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RESUMO

A Ria Formosa € a regido mais importante para a producdo de moluscos bivalves na costa sul
de Portugal. Este estudo avalia a contaminacdo microbiologica e caracteristicas bioquimicas
indicadoras de stress de moluscos bivalves (Ruditapes decussatus) provenientes de areas de
producdo de duas Zonas da Ria Formosa (uma &rea mais povoada, Faro-Marchil (A), e uma
area menos povoada, Cacela-Vila Real de Santo Antonio (Cacela-VRSA) (B), que foram
analisadas mensalmente, entre agosto de 2012 e julho de 2013. Os niveis de Escherichia coli,
Vibrio spp. e bactérias marinhas totais foram analisados e relacionados com perfis de
temperatura e precipitagdo. Os niveis mais elevados de E. coli foram encontrados em bivalves
provenientes de Faro-Marchil, durante periodos de temperaturas mais elevadas (verdo),
devido, principalmente, ao aumento da populacdo durante o verdo nessa area. Embora 0s
valores obtidos se encontrem dentro dos valores correspondentes ao estatuto sanitario desta
zona (Classe B). Os niveis mais elevados de E. coli em Cacela-VRSA foram observados
especialmente durante o inverno, provavelmente devido a fontes difusas de descargas fecais.
Para ambas as areas, 0s niveis mais altos de Vibrio spp. foram encontradas em fevereiro e
marco de 2013; estes meses correspondem a um nivel mais elevado de bacterioplancton na
Ria Formosa. Niveis mais baixos de Vibrio spp. foram encontrados em outubro de 2013 em
ambas as areas de producdo de bivalves. O indice de peroxidacdo lipidica em amostras de
améijoa-boa em Faro-Marchil e em Cacela-VRSA foram ligeiramente mais elevados nos
meses de verdo e de Outono. A andlise destes resultados pode ser particularmente Gtil para o
desenvolvimento de pesquisas sanitarias e avaliar os riscos a salde humana associados ao
consumo de bivalves, com a consequente melhoria da qualidade dos bivalves

comercializados, resultar em agregacao de valor ao produto final.

Palavras- chave: E. coli, Vibrios, Ruditapes decussatus, Monitorizagdo microbioldgica,

Saude Publica, Peroxidacdo lipidica



ABSTRACT

Ria Formosa Lagoon is the most important region for bivalves’ production in the South
Portuguese coast. This study evaluates the microbiological and biochemistry contamination of
clams Ruditapes decussatus originating from two bivalves production areas of Ria Formosa (a
more populated area, Faro—Marchil, and a less populated area, Cacela—Vila Real de Santo
Antonio (Cacela-VRSA)) that were analyzed monthly, between August 2012 and July 2013.
The levels of Escherichia coli and Vibrio spp. were monitored and related with temperature
profiles. The highest levels of E. coli were found in bivalves collected from the Faro-Marchil
area during periods of higher temperatures (summer), mainly due to the population increase
during the summer in that area. Notwithstanding the current classification (Class B) of this
shellfish harvesting production area should not be changed. In Cacela-VRSA, higher levels of
E. coli were observed especially during the winter, probably due to diffuse sources of faecal
discharges. For both areas, the highest levels of Vibrio spp. were found in February and
March 2013; these months correspond to a higher level of bacterioplankton in Ria Formosa.
Lower levels of Vibrio spp. were found in October 2013 in both bivalve production areas. The
lipid peroxidation index in clam-good samples in Faro-Marchil and Cacela-VRSA were
slightly higher in the months of summer and autumn. The analysis of this information can be
particularly useful in the development of sanitary surveys and evaluate the human health risks
associated with bivalves consumption, thence improving the quality of marketed bivalves,

result in adding value to the final product.

Keywords: E. coli, Vibrios, Ruditapes decussatus, Microbiological Monitoring, Public

Health, Lipid Peroxidation



ABREVIATURAS

IPMA- Instituto Portugués do Mar e Atmosfera
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Introducao

1 INTRODUCAO

1.1 Caracterizacdo da espécie em estudo

1.1.1 Taxonomia

A Ria Formosa é um dos principais centros de producdo de améijoa-boa (Ruditapes
decussatus). Para além da ocorréncia natural na Ria, € cultivada em viveiros, atingindo assim
uma grande producdo anual.

