lida num
espectrofotometro (Thermo Scientific) a 640 nm. A concentracdo de amonio nas amostras
foi determinada por interpolacéo da curva de calibragdo (Abs versus (NH4*)) construida a
partir dos dados das soluc¢des padrdo. Os resultados obtidos foram expressos em mg/L

de catido amonio e correspondem a média + desvio padrao de trés réplicas.

3.4.5. Quantificacao de fosfatos

Para a analise de fosfatos nas amostras, utilizou-se o método espectrofotométrico
do acido ascérbico, de acordo com Murphy & Riley (1962), foi realizada uma reacédo de
cor composta por: 30 mL de acido sulfdrico (H2SO.) a 2,5 mol/L; 6 mL de tartarato de
antimonio de potassio (K(SbO)CsH406.12H20) com concentracdo de 1,36 g/L; 12 mL de
molibdato de amonio ((NH.)eM070244H20) (Merck) a 30 g/L; 12 mL de acido ascérbico
(CeHgOs) (Prolabo) a 0.3 M. Obtendo assim o volume final de 50 mL.

Preparou-se uma solucédo de 0,05 g de dihidrogenofosfato de potassio (KH2PO4)

dissolvido em 4gua destilada num volume final de 500 mL.
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As solucdes padrao foram preparadas em baldes volumétricos de 100 mL com o
volume de 3 mL, 2 mL, 1,5 mL, 1 mL, 0,5 mL e, apds ter sido prefeito o volume final com
agua destilada, foram retirados, da solucdo padrdo n°3 (1,5 mL da solucdo de

dihidrogenofosfato de potassio) 10 mL para um baldo volumétrico e 5 mL para outro.

Em tubos de ensaio, foram colocados 5 mL de amostra ou da solucéo padrao, e
adicionados 0,5 mL da reacdo de cor preparada anteriormente. Ap6s homogeneizacao no
vortex, o0s tubos repousaram por 20 minutos até leitura da absorvancia (Thermo

Scientific) a 880 nm.

3.5. Andlise estatistica

Com o objetivo de avaliar as diferencas dos dados bioquimicos (triplicados) entre
meses (julho, setembro, novembro e dezembro), em cada um dos locais (ETAR, Fosso e
Marina), realizou-se uma analise de variancia (ANOVA) com um fator (Zar, 2010). Os
requisitos inerentes a realizacdo das analises (nomeadamente, normalidade dos dados e
homogeneidade de variancias) foram devidamente validados. Nos casos em que 0s
pressupostos ndo eram cumpridos, foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
(Zar, 2010). Sempre que aplicavel, foram aplicados os testes de compara¢des multiplas
de Tukey ou de Games-Howell, dependendo, respetivamente, do cumprimento ou ndo
dos pressupostos inerentes a ANOVA (Zar, 2010). Sempre que adequado, os resultados
sdo apresentados na forma média + desvio padrdo (DP). Todos os resultados foram
considerados estatisticamente significativos ao nivel significancia de 5% (ou seja, sempre
que p-value <0,05). Os célculos foram realizados com recurso ao software IBM SPSS
Statistics 28. Adicionalmente, para avaliar as variagfes simultdneas dos parametros
bioquimicos nas diferentes amostras (datas e locais de recolha), realizou-se uma anélise
de componentes principais (PCA). O PCA permitiu a detecdo de semelhancas e
diferencas entre as diferentes amostras, bem como a identificagdo das principais
associacdes entre variaveis que sdo responsaveis pela variabilidade total dos dados
estudados. O modelo de PCA foi construido sobre a média dos dados de medicdo, com a
respetiva standardizacdo dos mesmos. Embora apenas os resultados relativos aos dois
primeiros componentes sejam aqui apresentados, todos os outros foram igualmente
analisados. Todos os calculos foram realizados com recurso ao software CANOCO 4.5
(ter Braak & Smilauer, 2002).
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4. Resultados e discussao

De modo a utilizar o mexilhdo como bioindicador da qualidade da 4gua costeira da
zona de Peniche foram colhidas amostras de agua e de mexilhdo nos meses de julho,

setembro, novembro e dezembro de 2020 em trés locais distintos: Marina, Fosso e Etar.

As amostras de agua foram caracterizadas em termos de temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, salinidade, teor de clorofila, de amoénio, nitritos, nitratos e fosfatos. As amostras
de mexilhdo foram avaliadas em termos de carga microbiana, perfil bioquimico e presenca

de microplasticos.

4.1. Anélises Microbiol6gicas

4.1.1 Quantificacdo de microrganismos totais

O método utilizado permitiu determinar o nimero de bactérias presentes capazes
de produzir colonias no meio de cultura, Plate Count Agar, nas condi¢fes de 30°C por 72
horas. A contagem é relativa as col6nias (Unidades formadoras de colénias- UFCs)
observadas, sendo depois calculado o nimero de UFC/g usando a média das 2 placas
com resultados entre os 30 e 300 UFC e multiplicando pelo inverso da diluicdo. As placas

com UFC acima de 300 foram consideradas incontaveis

Observou-se uma grande variagdo da carga das amostras em funcéo dos locais de
recolha. No entanto, nenhuma ultrapassa o valor limite de referéncia para alimentagéo, que
€ 5x105 UFC/g (ICMSF 1996) Os resultados estdo apresentados na Tabela 4.1.

Comparando os locais de recolha, verificou-se que as amostras colhidas na Marina
foram as que apresentaram menor carga microbiana, variando entre 5x102 UFC/g em julho
e 4x103 UFC/g em setembro. Em oposicéo, foi na ETAR que se registaram valores de
contaminagcdo maiores, nomeadamente nos meses de julho (1x105 UFC/g) e novembro
(4x104 UFC/g). No Fosso a carga microbiana foi relativamente constante ao longo do
tempo, variando entre (5x102 e 4x103 UFC/g). Comparando as datas de recolha, ndo se
verificou uma tendéncia comum. Efetivamente, foi no més de setembro que se registaram
0s valores mais altos de contaminagao microbiana na Marina e no Fosso, enquanto que na

ETAR se registou uma carga microbiana muito baixa (25 UFC/Q).
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Tabela 4.1- NUmero de microrganismos totais, expressos em UFC/g, das amostras de mexilhdo

colhidas na Marina, Fosso e ETAR, nos meses de julho setembro, novembro e dezembro

Local Data UFC/g
julho 505 (5x10%)
setembro 4350 (4x10°)
novembro | 2350 (2x10%)
dezembro 785 (8x103)
julho 6100 (6x103)
setembro 9400 (9x10°)
novembro | 5700 (6x10°)
dezembro 6050 (6x103)

quho 148500 (1X105)

setembro 25 (2x10)

4
novembro | 40500 (4x10%)

dezembro | 6500 (6x10°)

Os resultados obtidos demonstram a existéncia de contaminacdo microbiana das
amostras analisadas, o que ja era esperado uma vez que se trata de uma espécie
conhecida pelas suas propriedades bioacumuladoras (Olalemi et al., 2016). Os valores
detetados na pesquisa realizada vao de encontro a outros estudos publicados (Kacar,
2011; Winterbourn et al., 2016).




4.1.2. Pesquisa de E. coli

A presenca da bactéria E. coli foi confirmada pela producgéo de acido, detetada pela
alteracdo de cor do meio de cultura de roxo (resultado negativo) para amarelo (resultado

positivo) como demonstrado na Figura 4.1.

Figura 4.1 Aspeto do meio de cultura (caldo MMGB) inoculado com amostras E. coli (positivo a
amarelo) e negativas (vermelho).

A confirmacéo da presenca de E. coli foi efetuada por inoculagédo de 10 pL do meio
MMGB positivo em placas de Petri contendo meio TBX. As placas com presenca de
colénias de cor azul foram consideradas positivas e negativas as placas sem formacao de

colénias (Figura 4.2).

Figura 4.2- Placa com meio TBX positiva para a presenca de colénias E. coli
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Os resultados obtidos foram expressos em Numero Mais Provavel por 100 g de
mexilh&o fresco, de acordo com a norma ISO 16649-3 (2015), e estdo indicados na Tabela
4.2.

Tabela 4.2- Resultados da presenca de E. coli, expressos em NMP por 100 g das amostras de
mexilhdo colhidas na Marina, Fosso e ETAR, nos meses de julho, setembro, novembro e dezembro.