A espécie R. decussatus (Figura 1), vulgarmente designada de améijoa-boa ou améijoa
real foi inicialmente designada de Venus decussata. Atualmente a classificagdo taxondémica da
R. decussatus, segundo as bases de dados NCBI Taxonomy
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/) é a seguinte:

Reino: Animalia

Filo: Mollusca

Classe: Bivalvia

Ordem: Veneroida

Familia: Veneridae

Género: Venerupis

Sub- género: Ruditapes

Espécie: Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758)

Figura 1. Améijoa-boa Ruditapes decussatus (Linnaeus,1758).
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1.1.2 Morfologia externa e interna

A améijoa-boa apresenta, a nivel da morfologia externa, uma concha equivalve e
convexa, de contorno oval mais ou menos alongada, com o bordo posterior truncado e quase
vertical. A superficie externa é convexa, com duas depressdes no bordo: a ltnula, de contorno
fusiforme e delimitada por um sulco profundo ornado de finas estrias, e uma estrutura
alongada correspondente ao ligamento, sendo os sulcos das estrias de crescimento bastante
acentuados. A coloracdo externa das valvas é bastante variavel, podendo apresentar-se
esbranquicada, amarelada, alaranjada, castanha clara ou escura; praticamente uniforme ou
com motivos que podem ser compostos de pontuagdes, riscas ou marcas diversas em cor e
namero variaveis. De acordo com Royo (1985), a coloracdo parece estar ligada a natureza do
substrato, sendo negra brilhante em individuos que vivem em substratos lodosos, e branca
naqueles que vivem em substratos arenosos. A face interna das valvas é acentuadamente
cbncava e interiormente apresentam um contorno nitido da linha paleal e dos musculos
adutores. Nesta linha observa-se uma reentrancia (seio paleal) que se deve aos musculos
retratores dos sifées (Royo, 1985).

Relativamente a morfologia interna (Figura 2), é possivel observar-se no corpo da
améijoa-boa as seguintes estruturas: manto, sifées, branquias, palpos labiais, musculos
adutores e massa visceral (Vilela, 1950). O manto é constituido por uma prega de tegumento
com dois lobos paleais que segregam e suportam cada uma das valvas (Banha, 1984). Os dois
sifoes sdo separados em todo 0 seu comprimento e pigmentados na extremidade distal. As
branquias sdo 6rgédos bastante aperfeicoados, munidos de um conjunto de cilios cuja atividade
permite a0 molusco imovel satisfazer as suas necessidades fundamentais: renovacdo de
oxigénio e alimentacdo (Banha, 1984). Dois pares de érgdos lamelares — palpos labiais — fixos
as paredes do corpo, encaminham as particulas alimentares pela corrente branquial, até a
boca. Os musculos adutores possuem uma forma sensivelmente cilindrica, cuja contracdo
permite o encerramento das valvas (Vilela, 1950). Na massa visceral distinguem-se duas
partes: a massa visceral propriamente dita, com os aparelhos circulatério, digestivo, nervoso e
reprodutor (Vilela, 1950; Barnes, 1980), e o pé, que permite a locomocdo. A maioria dos
espéecimes de améijoa-boa mede 25-40 mm de comprimento, por vezes ate 50 mm. H4 um

maximo referido de 60 mm de largura (Silva et al., 2008).
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Membeana

Estilete pericardica
cristalino

Concha Coragho

Orgdo excrotor

Figado Mdasculo que

fecha a concha

Brdnquia

Inestino

Ganglio
Pé nervoso

Figura 2. Morfologia interna de um molusco bivalve (Silva et al., 2008).

1.1.3 Distribuicéo geografica e habitat

Em Portugal, a distribuicdo geografica de R. decussatus inclui a Ria de Aveiro, a Lagoa
de Obidos, a margem esquerda do Tejo, Troia e imediacdes da Foz do Sado, o Rio Arado, a
Ria de Alvor e, principalmente, a Ria Formosa.

A espécie R. decussatus é, segundo Vilela (1950), uma espécie que habita zonas
abrigadas do litoral, como enseadas, rias, embocaduras de rios e lagoas litorais. Vive
enterrada no sedimento, normalmente em zonas de areias médias e finas, mais ou menos
vasosas, a uma profundidade méxima de 10 a 12 cm, conforme o seu tamanho. Fatores como
a consisténcia do terreno, a densidade populacional, o estado fisiol6gico dos individuos, bem
como o tamanho dos sifdes, limita a sua distribuicdo vertical, enquanto a sua distribuicdo a
superficie é influenciada pelas linhas limites das marés (Furtado, 1991; Guelorget et al., 1980;
Vilela, 1950).

1.1.4 Reproducéao e desenvolvimento

A améijoa-boa é uma espécie gonocérica (Camacho, 1980; Vilela, 1950), com
reproducdo didica: as fémeas produzem ovoécitos e os machos espermatozoides, embora,
segundo alguns autores, possa apresentar tracos de hermafroditismo juvenil, que, porém
desaparecem antes de atingirem o estado funcional das gonadas (Lucas, 1968; Parache, 1982).
Um mesmo individuo pode desovar como macho numa estacdo e como fémea na seguinte
desova, e assim sucessivamente. A temperatura, a nutricdo e o local de fixacdo séo fatores

externos que tém efeito sobre o inicio e duragdo da gametogénese. O periodo de postura

3
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prolonga-se por varios meses, desde junho/julho até setembro. Apos a postura, os individuos
apresentam uma consequente debilidade, seguindo-se um periodo de repouso sexual até
fevereiro, que se caracteriza por uma acumulacédo dos produtos de reservas e uma diminuicéo
do crescimento (Banha, 1984). A libertacdo dos gametas ocorre na agua, desenrolando-se a
fecundacdo externamente, com o posterior surgimento de larvas planctonicas (Barnes, 1980).
Entre 24 horas a 48 horas ap0s a fecundacdo, a larva assume o estado larvar designado larva
D ou veligera, caracterizada pelo aparecimento da concha bivalve, possuindo a capacidade de
se alimentar e deslocar (Figura 3). No final do periodo larvar (com uma duracédo média de 2 a
4 semanas e dimensdo dos individuos entre 300 a 400 pm), da-se a metamorfose, o que lhes
permite fixacdo no sedimento (Chicharo, 1996), assumindo a forma definitiva de uma

améijoa-boa, terminando o seu desenvolvimento no substrato submerso.

- e
Fecundagho ) \2 fln
CRESCIMENTO R “7 E »
Estado da D-larva ]:./\*é \?'fb
I ) g;/.-‘
# ” «3 —
" . ‘ Estado da 14 ‘_‘-
. ‘ buva maturo
’ //-‘

“7 1014 dins >

Figura 3. Ciclo de vida da Ruditapes decussatus.

O desenvolvimento bentonico da R. decussatus € condicionado por fatores ambientais,
como sejam a salinidade, a composi¢cdo do sedimento ou a concentragdo do oxigénio
dissolvido (Parache, 1982). O crescimento desta espécie, segundo Banha (1984) ¢ feito em
dois periodos distintos, um de crescimento, de marco a outubro, e outro de estagnacédo, de
novembro a fevereiro. No entanto, o periodo de crescimento pode sofrer restricdes ou ser

dilatado, dependendo das condi¢gbes ambientais. O crescimento é uniforme sendo mais
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acentuado entre marco e julho. O comprimento acompanha o crescimento em largura, com
uma maior acentuagdo no inicio da vida bentonica, mas com uma maior taxa no aumento da
largura no final da vida, que diminui regularmente a medida que os animais envelhecem,
sendo o tamanho limite determinado pelo meio (essencialmente temperatura e disponibilidade
de alimento) (Guelorget et al.,1980; Furtado, 1991; Vilela, 1950).

1.2 Consumo de moluscos bhivalves e o seu valor nutricional

Os moluscos bivalves tém um importante papel na nossa industria, pois representam
uma parte significativa da pesca nacional, tanto pela producdo como pelo nimero de pessoas
que dependem da apanha e comercializacao para a sua subsisténcia (Nunes, 2008).

Em Portugal sdo comercializadas cerca de 16 espécies diferentes de bivalves
procedentes das zonas de produgdo maioritariamente nacionais. Estes animais séo
preferencialmente adquiridos vivos, pelo consumidor, mas a procura do produto em
congelado e enlatado tem vindo a aumentar devido a comodidade que oferecem estas opcdes
para a sua conservacao (Bandarra, 2004).

Em Portugal, os moluscos bivalves sdo muito apreciados, fazendo eles parte integrante
da gastronomia tipica portuguesa. (Nunes e Campos, 2008). O interesse por estes animais
deve-se também ao seu valor nutricional. Na Tabela 1 podemos encontrar uma compilacdo da
composi¢do quimica e valor energético médios da parte edivel (conjunto do miolo e liquido
intervalvar) dos moluscos bivalves, que s&o considerados de maior interesse comercial em

Portugal.

Tabela 1 — Composicdo nutricional da améijoa boa (Ruditapes decussatus) (Bandara et al., 2004).