NMP (por [intervalo de
Local |Data 100g) confianga
julho 230 702700
setembro | 2400 680 a 7500
novembro | 230 702700
dezembro | 50 10a 130
julho 2400 680 a 7500
E—_— setembro |230 702700
novembro | 230 70 a 700
dezembro | 230 702700
julho 2400 680 a 7500
ETAR setembro | 2400 680 a 7500
novembro | 230 70a700
dezembro | 230 702700

De acordo com os valores obtidos, a menor contaminacdo de E. coli foi observada
na Marina de Peniche no més de dezembro (50 NMP/100 g). A ETAR foi o local onde as
amostras recolhidas apresentaram os valores mais elevados de contaminagdo ao longo

dos 4 meses de amostragem.

O valor considerado limite para a bactéria E. coli € de 230/100 g (Reg. n° 853/2004,
Inacio, 2008). Apenas na amostra proveniente da Marina no més de dezembro foi
registado um valor inferior a este limite. As concentragbes mais baixas detetadas em
dezembro, podem justificar-se pelo facto de ter sido neste més que se registaram as
temperaturas mais baixas da agua (Figura 4.15) e de a E. coli ser uma bactéria que se
desenvolve em temperaturas mais amenas. Outra justificacdo possivel para esta variagdo
deve-se a pressdo turistica existente em Peniche nos meses de verdo, que,

consequentemente, pode fazer aumentar o valor de E. coli na agua do mar.

Em Portugal a entidade responsavel pela apanha de bivalves é o Instituto
Portugués do Mar e da Atmosfera (IPMA) onde esta regulamentado, de acordo com a
publicacdo do Regulamento (UE) n.° 2285/2015 da Comisséao, (Europa, 2015) as 3 zonas
de captura de bivalves. Os locais de amostragem encontram-se nas zonas de Classe A e
Classe B onde, respetivamente, é permitido ter até 700 NMP/100 g e 2400 NMP/100 g.
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4.1.3 Pesquisa de esporos de clostridios sulfito-redutores

As bactérias sulfito-redutoras s@o microrganismos anaerébios que produzem
esporos com grande resisténcia a condi¢des adversas, como por exemplo temperatura e
pH extremos. Os esporos de bactérias sulfito-redutoras, quer de origem fecal humana
como animal, estdo amplamente disseminados no ambiente, nomeadamente em &aguas
residuais e nos solos. Os esporos destes organismos sobrevivem na agua por longos
periodos de tempo sendo até resistentes ao cloro utilizado para o seu tratamento. Desta
forma, as andlises de presenca de esporos clostridio sulfito-redutores tém sido utilizadas
como indicadoras da eficacia do processo de filtragdo no tratamento das aguas residuais
(Scheer, 1990).

A existéncia de esporos de clostridios sulfito-redutores nas amostras analisadas é
identificada pela presenca de col6nias negras originadas pela formagédo de sulfureto de
ferro (Figura 4.3).

S x —

Figura 4.3- Identificacdo da presenca de esporos de clostridios sulfito-redutores com a existéncia de
manchas pretas e de presenca negativa os tubos amarelos

Foram inoculados 2 tubos para cada diluicdo de forca simples e 2 tubos de for¢a dupla
para com a solugdo-mée e observados os resultados. As diluigdes realizaram-se de 10! até
10* e os resultados foram lidos considerando a maior dilui¢do positiva (Tabela 4.3).




Tabela 4.3- Resultados da presenca de esporos de bactérias do género Clostridium nas amostras
de mexilhdo recolhidas na Marina, Fosso e ETAR, nos meses de julho, setembro, novembro e
dezembro.

Local Data Resultados

julho positiva em 10 g negativa em 102g
setembro | positiva em 102 g negativaem 103g
novembro | positiva em 10! g negativaem 102 g
dezembro | positiva em 10! g negativa em 102 g
julho positiva em 102 g negativaem 103 g
setembro | positiva em 103 g negativaem 10* g

Fosso
novembro | positiva em 103 g negativaem 10% g
dezembro | positiva em 103 g negativaem 10* g
julho positiva em 103 g negativaem 10* g
ey -3 . -4
ETAR setembro | positiva em 107 g negativaem 10 g

novembro | positiva em 103 g negativaem 10* g
dezembro | positiva em 102 g negativa em 10* g

No local de amostragem Marina a presenca de esporos observou-se apenas nas
diluicbes mais baixas, indicando que a sua concentracao ndo era suficientemente alta para
se revelar em maiores diluicdes. E, portanto, o local estudado menos contaminado uma
vez que tanto no Fosso como na ETAR os resultados positivos deram-se em menores
concentracdes de amostra. Observando que o més de julho, no Fosso, teve concentracdes
inferiores & mesma data da ETAR, conclui-se que a ETAR é o local mais contaminado por

esporos clostridios sulfito-redutores.

A presenca de esporos de clostridios em mexilhdes em zonas poluidas é comum,
podendo até ser maior a sua concentracdo no organismo dos individuos do que na coluna
de agua (Stabili et al., 2005). As amostras da ETAR, apresentam quantidades maiores do
gue as relatadas noutros estudos onde foram analisadas amostras de zonas poluidas
(Lévesque et al., 2010; Madden et al., 1986).

Estudos sugerem que a presenca de esporos clostridios sulfito-redutores se
mantenha mais tempo no organismo do mexilhdo do que outras bactérias, por exemplo E.
coli (de Mesquita et al., 1991) Nas amostras estudadas, a concentracdo de esporos é
superior na ETAR, local que também tem os valores mais elevados nas outras analises
microbiologicas. Concluindo assim que, dos trés locais estudados, a ETAR € onde existe

maior contaminag&o microbiolégica nos mexilhdes.
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4.2 Analises Biogquimicas

As amostras de mexilhdo foram caracterizadas em termos de teor de proteinas,
lipidos, cinzas e hidratos de carbono totais, bem como no que respeita ao perfil de acidos

gordos.

4.2.1 Teor de proteina

O conteudo proteico das amostras de mexilhdo variou entre 40,2 +1,1% nas
amostras de setembro colhidas no Fosso e 57,2+ 2,1% e 57,2+ 0,7% nas amostras
colhidas em novembro na ETAR e na Marina, respetivamente (Figura 4.4). As amostras do
Fosso apresentam diferengas estatisticamente significativas entre os meses de verao e os
meses de outono-inverno, enquanto que na ETAR essas diferencas sé existem entre os
meses de julho e novembro e na Marina entre 0os meses de setembro e dezembro.
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Figura 4.4- Variagao do teor de proteina, expresso em % de peso seco, das amostras de mexilhao
colhidas na ETAR; Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e
dezembro. Para cada local os meses que partilham o mesmo simbolo apresentam diferencas
estatisticamente significativas entre si. Os dados estédo apresentados na forma média + DP.

Nos meses de temperatura mais baixa (novembro e dezembro), a percentagem de
proteina aumentou nas amostras capturadas no Fosso e na ETAR, enquanto que na
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Marina as amostras colhidas em dezembro tém um teor proteico significativamente menor
que em julho. As amostras da ETAR apresentaram valores de proteina superiores as
amostras colhidas nos outros locais, 0 que podera estar relacionado com maior
disponibilidade de alimento. No Fosso obtiveram-se 0s valores mais baixos da pesquisa, 0
que também coincide com os valores mais baixos de nutrientes na coluna de agua. O teor
de proteina nas amostras e a sua variacdo ao longo dos meses estudados, sédo coerentes
com os dados reportados na bibliografia (Capuzzo & Leavitt, 1988; Slabyj, Eoh Dan M.
Carpenter, 1977)

4.2.2 Conteudo lipidico

A quantidade de gordura das amostras de mexilhdo analisadas variou entre
6,7410,44% nas amostras de dezembro colhidas na Marina e 9,55+0,34% nas amostras
colhidas na mesma data no Fosso (Figura 4.5). Com excepc¢ao das colheitas realizadas na

Marina, nota-se um aumento significativo do conteddo lipidico nos meses de inverno.
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Figura 4.5- Variacéo do teor de lipidos, expresso em % de peso seco, das amostras de mexilhao
colhidas na ETAR, Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e
dezembro. Para cada local, os meses que partilham o mesmo simbolo, apresentam diferencas

estatisticamente significativas entre si. Os dados estdo apresentados na forma média + DP.
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Por outro lado, na ETAR as amostras colhidas nos meses de setembro e novembro
apresentaram teores lipidicos menores que as amostras colhidas na mesma data nos
outros locais e em dezembro os valores registados séo inferiores as amostras do Fosso.
Estes resultados estdo de acordo com outra pesquisa que refere que mexilhdes que
cresceram em zonas mais poluidas apresentaram um conteldo lipidico mais baixo
(Capuzzo & Leavitt, 1988).