Valor energético Kcal 58,1
Parte Edivel (%) 27
Gordura total (g) 0,9

Saturada () 0,22
Omega 3 0,19
Omega 6 0,07

Colesterol (mg) 44,0
Proteina () 11,7
Vitamina A (1g) 540
Vitamina E (mg) 0,7
Potassio (mg) 33
Fosforo (mg) 162
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1.2.1 Proteinas

Como a maioria dos alimentos de origem animal, o pescado contém proteinas com um
excelente valor nutritivo (Nettleton, 1985; Pigott e Tucker 1990). A proteina do pescado
contém todos os amino&cidos essenciais, sendo altamente digerivel (Jhaveri et al., 1984).

Nos bivalves, as proteinas sdo consumidas para se obter os aminoacidos. A proteina é
digerida ou hidrolisada em aminoéacidos livres, que sdo absorvidos a partir do trato intestinal e
distribuido pelo sangue para os 6rgdos e tecidos. Estes aminoacidos sdo utilizados por varios
tecidos da améijoa para sintetizar novas proteinas. Um consumo regular de proteinas ou
aminoacidos € necessaria porque os aminoacidos sdo utilizados continuamente pelo pescado,
ou para a construcdo de novas proteinas durante a fase de crescimento e reproducdo ou para
substituir as proteinas existentes (manutencdo). Uma dieta inadequada, pobre em proteinas,
pode resultar na reducdo ou cessacdo do crescimento e perda de peso. Isto ocorre devido a
utilizacdo das proteinas dos tecidos menos vitais para a manutencao das fungdes dos tecidos
mais vitais. Por outro lado, uma dieta com um elevado fornecimento de proteinas, apenas uma
parte destas sera utilizada para fazer novas proteinas, sendo as restantes convertidas em
energia (Wilson, 2002).

As fungBes mais importantes das proteinas no organismo humano estdo relacionadas
com seu papel estrutural no revestimento externo (pele e pélos); na constituicdo da matéria
contractil dos masculos e da matéria conjuntiva, cartilagineas e dssea; com a acdo catalitica,
pela constituicdo das enzimas que permitem a efetivacdo e a estabilidade das reacdes quimicas
internas; a formacdo de anticorpos; a formacdo de hormonas; e o transporte de diversas
substancias no interior do organismo, em particular, os lipidos (Ferreira, 1994).

O marisco contém um excelente valor nutritivo de proteinas (Nettleton,1985; Pigott e
Tucker, 1990). As proteinas do pescado contém todos os aminoacidos essenciais e sdo
altamente digeriveis (Jhaveri et al., 1984). As necessidades didrias de proteinas, para 0s
adultos, variam entre 0,8 a 1 g por kg de peso (Almeida e Afonso, 2001).

1.2.2 Lipidos

Os lipidos dos animais marinhos possuem um elevado grau de insaturacdo ao nivel dos
acidos gordos, diretamente relacionados com a fluidez da membrana a baixas temperaturas
(Ackman, 1995). Os &cidos gordos polinsaturados (PUFA) essenciais ao organismo humano

encontram-se nos lipidos marinhos. Alguns acidos gordos de cadeia n-3, tais como o acido
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linolénico (18:3n-3), acido eicosapentaendico (20:5n-3) e 4cido docosahexaendico (22:6n-3),
sdo abundantes em lipidos marinhos (Chu e Greaves, 1991; Sargent et al., 1988).

Estes acidos gordos sdo benéficos para o sistema cardiovascular. O acido linolénico €
fundamental para a formacdo de prostasciclinas, que também sdo compostos eicosanoides.
Sao sintetizadas pelas paredes dos vasos sanguineos e sdo potentes inibidores da agregacdo
plaquetéria, dificultando a coagulacdo do sangue. Os tromboxanos e as prostaciclinas tém,
portanto, efeitos antagdnicos. (Almeida e Afonso, 2001; Flecher, 1989;)

O teor de lipidos da maioria do marisco varia geralmente entre 1-2 %, embora valores
tdo baixos como 0,5 % nédo sdo incomuns e valores de 3 % sejam descritos na literatura. A
razdo bésica para o baixo nivel de lipidos é que os bivalves armazenam o excedente de
energia como reserva de glicogénio e ndo como deposito de gordura, enquanto 0s crustaceos e
cefalopodes tém glandulas digestivas, onde a gordura pode ser armazenada temporariamente
(Ackman, 1995).

Na producdo dos bivalves os lipidos tém um papel importante uma vez que fornecem,
durante o inverno, energia para o crescimento quando as reservas de hidratos de carbono se
encontram esgotadas (Beninger e Lucas, 1984).

Nos bivalves, a variagdo sazonal dos lipidos estd diretamente relacionada com a
atividade reprodutiva. Em geral, a energia é armazenada antes da gametogénese, quando o
alimento é abundante, sob a forma de glicogénio, lipidos e proteinas. A importancia destes
compostos, dos tecidos em que sdo armazenados e da época da sua utilizacdo que varia entre
espécies (bem como entre populagbes da mesma espécie), mostraram que 0s ciclos de
armazenamento de energia e de produgdo podem estar intimamente ligados no tempo (Matias,
2013).

1.3 Variagdes bioquimicas associadas ao ciclo reprodutivo dos bivalves

marinhos

Vérias pesquisas estudaram as variacdes que ocorrem nas reservas bioquimicas dos
organismos marinhos para producdo de energia durante os ciclos de reproducdo (Aveiro,
2007; Orban et al.,, 2006). A composi¢cdo quimica dos animais marinhos € sazonal e
influenciada por fatores exdgenos (disponibilidade de alimentos e temperatura) e por fatores
enddgenos (ciclo reprodutivo pelas fases de acumulacdo e deplecéo dos tecidos de reservas)

aos quais podem operar juntamente (Orban et al., 2002).
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VariacGes da natureza bioquimica associada ao ciclo reprodutivo foram assinaladas para
varias espécies de bivalves, sendo frequentes as variagdes nos teores de glucidos, lipidios,
proteinas e minerais que se relacionam com a atividade reprodutiva em determinados tecidos.
O ciclo reprodutivo dos bivalves caracteriza-se por uma intensa atividade metabolica e gasto
de energia, principalmente na fase da gametogénese, sendo o glicogénio a reserva mais
importante. Os lipidos representam uma importante reserva de energia e sdo utilizados
principalmente em condicGes cronicas de estresse. Complementarmente, as proteinas, o
componente quimico mais abundante nos tecidos, pode ser objeto de transformacédo
metabdlica (Marin et al., 2003).

1.4 Capacidade de bioacumulacdo de poluentes quimicos e biolégicos

dos moluscos bivalves

Os ecossistemas costeiros sdo ambientes que apresentam uma grande fragilidade e
vulnerabilidade, uma vez que tendem a sofrer mudancas consideraveis sob o efeito de acéo
antropica (Pereira, 2003).

Os moluscos adaptam-se facilmente as mais diversas condi¢cdes ambientais, podendo
inclusive desenvolver-se em &guas bastante poluidas. Por se alimentarem por filtracdo, estes
animais podem adsorver e acumular nos tecidos diversos organismos patogenos humanos,
eventualmente presentes nas daguas de cultivo, tais como virus entéricos, bactérias,
protozoarios e helmintos (Rigotto, 2003), e contaminantes quimicos, como por exemplo
mercurio, ferro, chumbo, cobre, cadmio, cromo, manganés e hidrocarbonetos de petrdleo, em
concentracfes diretamente proporcionais as encontradas no sedimento adjacente e ao seu
desenvolvimento sexual (Aveiro, 2007; Zottis, 2005).

A qualidade do ambiente onde sdo cultivados ou extraidos determina os requisitos de
qualidade dos moluscos bivalves e a garantia de um produto saudavel e seguro para o
consumidor (Orban et al., 2006). Assim, frequentemente, os bivalves marinhos tém sido
empregados como bioindicadores de contaminag¢do quimica ou biolégica em programas de

monitoracdo ambiental nas regiGes oceanograficas.

1.5 Principais riscos do consumo de bivalves

Apesar da sua composi¢cdo quimica e das suas vantagens e beneficios, 0 consumo de
bivalves tem também alguns riscos associados. Estes riscos advém da quantidade de
contaminantes que estdo associados aos locais onde os moluscos bivalves habitam, sendo que
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estes podem ser contaminantes microbiol6gicos, biolégicos e quimicos. O tipo de alimentacdo
destes animais, por filtracdo, acaba por ser principal responsavel pela sua vulnerabilidade a
contaminacdo (Castilho, 2010). Tendo em conta que os moluscos bivalves sdo consumidos
inteiros (ndo-eviscerados) e parcialmente cozinhados (pois se forem submetidos a um
prolongado tempo de cozedura ficam com uma consisténcia semelhante a borracha e tornam-
se desagradaveis ao paladar), o risco de contigio por agentes patogénicos aumenta pois
aqueles acabam por ndo poder ser totalmente eliminados pela temperatura e tempo de
cozedura. Dai a importancia de existir um apertado controlo de qualidade garantindo a
seguranca alimentar e salubridade destes organismos enquanto produto alimentar (CAC,
2003).