No inicio do estudo foi realizada a medicao e pesagem dos individuos de cada local
e foi possivel observar que os mexilhdes colhidos na ETAR apresentavam uma massa
cerca de 20 vezes inferior & dos outros locais (Anexo X, XI, XII). A relag&o entre o nivel de
poluicdo e o crescimento da populacdo é descrita por varios autores que referem que os
mexilndes de areas com maiores niveis de poluicdo sdo mais sensiveis aos efeitos da
toxicidade no seu organismo. Isto reflete-se num baixo contetido lipidico e menor tamanho
de individuos,uma vez que a capacidade de filtracdo dos mexilhdes ndo € diretamente
relacionada com as suas necessidades nutricionais (Clausen & Riisgard, 1996; J Widdows
& Johnson, 1988).

4.2.3 Teor de cinzas

O teor de matéria inorganica das amostras de mexilhdo, variou entre 20,7+1,0%
nas amostras colhidas na ETAR no més de setembro e 35,8+0,3% nas amostras da Marina

em dezembro (Figura 4.6).

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas amostras da ETAR
entre o més de julho, setembro e novembro, sendo o valor mais elevado registado no

primeiro més de amostragem.

As amostras do Fosso colhidas em novembro apresentam o menor valor de cinza e
diferem estatisticamente dos restantes meses. Nas amostras da Marina observam-se
diferencas estatisticamente significativas entre as amostras de julho, setembro e

dezembro, bem como entre as amostras de novembro e dezembro.

Neste local, a massa de cinzas foi maior em setembro, com uma ligeira diminui¢éo
nas amostras de novembro e um novo aumento no més de dezembro. Até ao més de

dezembro, existiu um decréscimo no valor da massa de cinza detetada nos 2 outros locais.
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Figura 4.6- Variacdo do teor de cinzas, expresso em % de peso seco, das amostras de mexilhdo
colhidas na ETAR, Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e
dezembro. Para cada local, os meses que partilham o mesmo simbolo, apresentam diferencas
estatisticamente significativas entre si. Os dados estdo apresentados na forma média + DP.

O aumento do teor de cinzas no més de captura mais frio para as amostras da

Marina e da ETAR é consistente com o estudo desenvolvido por Okumus & Stirling, (1998).

Estudos com semelhantes valores bioquimicos apresentaram %cinzas inferiores
aos obtidos. Estudos sugerem que as amostras com maior teor de proteina apresentam
menores valores de matéria inorganica, uma vez que durante a incineracdo das amostras,
0 conteudo organico é degradado, ficando apenas para contabilizar os minerais existentes,
(Slabyj, Eoh Dan M. Carpenter, 1977), (Dare & Edwards, 1975)

4.2.4 Conteudo em hidratos de carbono

Os teores de hidratos de carbono nas amostras estudadas variam entre 3,3+2,9%
nas amostras colhidas na Marina em setembro e 22,6+4,8% nas amostras do Fosso do

mesmo més.

Os resultados de carbohidratos das amostras da ETAR ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas entre si, ao contrario das amostras da Marina que
exibiram maior variabilidade.(Figura 4.7).
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Figura 4.7- Variacéo do teor de hidratos de carbono, expresso em % de peso seco, das amostras
de mexilhdo colhidas na ETAR, Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro,
novembro e dezembro. Para cada local, os meses que partilham o mesmo simbolo, apresentam
diferencas estatisticamente significativas entre si. Os dados estdo apresentados na forma média +
DP

Os mexilhdes colhidos na Marina tiveram os valores mais baixo de hidratos de
carbono e os colhidos no Fosso os mais elevados. Em dezembro todos os locais de

amostragem tiveram diminui¢cdo do teor de hidratos de carbono por grama de mexilh&o.

Os valores de hidratos de carbono obtidos neste estudo estdo em linha com os
relatados por (Slabyj, Eoh Dan M. Carpenter, 1977). Estudos sugerem que a composi¢cao
nutricional das populagdes de mexilhdo depende quer da disponibilidade de alimento como

das caracteristicas do meio envolvente (J. Widdows, 1978; J. Widdows et al., 1979).

4.2.5. Perfil de acidos gordos

A classe de acidos gordos saturados é predominante nas amostras, principalmente
na Marina e no Fosso (Figura 4.8). As amostras da ETAR continham maiores
concentracbes de MUFA e PUFA comparativamente aos restantes locais. Os acidos
gordos predominantes nas amostras em estudo foram os acidos miristico (C14:0),
palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1), eicosapentaenoico (EPA, C20:5 n-3),
docosahexaenoico (DHA, C22:6 n-3) e tricosanoico (C23:0) (Tabela 4.4). (Fokina et al.,
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2007) reportaram a relacdo entre a variagdo de acidos gordos e a disponibilidade de

alimento, indicada pela concentracgéo de clorofila a na dgua. *
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Figura 4.8- Variacdo do teor de &cidos gordos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) e
polinsaturados (PUFA), expresso em % de acidos gordos totais, das amostras de mexilhdo colhidas
na ETAR, Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e dezembro. Em
cada local, diferentes simbolos, letras ou numeros indicam diferencas estatisticamente significativas
nos SFA, MUFA, e PUFA, respetivamente. Os dados estdo apresentados na forma média + DP.

Atendendo a influéncia dos fatores ambientais na composicéo dos acidos gordos do
mexilh&o, existe uma elevada variabilidade nos resultados descritos na literatura. alguns
estudos realizados referem os &cidos gordos polinsaturados como a classe predominante
(Freites et al., 2002; Merdzhanova et al., 2016; Orban et al., 2002; Otles & Sengor, 2005),
enquanto outros sustentam os resultados obtidos no presente estudo, referindo os acidos
gordos saturados como o0s mais abundantes (Fuentes et al., 2009; Galap et al., 1999).

Estudos da variagdo dos pardmetros nutricionais de organismos sésseis, atribuem
0s niveis elevados de &cidos gordos saturados (SFA) em bivalves a habitats poluidos e

com pouca disponibilidade de alimento, uma vez que o stress energético faz aumentar as
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concentracdes dos acido miristico (C14:0) e palmitico (C16:0), ambos SFAs que tém

funcdes do tipo energético (Freites et al., 2002; Galap et al., 1999; Perry et al., 1979)

As alteracdes bioquimicas devem-se a exposicdo a poluentes a que os mexilhfes estao
sugeitos, uma vez que se tratam de uma resposta ao stress por via de uma resposta

compensativa que ird aumentar os valores de acidos gordos saturados (Signa et al., 2015)

Tabela 4.4- Acidos gordos detetados nas amostras de mexilhdo onde, com relevo em negrito, estio
identificados os principais elementos de cada familia, saturados, monoinsaturados e polinsaturados.

ug/mg Marina jul  Marina Set Marina nov Marina dez Fosso jul Fosso set Fossonov Fossodez ETARjul ETARset ETAR nov ETAR dez
C12:0 0,04 0,03 0,03 0,00 0,02 0,06 0,07 0,08 0,19 0,14 0,05 0,09
C14:0 2,12 1,26 1,30 0,90 1,13 1,50 1,44 1,32 0,94 0,56 0,40 0,48
Cl4:1n5 0,30 0,24 0,23 0,25 0,30 0,18 0,28 0,25 0,38 0,32 0,33 0,23
C15:0 0,28 0,19 0,20 0,20 0,23 0,26 0,29 0,30 0,26 0,18 0,14 0,17
C15:1n5 0,18 0,14 0,15 0,15 0,18 0,12 0,16 0,14 0,20 0,19 0,20 0,15
C16:0 8,00 5,16 5,80 4,80 6,04 7,88 8,45 8,43 7,33 5,65 4,67 5,59
C16:1n7 1,27 0,92 0,92 0,67 0,67 1,26 1,23 1,30 2,18 1,38 0,67 1,12
C16:2 n4 0,41 0,19 0,20 0,18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C18:0 1,79 1,24 1,29 1,16 1,55 1,60 1,83 1,88 1,58 1,23 1,11 1,15
C18:1 n9 trans 0,08 0,02 0,00 0,00 0,06 0,10 0,15 0,12 0,16 0,11 0,11 0,19
C18:1 n9 cis 0,83 0,47 0,64 0,48 0,69 1,65 2,92 2,81 3,36 1,42 0,90 3,46
C18:1 n7 cis 0,57 0,35 0,45 0,35 0,42 0,57 0,73 0,74 2,07 1,24 0,87 1,23
C18:2 n6 cis 0,44 0,22 0,30 0,26 0,37 0,63 1,19 1,24 1,98 0,97 0,65 1,79
C18:3 n3 (ALA) 0,15 0,06 0,14 0,11 0,10 0,12 0,21 0,23 0,30 0,17 0,10 0,14
Cc18:1 1,48 0,85 1,09 0,84 1,17 2,32 3,80 3,67 5,58 2,77 1,88 4,88
C18:2 0,58 0,28 0,44 0,37 0,47 0,75 1,40 1,48 2,27 1,14 0,75 1,93
C20:1 n11 0,50 0,41 0,43 0,39 0,00 0,00 0,00 0,00 0,48 0,40 0,39 0,36
C20:1 n11 cis 0,00 0,00 0,00 0,00 0,49 0,35 0,35 0,35 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:1n9 0,95 0,65 0,74 0,66 0,94 0,84 1,06 1,12 1,50 0,95 1,03 1,15
C18:4n3 0,92 0,81 0,74 0,69 1,10 0,75 0,96 0,95 1,72 1,24 1,35 1,31
C20:2 n6 0,14 0,08 0,10 0,08 0,11 0,09 0,13 0,17 0,16 0,14 0,12 0,13
C20:4 n6 0,58 0,51 0,57 0,54 0,67 0,43 0,53 0,55 0,86 0,84 0,87 0,73
EPA 0,82 0,71 0,67 0,58 0,85 0,50 0,47 0,50 0,76 0,66 0,93 0,76
C23:0 1,34 0,72 1,19 0,99 0,96 0,85 1,51 1,70 1,90 1,68 1,25 0,70
C24:0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 0,04 0,05 0,05 0,00 0,00 0,00 0,00
C22:5n3 0,19 0,13 0,17 0,14 0,10 0,12 0,22 0,21 0,37 0,28 0,32 0,00
DHA 1,42 0,83 1,39 1,19 0,46 0,30 0,55 1,57 2,00 1,52 1,38 1,11
w3 1,84 1,52 1,62 1,48 3,38 2,40 3,35 3,47 5,14 3,87 4,08 3,32
w6 1,15 0,81 0,97 0,88 1,15 1,16 1,85 1,96 2,99 1,95 1,64 2,65

Num estudo publicado por Silva et al.(2017), sugere-se que a exposicdo a
determinados elementos possa ter influéncia no perfil de acidos gordos do grupo de
moluscos dessa zona. O 4cido palmitico, SFA, foi um dos mais detetados nas amostras de
todos os locais, podendo ser indicador de uma exposicdo consideravel a metais. No
mesmo estudo é referido que o composto C20:3, detetado em amostras colhidas na
Marina, apenas € identificado em organismos com elevada exposicado a metais. Dos SFAs,

também o acido miristico e acido estearico foram dos mais abundantes nas amostras,
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deste estudo, o que esta de acordo com o reportado noutros trabalhos (Fernandez et al.,
2015; Orban et al., 2002).

Fatores de stress, como a alteracdo da temperatura da agua ou exposicdo a
agentes inflamatérios podem justificar a variagdo dos valores de EPA e DHA observados

nas amostras deste estudo (Fokina et al., 2007; Silva et al., 2017).

Considerando os acidos gordos polinsaturados ws e ws , verificou-se que as
amostras colhidas na ETAR tém os niveis mais elevados destes compostos, enquanto que
os mexilhdes da Marina e do Fosso tém a concentracdo mais baixas de ws e ws ,
respetivamente. Esta variacdo pode ser atribuida ao fitoplancton disponivel que varia entre
datas e locais (Fernandez et al., 2015).

Com vista a obter uma perspetiva global da variacdo dos parametros bioquimicos
das amostras de mexilhdo colhidas na Marina, no Fosso e na ETAR ao longo dos meses
deste estudo, fez-se uma andlise de componentes principais (PCA) (Figura 4.9).
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Figura 4.9- Analise de componentes principais (PCA) das amostras de mexilhdo colhidas na
Marina, no Fosso e na ETAR nos meses de julho, setembro, e novembro e dezembro, atendendo
aos teores de acidos saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA) e polinsaturados (PUFA) bem
como teores de proteina, lipidos, cinzas e hidratos de carbono.

O primeiro componente principal, PC1 representa 41,1% da variabilidade das
amostras e esta mais relacionado com os teores de acidos gordos (SFA, MUFA e PUFA) e
teor de proteina. O segundo componente principal PC2, representa 21,8% da variabilidade

e é definido essencialmente pelos teores de cinza e lipidos.

Destacam-se 3 grupos, assinalados na Figura 4.9, como G1, G2 e G3. O Grupo 1,
constituidos pelas amostras da ETAR caracteriza-se por conter niveis elevados de
proteina, MUFA e PUFA e menores teores de SFA. O grupo 2, onde estdo incluidas a
maioria das amostras do Fosso, caracteriza-se por elevadas percentagens de lipidos,
cinzas e SFA e menores teores de MUFA, PUFA e proteina. O grupo 3, constituido

essencialmente por amostras da Marina, distingue-se do G2 pelo menor teor de lipidos e
cinzas.
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4.3 Presenca de microplasticos

Neste estudo pretendeu-se fazer uma abordagem completa do uso dos mexilhdes
como bioindicadores marinhos da zona costeira de Peniche. Para o efeito, foi desenvolvido
um protocolo para observacdo de particulas soélidas existentes no organismo dos

mexilhdes. A observacao foi realizada a lupa e os resultados foram registados por itens.

Em todas as amostras analisadas foi possivel observar itens (Figura 4.10). No més
de julho, os resultados referentes a recolha da ETAR néo tém dados, uma vez que nao foi

possivel realizar essas andlises.

julho setembro novembro dezembro

e e e
N B OO

média itens /g
=
o

o N B OO

B Marina M Fosso ETAR

Figura 4.10- Média de itens encontrados por g de amostra liofilizada, de mexilh&o colhido na ETAR,
Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e dezembro.

As amostras recolhidas no Fosso em julho apresentaram o valor mais elevado, com
cerca de 16 itens/g. O valor mais baixo deteta foi nas amostras da Marina, no més de

dezembro, onde se observou cerca de 2 itens/g.

As imagens capturadas estdo na resolugdo maxima da lupa (32x) e séo
demonstrativas de alguns dos diversos itens encontrados e contabilizados (Figuras 4.11;
4.12; 4.13; e 4.14).
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Figura 4.11- Item de cor azulada observado na amostra de mexilhdo do Fosso no més de
novembro

Comparando com a bibliogradia, os itens apresentam formas semalhantes aos reportados,
apesar de terem sido detetados em maiores quantidades, a cor e formato sdo semelhantes

(Pequeno et al., 2021)

Figura 4.12 Item observados na amostra de mexilhdo da Marina no més de novembro

Figura 4.13- Item observados na amostra de mexilhdo da Marina no més de dezembro

N

A ‘

Figura 4.14- Item observado na amostra de mexilhdo da ETAR no més de novembro
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A pesquisa realizada apenas pretendia detetar a presenca de particulas sélidas nas
amostras, sem recorrer a técnicas que permitissem a sua identificagdo, nomeadamente a
espectrofotometria de infravermelho. Desta forma, s6 é possivel afirmar que foram
detetados itens sélidos em todas as amostras estudadas, que resistiram ao processo de
digestao efetuado. As quantidades detetadas sdo superiores as relatadas na bibliografia
(Digka et al., 2018), que indica uma média de 5,3 itens encontrados por grama de peso

seco, enquanto que no presente estudo, a média é de 8,2 itens/g de peso seco.

Numa pesquisa realizada na costa chinesa, (Qu et al., 2018) concluiram que existe
uma relagdo entre a quantidade de fibras encontradas no organismo dos mexilhdes e as
existentes no seu ambiente. Desta forma, assumindo que houve uma média de 8
particulas/g de mexilhdo, podemos considerar que 0 meio envolvente tem presenca de

microplasticos na mesma propor¢ao, ou maior.

4.4. Andlises fisico-quimicas as amostras de agua

Os resultados obtidos para os parametros fisico-quimicos das amostras de agua

foram comparados entre datas e locais de amostragem.

4.4.1 Temperatura

Os 3 locais apresentaram temperatura semelhante e as variagcdes foram, também
idénticas e caracteristicas da época da recolha, sendo superiores no més de julho e

inferiores no més de dezembro (Figura 4.15).
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Figura 4.15-Variacdo da temperatura (°C ) da 4gua , da ETAR, Fosso e Marina de Peniche nos
meses de julho, setembro, hovembro e dezembro.

Nos dados obtidos, a temperatura da agua variou entre 14°C e 19°C, valores dentro
do intervalo considerado por (Boaventura et al., 2002), que define que a temperatura das
aguas costeiras pode variar entre 13°C e 22°C.

4.4.2. Salinidade

O mesmo principio se aplica ao parametro da salinidade da 4gua do mar. Os
valores medidos foram semelhantes entre locais e datas de amostragem. No entanto,
pode-se observar uma diminuicdo no valor da salinidade da 4gua do Fosso, nos meses de
novembro e dezembro (Figura 4.16). Ainda assim, os valores de salinidade ndo divergem
dos estudos de Cabral-Oliveira et al (2014) e Figueira & Barata (2007).
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Figura 4.16- Variagéo da salinidade da 4gua da ETAR, Fosso e Marina de Peniche nos meses de
julho, setembro, novembro e dezembro.

4.4.3. Teor de Oz2dissolvido

O teor de O dissolvido nas amostras teve variagdes idénticas entre locais e 0s
valores da ETAR foram sempre superiores (Figura 4.17). Nos meses de inverno os valores
séo coerentes com (Cabral-Oliveira et al., 2014), que também observou a relagédo entre a

diminuicdo da temperatura e o aumento da quantidade de O, dissolvido.
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Figura 4.17- Variacdo da quantidade de O2 dissolvido, expresso em mg/L, da 4gua da ETAR, Fosso
e Marina de Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e dezembro.
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4.4.4 pH da agua do mar nos locais de recolha

Os valores de pH medidos situaram-se entre 7,9 e 8,15, com diferencas minimas
entre locais (Figura 4.18). Estes dados sdo semelhantes aos valores de pH da agua do

mar reportados em Portugal (Figueira & Barata, 2007).
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Figura 4.18- Variacédo do pH da agua da ETAR; Fosso e Marina de Peniche nos meses de julho,
setembro, novembro e dezembro

4.4.5 Quantificacao de clorofila a

A &gura proveniente da Marina apresentou a maior variabilidade no teor de clorofila
a ao longo do periodo de amostragem, resgistando o valor mais elevado no més de
novembro. A concentracdo deste pigmento nas amostras de agua recolhida no Fosso e na
ETAR sofreu ligeiras alteracfes ao longo dos meses, com valores concordantes entre os

locais (Figura 4.19).
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Figura 4.19- Variacdo da concentracdo de Clorofila a, em mg.m- da agua da ETAR, Fosso e
Marina de Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e dezembro.

A concentragdo de clorofila a teve valores dentro do esperado para as aguas
costeiras (Falcdo et al., 2003). No entanto, o valor medido em novembro na Marina pode
ter como justificacdo uma elevada movimentacdo dos fundos, fazendo ressuspender a
clorofila a na coluna de agua, sendo assim um valor momentaneo; ou derivado de um
maior nimero de particulas em suspensdo na coluna de agua, que dificultasse o processo

de filtracao.

4.4.6. Quantificacdo de nitratos

A concentracdo de nitratos nas aguas variou bastante, ainda que de forma
concordante entre locais. No entanto, nas amostras da ETAR, os valores obtidos foram
mais elevados no més de novembro, em relacdo aos outros 2 locais. No més de dezembro

houve um aumento de concentragdo nas trés amostras (Figura 4.20).
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Figura 4.20- Variacdo da concentragéo de nitratos, expressa em mg/L, da agua da ETAR, Fosso e
Marina de Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e dezembro.

Os dados apresentados indicam que a Marina foi o local que teve a concentragéo
mais baixa de nitratos (0,3 mg/L) e a mais elevada (3,6 mg/L), nos meses de novembro e
dezembro respetivamente. Apesar de os valores variarem de forma semelhante entre
datas, a concentracdo de nitratos nas amostras € superior aos valores apresentados nas

zonas mais impactadas de (Cabral-Oliveira et al., 2014).

4.4.7. Quantificacdo de nitritos

Os resultados da andlise de nitritos mostram um aumento da concentragdo na
agua da Marina e da ETAR no més de dezembro, no entanto, as amostras recolhidas na

ETAR apresentam a maior concentracdo de nitritos (Figura 4.21).
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Figura 4.21- Concentragdo de nitritos, expressa em mg/L. da 4gua da ETAR, Fosso e Marina de
Peniche nos meses de julho, setembro, novembro e dezembro

As amostras do Fosso tém resultados semelhantes e constantes em todos os
meses, sendo este o local com menor concentracdo de nitritos com valores que vao de
encontro aos do estudo de (Cabral-Oliveira et al., 2014), que reportou concentracdes de

nitrito num intervalo entre 0,02 e 0,1 mg/L.

4.4.8. Quantificacdo de amédnia

Nos meses de julho e setembro, ndo foram detetadas quantidades mensuraveis de
amoénia em nenhum dos pontos de recolha (Figura 4.22). No entanto, em novembro
registou-se um pico de concentracdo de amédnia no Fosso ( 11,85 mg/L) e na ETAR (2,64
mg/L) enquanto que na Marina o valor maximo de amonio foi registado em dezembro (9,31

mg/L).
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Figura 4.22- Concentragdo de amonia, expressa em mg/L, da dgua da ETAR, Fosso e Marina de
Peniche nos meses de estudo.

Os teores de amonia detetados nos meses de novembro e dezembro sdo em muito
superiores aos registados por (Cabral-Oliveira et al., 2014), que tem como valor maximo
1,1+1,0 mg/L. Nas amostras recolhidas, a ETAR apresenta as concentra¢des mais baixas

de amonia, sendo o Fosso o local com maiores concentragfes deste composto quimico.

4.4.9. Quantificacao de fosfatos

A concentracdo de fosfatos teve diversas variacdes, entre locais e datas, ao longo
do estudo. Como se pode observar no grafico da Figura 4.23, em setembro registaram-se
os valores mais baixos de fosfatos em todos os locais. A concentracdo maxima foi
registada na marina no més de julho (0,45 mg/L). No Fosso, o valor maximo foi detetado
em novembro, diminuindo no uUltimo més, ficando em valores semelhantes aos outros

locais.
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Figura 4.23- Concentracdo de fosfatos, expressa em mg/L, da agua da ETAR, Fosso e Marina de
Peniche nos meses de estudo.

As concentragfes de fosfato mais baixas foram detetadas nas amostras da ETAR,

tendo sido na Marina recolhidas as amostras com maiores concentracoes.

A concentracdo de fosfato nas &guas costeiras deve-se, maioritariamente, aos
produtos usados para agricultura que, nos periodos de chuva, tendem a escorrer da terra
para a costa, fazendo assim alterar os valores na coluna de agua.(Newton et al., 2003) Nos
dados recolhidos, nas épocas de chuva houve um aumento da concentragdo de fosfato,
que esta de acordo com os resultados descritos por (Falcéo et al., 2003). No entanto, 0s
locais estudados apresentaram valores inferiores aos de zonas poluidas (Cabral-Oliveira et
al., 2014).
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5.Consideracdes Finais

O presente estudo permitiu concluir que os animais filtradores sofrem alteracdes
microbioldgicas e bioquimicas na presenca de elementos téxicos na coluna de agua. Desta
forma, a espécie Mytilus edulis, tal como reportado, € uma espécie adequada como
bioindicador ambiental (Bennet-Clark, 1976)

As amostras de mexilhdo recolhidas nas zonas estudadas apresentaram
contaminacdo por bactérias fecais e de origem antropogénica, e estavam também
possivelmente contaminadas por microplasticos. A zona da ETAR de Peniche foi a mais
pobre em nutrientes na coluna de agua e os seus mexilhdes tinham, em todas as analises
microbioldgicas, uma maior carga de poluicdo. Nestas amostras foi ainda possivel observar
gue o seu tamanho e peso era muito inferior em comparacdo com 0s outros locais de
amostra, o que podera estar relacionado com a poluicdo ambiental, uma vez que o
crescimento pode ser limitado pelos componentes quimicos do meio ambiente (J. Widdows
et al., 1979; John Widdows & Donkin, 1988), apesar de nao ser o local com maior contetdo
de matéria inorganica. As amostras recolhidas na zona conhecida como o “Fosso” de
Peniche continham a segunda maior carga bacteriologica e também n&o foram as
amostras de maior tamanho recolhidas, apesar da estavel composi¢do bioguimica destes
mexilhdes, que ndo apresentou grandes alteracbes em relagdo a bibliografia. A agua
recolhida da Marina de Peniche, ao longo do estudo, apresentou os valores mais elevados
de nutrientes, e a populacdo de mexilh8es estudada apresentava os individuos de maiores

dimensdes, com menor carga microbiolégica e com valores nutricionais mais elevados.

BN

As metodologias utilizadas adequaram-se a pesquisa permitindo ter uma
diversidade de parédmetros para estudo da qualidade da agua da costa de Peniche,
podendo ser acrescentado o estudo microbiologico da agua, a par com o dos mexilhdes,

para que seja possivel comparacao de valores obtidos.

Este trabalho vem salientar o perigo da dispersédo de poluentes como microplasticos
na cadeia trofica. E necesséaria uma consciencializac&o global dos perigos da polui¢éo e de

como afetam a satde de quem consome animais filtradores.
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Em pesquisas futuras poder-se-ia desenvolver um estudo onde fossem
selecionadas areas com diferentes predisposicfes a poluicdo antropogénica, a fim de se
obter uma perspectiva mais completa da costa de Peniche. A observacdo com recurso a
FTIR (Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier) das particulas solidas
presentes no mexilhdo garantird a sua natureza, enriquecendo o estudo do meio marinho
de Peniche.

De acordo com os resultados obtidos e a pesquisa bibliogréfica, as variagdes do
contetudo de &cidos gordos dos mexilhGes parecem ter maior relagdo com parametros
ambientais (poluicdo, temperatura e disponibilidade de alimento) e as variagbes de
conteudo lipidico e proteico dependem principalmente do ciclo reprodutivo. Num estudo
com maior duragao seria possivel ter estes fatores em consideragéo e obter conhecimento

mais aprofundado do ambiente marinho da costa de Peniche.
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Anexos
Anexo |- Caracteristicas das amostras recolhidas na Marina em julho

oull 1 el (i Peso total Peso concha Peso mexilhao
(8) (8) (8)
1 60,88 17,63 12,07 5,56
2 60,71 18,32 12,96 5,36
3 49,10 15,08 10,02 5,06
4 48,31 12,62 7,51 5,11
5 46,87 8,69 5,85 2,84
6 44,92 7,74 5,41 2,33
7 39,69 6,23 4,15 2,08
oull 2 o () Peso total Peso concha Peso mexilhdo
(8) (8) (8)
1 54,62 18,02 10,88 7,14
2 52,95 19,27 11,96 7,31
3 47,99 10,71 6,83 3,88
4 51,88 11,82 8,16 3,66
5 47,11 8,04 5,30 2,74
6 41,75 6,06 4,26 1,80
7 44,27 6,94 4,41 2,53
oull 3 T o Peso total Peso concha Peso mexilhdo
(8) (8) (8)
1 58,26 18,39 12,03 6,36
2 57,31 14,61 9,17 5,44
3 55,12 13,15 9,08 4,07
4 46,34 10,92 7,59 3,33
5 46,79 10,27 6,81 3,46
6 47,72 7,95 5,28 2,67
7 48,32 7,83 5,18 2,65




Anexo |l- Caracteristicas das amostras recolhidas na Marina em setembro

pull 1
1

v b WN

6
pull 2
1
2
3
4
pull 3
1

2
3
4

Comprimento (mm)

72,39
78,91
69,67
70,84
80,75
68,40

Comprimento (mm)

73,37
71,31
74,16
65,70

Comprimento (mm)

70,03
69,11
67,42
62,60

Comprimento (mm)

72,39
78,91
69,67
70,84
80,75
68,40

Comprimento (mm)

73,37
71,31
74,16
65,70

Comprimento (mm)

70,03
69,11
67,42
62,60

Peso total (g)

40,30
43,19
38,69
39,99
42,81
27,10

Peso total (g)

35,16
33,35
27,75
20,79

Peso total (g)

30,30
28,88
19,96
23,34

Peso total (g)

40,30
43,19
38,69
39,99
42,81
27,10

Peso total (g)

35,16
33,35
27,75
20,79

Peso total (g)

30,30
28,88
19,96
23,34

Peso concha (g)

18,70
19,70
19,62
18,57
22,27
11,93

Peso concha (g)

17,80
16,43
13,25
9,27

Peso concha (g)

16,64
13,95
11,51
10,76

Peso mexilhdo (g)

Peso mexilhdo (g)

Peso mexilhdo (g)

Peso concha (g)

18,70
19,70
19,62
18,57
22,27
11,93

Peso concha (g)

17,80
16,43
13,25
9,27

Peso concha (g)

16,64
13,95
11,51
10,76

21,60
23,49
19,07
21,42
20,54
15,17

17,36
16,92
14,50
11,52

13,66
14,93
8,45
12,58

Peso mexilhdo (g)

21,60
23,49
19,07
21,42
20,54
15,17

Peso mexilhdo (g)

17,36
16,92
14,50
11,52

Peso mexilhdo (g)

13,66
14,93
8,45
12,58

Anexo IllI- Caracteristicas das amostras recolhidas na Marina em novembro




pull 1

O 00 NO UL A WN -

=
o

pull 2

O 00 NO UL B WN -

O = S Y
a b WN RO

pull 3

O 0 NOUL B WN P

T S S Y
a b WN PR O

Comprimento (mm)
58,00
58,20
58,20
50,40
55,80
49,20
56,80
50,30
47,00
53,50

Comprimento (mm)
50,40
52,50
48,00
44,60
48,10
41,40
40,30
44,70
38,00
51,40
30,90
40,80
46,80
54,60
45,80
44,70

Comprimento (mm)
52,50
50,40
47,90
43,60
44,80
42,50
49,20
48,20
38,20
36,90
45,90
40,30
37,90
38,10
50,30
48,10

Peso total (g)
24,22
25,82
22,63
17,42
18,40
15,25
18,02
10,65
14,11
19,07

Peso total (g)
15,76
24,66
12,87
10,90
15,56
9,21
7,66
12,04
7,05
18,60
4,80
6,28
13,00
18,27
10,89
9,58

Peso total (g)
17,66
18,61
10,93
9,05
11,48
9,44
16,43
9,78
6,62
5,16
12,62
7,27
5,67
7,05
16,07
12,15

Peso concha (g)
12,40
12,80
13,55
9,02
9,07
7,00
8,54
5,59
7,49
10,38

Peso concha (g)
8,27
8,81
6,31
6,75
9,13
4,75
4,50
6,49
3,83
10,08
3,03
4,06
6,60
9,08
6,85
5,19

Peso concha (g)
9,02
10,32
6,28
5,49
6,71
9,06
4,70
5,32
3,71
3,22
6,62
4,34
2,67
3,69
8,36
6,57

Peso mexilhdo (g)
11,82
13,02
9,08
8,39
9,32
8,25
9,48
5,06
6,63
8,69

Peso mexilhdo (g)
7,49
15,85
6,56
4,15
6,43
4,46
3,17
5,55
3,22
8,51
1,78
2,22
6,40
9,19
4,04
4,40

Peso mexilhdo (g)
8,65
8,29
4,65
3,56
4,77
0,39
11,73
4,46
2,92
1,95
6,01
2,93
3,00
3,36
7,71
5,58
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pull 1
1

O 00 NO Ul b WN

10
pull 2
1

O 00N O Ul B WN

I S S G
U bh WN RO

16
pull 3
1

2
3
4

17
18
19
20
21
22
23
24

39,20
47,00
35,90
36,90
38,00
43,60
43,60
36,90

Comprimento (mm)

58,00
58,20
58,20
50,40
55,80
49,20
56,80
50,30
47,00
53,50

Comprimento (mm)

50,40
52,50
48,00
44,60
48,10
41,40
40,30
44,70
38,00
51,40
30,90
40,80
46,80
54,60
45,80
44,70

Comprimento (mm)

52,50
50,40
47,90
43,60

Peso total (g)

24,22
25,82
22,63
17,42
18,40
15,25
18,02
10,65
14,11
19,07

Peso total (g)

15,76
24,66
12,87
10,90
15,56
9,21
7,66
12,04
7,05
18,60
4,80
6,28
13,00
18,27
10,89
9,58

Peso total (g)

17,66
18,61
10,93
9,05

6,95
11,47
5,97
5,72
7,91
8,74
9,30
5,89

Peso concha (g)

Peso concha (g)

12,40
12,80
13,55
9,02
9,07
7,00
8,54
5,59
7,49
10,38

8,27
8,81
6,31
6,75
9,13
4,75
4,50
6,49
3,83
10,08
3,03
4,06
6,60
9,08
6,85
5,19

Peso concha (g)

9,02
10,32
6,28
5,49

3,75
5,72
3,07
3,01
4,81
4,42
4,28
2,84

11,82
13,02
9,08
8,39
9,32
8,25
9,48
5,06
6,63
8,69

7,49
15,85
6,56
4,15
6,43
4,46
3,17
5,55
3,22
8,51
1,78
2,22
6,40
9,19
4,04
4,40

8,65
8,29
4,65
3,56

3,20
5,75
2,89
2,71
3,10
4,32
5,03
3,05

Peso mexilhdo (g)

Peso mexilhdo (g)

Peso mexilhdo (g)
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5 44,80
6 42,50
7 49,20
8 48,20
9 38,20
10 36,90
11 45,90
12 40,30
13 37,90
14 38,10
15 50,30
16 48,10
17 39,20
18 47,00
19 35,90
20 36,90
21 38,00
22 43,60
23 43,60
24 36,90

Anexo V- Caracteristicas das amostras recolhidas na Marina em dezembro

11,48
9,44
16,43
9,78
6,62
5,16
12,62
7,27
5,67
7,05
16,07
12,15
6,95
11,47
5,97
5,72
7,91
8,74
9,30
5,89

6,71
9,06
4,70
5,32
3,71
3,22
6,62
4,34
2,67
3,69
8,36
6,57
3,75
5,72
3,07
3,01
4,81
4,42
4,28
2,84

4,77
0,39
11,73
4,46
2,92
1,95
6,01
2,93
3,00
3,36
7,71
5,58
3,20
5,75
2,89
2,71
3,10
4,32
5,03
3,05
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pull 1

0O N O UL b WN

pull 2

O 00 NO UL B WN -

=
o

pull 3

O 0 NO UL B WN -

[ Y
N 2 O

Comprimento (mm)

56,50
62,40
56,40
55,80
50,30
57,80
51,70
59,60
52,00

Comprimento (mm)

55,20
51,40
55,80
31,90
60,30
55,90
54,60
55,40
60,30
51,40

Comprimento (mm)

58,20
56,30
53,90
54,80
51,50
54,50
50,50
49,50
40,80
50,30
50,20
49,30

Peso total (g)

26,02
26,31
19,41
18,89
15,79
27,34
17,85
26,87
19,30

Peso total (g)

22,28
17,67
20,46
20,77
25,25
22,62
18,74
18,45
24,21
18,67

Peso total (g)

27,01
23,33
19,92
16,24
19,14
20,62
12,56
12,97
15,58
17,11
16,12
13,18

Peso concha (g)
12,30
11,98
8,90
8,87
8,10
13,57
8,86
11,97
9,64

Peso concha (g)
11,42
8,22
10,51
11,42
12,71
11,08
9,44
9,54
11,87
9,83

Peso concha (g)
11,65
12,20
10,31
7,78
10,41
12,09
6,72
7,58
8,04
9,15
8,53
6,69

Anexo V- Caracteristicas das amostras recolhidas no Fosso em julho

Peso mexilhdo (g)

13,72
14,33
10,51
10,02
7,69
13,77
8,99
14,90
9,66

Peso mexilhdo (g)

10,86
9,45
9,95
9,35
12,54
11,54
9,29
8,91
12,34
8,84

Peso mexilhdo (g)

15,35
11,13
9,61
8,46
8,73
8,53
5,84
5,39
7,54
7,96
7,59
6,50
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Comprimento (mm)

71,02
66,30
62,73
58,20

Comprimento (mm)

69,10
65,70
66,01
62,60

Comprimento (mm)

77,03
72,40
67,02
63,41

Peso total (g)
30,36
31,52
24,07
23,75

Peso total (g)
30,75
21,17
34,54
20,10

Peso total (g)
37,74
25,74
28,72
17,38

Peso concha (g)
19,72
19,28
14,95
16,55

Peso concha (g)
18,42
12,68
15,90
10,60

Peso concha (g)
22,78
16,19
17,32
13,85

Peso mexilhdo (g)
10,64
12,24
9,12
7,20

Peso mexilhdo (g)
12,33
8,49
18,64
9,50

Peso mexilhdo (g)
14,96
9,55
11,40
3,53

Anexo VI- Caracteristicas das amostras recolhidas no Fosso em setembro

Comprimento (mm)

85,38

83,93

86,87

76,08
Comprimento (mm)

85,51

92,31

87,75

81,96
Comprimento (mm)

101,82

96,21

88,53

91,43

Peso total (g)
40,49
39,28
41,21
24,44

Peso total (g)
33,13
33,83
31,13
27,87

Peso total (g)
59,70
38,13
33,52
31,43

Peso concha (g)
16,65
17,15
13,17
11,66

Peso concha (g)
15,08
13,26
12,58
11,45

Peso concha (g)
26,06
18,64
13,03
14,17

Peso mexilhdo (g)
23,84
22,13
28,04
12,78

Peso mexilhdo (g)
18,05
20,57
18,55
16,42

Peso mexilhdo (g)
33,64
19,49
20,49
17,26

Anexo VII- Caracteristicas das amostras recolhidas no Fosso em novembro
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pull 1

O 00 NO UL A WN -

[
= O

pull 2

O 0 NOYULL A WN -

[
= O

pull 3

O 0o NOOULL A WN -

o S
O Ul WN R O

Comprimento (mm)

68,10
5,36
5,81
6,25
4,82
6,03
5,03
3,36
6,04
5,02
5,92

Comprimento (mm)

6,92
5,47
5,47
5,25
6,80
4,70
4,47
4,69
4,70
5,57
4,92

Comprimento (mm)

4,81
4,81
4,57
4,81
4,68
4,69
4,35
5,47
5,14
4,47
4,70
5,14
6,03
6,03
6,14
5,81

Peso total (g)

30,58
12,56
20,23
21,45
9,99

9,95

11,84
2,77

25,51
10,62
15,64

Peso total (g)

38,44
15,59
14,83
14,35
31,49
9,99
8,68
9,07
10,12
16,65
10,93

Peso total (g)

11,10
10,51
9,40

10,90
10,09
10,37
9,62

16,38
12,71
7,88

7,69

15,63
21,05
22,53
28,47
15,56

Peso concha (g)

12,04
5,48
8,76
9,72
4,65
5,04
5,18
1,67

10,53
4,70
9,29

Peso concha (g)

17,07
6,59
6,38
6,20

12,92
6,11
3,89
5,27
4,39
6,89
4,67

Peso concha (g)

4,53
4,66
4,17
4,60
4,34
4,43
4,46
6,82
5,44
3,77
5,08
7,73
9,44

10,08

12,02
8,12

Peso mexilhdo (g)

18,54
7,08
11,47
11,73
5,34
4,91
6,67
1,11
14,98
5,92
6,36

Peso mexilhdo (g)

21,37
9,00
8,45
8,15
18,58
3,88
4,78
3,79
5,73
9,76
6,26

Peso mexilhdo (g)

6,57
5,85
5,23
6,30
5,75
5,94
5,16
9,56
7,27
4,11
2,61
7,91
11,61
12,45
16,45
7,44

Anexo VIlI- Caracteristicas das amostras recolhidas no Fosso em dezembro
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pull 1 Comprimento (mm)
1 66,90
2 69,20
3 56,90
4 62,50
5 56,90
6 52,50
7 52,50
8 6,35

pull 2 Comprimento (mm)
1 67,00
2 62,50
3 54,70
4 49,20
5 43,70
6 49,30
7 48,20
8 62,50
9 55,80

10 59,20
11 66,90

pull 3 Comprimento (mm)
1 54,80
2 503,00
3 51,40
4 58,20
5 56,90
6 50,40
7 49,90
8 58,10
9 52,40

10 50,30
11 52,40
12 38,20
13 4,24

Peso total (g)
31,73
37,12
18,30
27,37
18,04
16,47
16,00
27,35

Peso total (g)
19,00
20,88
14,99
14,18
8,97
14,01
12,28
22,82
17,44
19,68
25,12

Peso total (g)
16,25
11,70
12,21
20,47
20,26
13,78
13,33
17,18
14,00
14,22
12,49
5,12
8,48

Peso concha (g)
14,69
16,27
8,05
11,74
7,51
7,35
7,60
11,56

Peso concha (g)
8,24
8,36
6,16
6,38
4,12
6,11
5,05
9,34
7,46
8,24
10,85

Peso concha (g)
7,72
5,03
4,85
8,84
9,37
6,53
5,81
7,68
6,10
6,14
5,63
2,91
3,81

Peso mexilhdo (g)
17,04
20,85
10,26
15,63
10,52
9,11
8,40
15,79
Peso mexilhdo (g)
10,76
12,52
8,83
7,80
4,85
7,90
7,22
13,48

11,44
14,27
Peso mexilhdo (g)
8,53
6,66
7,36
11,63
10,89
7,26
7,53
9,50
7,91
8,08
6,87
2,21
4,67

Anexo IX- Caracteristicas das amostras recolhidas na ETAR em julho
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pull 1 Comprimento (mm)
1 19,08
2 18,39
3 22,43
4 18,55
5 16,96
6 18,19
7 16,77
8 19,41
9 18,02

10 18,19
11 19,44
12 16,73
13 18,45
14 17,26
15 16,27
16 15,74
17 12,64
18 10,92
19 12,72
20 11,37
21 12,84
22 14,9

23 10,15
24 14,9

Peso total
(g)
0,59
0,6
0,92
0,6
0,49
0,47
0,34
0,59
0,36
0,59
0,5
0,44
0,5
0,63
0,44
0,36
0,59
0,32
0,37
0,32
0,43
0,45
0,24
0,53

Peso concha
(g)
0,45
0,36
0,63
0,33
0,24
0,31
0,21
0,35
0,28
0,4
0,37
0,31
0,35
0,36
0,33
0,22
0,35
0,14
0,24
0,18
0,29
0,28
0,17
0,37

Peso mexilhdao
(g)
0,14
0,24
0,29
0,27
0,25
0,16
0,13
0,24
0,08
0,19
0,13
0,13
0,15
0,27
0,11
0,14
0,24
0,18
0,13
0,14
0,14
0,17
0,07
0,16

Anexo X- Caracteristicas das amostras recolhidas na ETAR em setembro
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pull 1

O 00 NOULL B WN -

W W W W INNNNNNNNMNNMNNRPRRRRRRRRPRPR
W N PRFRP, O OVOONOSOULEAEWNRE OOVOONOUPSAWNLREO

pull 2

00O N O U A WN P

Comprimento
(mm)
53,6
51,7
53,2
50,8
53,6
47,8
50
52,8
50,79
52,9
52,4
50,6
50,3
51,2
53
48,5
52,3
50,2
49,1
50,2
50,9
49,4
47,7
49,3
49,6
48,9
48,9
49,2
50
47,6
46,1
45,1
42,5
Comprimento
(mm)
46,3
48,8
47,7
47,1
44
46,1
47,6
45,7

Peso total (g)

2,52
1,99
2,17
1,97
2,29
1,74
1,57
2,19
1,56
1,54
2,52
1,78
1,74
1,82
1,89
1,31
2,14
1,64
1,42

1,6
1,83
1,33
1,44
2,3
1,66
1,16
1,47
1,49
1,27
1,42
1,67
1,48
1,29

Peso total (g)

2,74
2,49
2,23
1,53
1,43
2,02
1,98
1,74

Peso concha (g)

1,08
0,93
0,93
0,89
1,13
0,92
0,9
1,14
0,86
0,99
1,33
0,95
0,99
0,89
1,05
0,69
1,01
0,89
0,66
0,8
0,89
0,64
0,79
1,33
0,72
0,59
0,8
0,76
0,75
0,76
0,8
0,67
0,7

Peso concha (g)

1,15
1,13
1,12
0,88
0,71
0,94
0,99
0,94

Peso mexilhdo (g)

1,44
1,06
1,24
1,08
1,16
0,82
0,67
1,05
0,7
0,55
1,19
0,83
0,75
0,93
0,84
0,62
1,13
0,75
0,76
0,8
0,94
0,69
0,65
0,97
0,94
0,57
0,67
0,73
0,52
0,66
0,87
0,81
0,59

Peso mexilhdo (g)

1,59
1,36
1,11
0,65
0,72
1,08
0,99
0,8
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10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

pull 3

O 0 NO UL B WN P

N P P R R P R PP R
O Voo NOYTU b~ WNPEFRO

47,1
44
45,6
45,4
46,1
44,3
43,1
46,27
44,5
44,4
44,2
42,8
44,8
44,2
43,8
43,5
42,8
43,8
42,4
44,5
41,1
43,27
43,1
42,8
44,5
Comprimento
(mm)
55
52
49,8
51,3
45,7
52,7
49,1
47,9
51,2
49
50,2
44,4
43,8
45
44,1
45,34
43,5
44,9
44,2
43,9

1,97
1,58
2,45
1,67
1,49
1,46
1,51
2,14
1,67
1,76
1,57
1,2
2,3
1,41
1,36
1,35
1,86
1,45
1,08
1,93
1,2
1,37
1,26
1,19
1,34

Peso total (g)

4,42
3,08
2,69
3,37
1,64
3,16
2,9
2,64
2,22
1,64
1,9
1,79
1,36
1,57
2,08
1,65
1,29
1,7
1,63
1,68

1
0,86
1,31
0,89
0,9
0,86
0,7
1,14
1,02
1
0,78
0,65
1,26
0,57
0,71
0,69
1,09
0,93
0,5
1,05
0,74
0,65
0,7
0,59
0,71

Peso concha (g)

2,1
1,35
1,38
1,68

1
1,59
1,58

1,3
1,14
0,87
0,97
0,92
0,77
0,79
1,11
0,84
0,69
0,87
1,01
0,96

0,97
0,72
1,14
0,78
0,59
0,6
0,81
1

0,65
0,76
0,79
0,55
1,04
0,84
0,65
0,66
0,77
0,52
0,58
0,88
0,46
0,72
0,56
0,6
0,63

Peso mexilhdo (g)

2,32
1,73
1,31
1,69
0,64
1,57
1,32
1,34
1,08
0,77
0,93
0,87
0,59
0,78
0,97
0,81
0,6
0,83
0,62
0,72
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21
22
23
24
25
26
27

43,7
43,1
43,3
44,4
44,2
44
44,1

1,93
1,31
1,4
1,35
1,43
1,55
1,41

1,07
0,67
0,76
0,75
0,74
1,4
0,6

Anexo Xl- Caracteristicas das amostras recolhidas na ETAR em novembro

pull 1

O 0o N UL WN -

[EEN
o

Comprimento (mm)

20,30
5,82
5,82
5,04
5,58
4,92
5,68
5,03
4,70
5,35

Peso total

(g)
24,22

25,82
22,63
17,42
18,40
15,25
18,02
10,65
14,11
19,07

Peso concha

(g)
12,40

12,80
13,55
9,02
9,07
7,00
8,54
5,59
7,49
10,38

Peso mexi

(g)
11,82

13,02
9,08
8,39
9,32
8,25
9,48
5,06
6,63
8,69

0,86
0,64
0,64
0,6
0,69
0,15
0,81

lhdao

Anexo XlI- Caracteristicas das amostras recolhidas na ETAR em dezembro

pull 1

O 0o NOOULLDE, WN -

[ T Y
w N - O

Comprimento (mm)

21,50
23,50
20,30
20,30
17,00
14,70
23,60
19,20
20,40
20,30
18,10
17,00
13,70

Peso total
(g)
0,94
1,29
0,86
0,90
0,52
0,25
1,30
0,81
0,88
0,84
0,56
0,54
0,31

Peso concha
(g)
0,51
0,73
0,46
0,44
0,31
0,14
0,71
0,44
0,46
0,39
0,29
0,36
0,18

Peso mexilhdo

(g)
0,43
0,56
0,40
0,46
0,21
0,11
0,59
0,37
0,42
0,45
0,27
0,18
0,12
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14
15
16
17
18
19
20

19,20
22,50
199,20
19,10
13,60
14,80
14,70

0,73
0,82
0,50
0,62
0,24
0,38
0,28

0,37
0,54
0,28
0,35
0,16
0,22
0,16

0,35
0,28
0,22
0,28
0,08
0,16
0,12
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