1.5.1 Contaminantes microbiolégicos

A contaminacao microbioldgica das aguas (e por consequéncia dos moluscos bivalves)
pode resultar da atividade urbana, agroindustrial e de lazer. A contaminagdo mais prejudicial
para os seres humanos é contaminacdo fecal que pode ser de dois tipos, difusa ou pontual
tendo principalmente uma origem humana e/ou animal. Dentro das fontes de contaminagéo
pontuais devem ser salientados os efluentes de estacdes de tratamento de aguas residuais, 0
lixo de origem industrial, inundac6es de esgotos, fossas e explora¢fes animais. Descargas de
barcos, sarjetas, prados, quintas, reservas naturais, florestas, pantanos, sao considerados focos
de poluicéo difusa (Pedro et al., 2008a).

A existéncia de microrganismos no meio aquatico, a partir de fontes de contaminacéo,
depende de vérios fatores humanos e ambientais, tais como a topologia dos terrenos, a
pluviosidade e as caracteristicas hidrograficas. A pluviosidade é o fator que tem mais
influéncia na contaminacdo do meio aquatico (Pedro et al., 2008a), sendo que esta pode

chegar a influenciar a classifica¢do do estatuto (de salubridade) do local (vd. adiante).

1.5.2 Contaminantes biol6gicos

Os oceanos e mares possuem uma enorme de variedade de organismos de todas formas
e dimensdes. Alguns desses organismos possuem dimensdes tdo reduzidas (microscépicas)
que sdo transportados pelas correntes marinhas de uns locais para outros. Estes organismos
constituem o plancton, que se divide em fitoplancton e zooplancton. As microalgas
(pertencentes ao fitoplancton), que utilizam a luz solar e dioxido de carbono para produzir

matéria organica (de forma semelhante ao que fazem as plantas terrestres) sao, entdo, a base
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da cadeia alimentar marinha. O fitoplancton €, por um lado, produtor de uma grande parcela
do oxigénio presente na atmosfera terrestre e, por outro, serve também de alimento para o
zooplancton, pequenos peixes, e algumas espécies de baleias e bivalves (Bettencourt, 2011).
Por vezes, o fitoplancton multiplica-se rapida e excessivamente em funcéo de variagbes
nas condi¢bes ambientais (Seja por causas naturais ou de origem antropogénica). Estas
proliferacdes sdo genericamente benéficas, mas, por vezes, este aumento exponencial de
microalgas pode ser prejudicial ao nivel economico para a aquacultura, pesca e turismo,
devido ao facto de algumas destas espécies serem produtoras de (bio)toxinas prejudicais a

salde humana (Pedro et al., 2008a).

1.5.3 Contaminantes quimicos

Outra forma de contaminacdo das aguas e dos organismos que nelas habitam, é por
contacto com substancias (quimicas) organicas e inorganicas. De entre estas substancias
quimicas, evidenciam-se alguns metais considerados ndo-essenciais (por ndo se conhecer
nenhuma funcéo metabolica), como por exemplo aluminio, cadmio, chumbo, litio e mercdrio.
Quantidades ndo apropriadas destes elementos no organismo podem provocar alteragcdes nos
sistemas nervoso central, hematopoiético, cardiovascular ou respiratério. Algumas destas
substancias podem ter implicacdes para 0s seres vivos até ao nivel cancerigeno e mutagénico
(Lourengo et al., 2008). Ao contrério de outras substancias toxicas, 0s metais ndo podem ser
sintetizados ou destruidos pelo ser humano, porém este ao utiliza-los e manipula-los interfere
no seu grau de toxicidade, quer por transporte ambiental, quer pela producdo de compostos
gue ndo existiam naturalmente e que apresentam toxicidade superior & do produto existente na
natureza.

Quando a taxa de ingestdo do poluente excede a taxa de eliminacdo, ocorre acumulagao
nos tecidos das plantas e dos animais — bioacumulacdo — e da origem, por via da cadeia
alimentar (Pedro et al., 2008a), ao aumento da concentracdo com o nivel trofico —
bioamplificacdo. Tendo em consideracéo o grau de exposi¢cdo do Homem a esses elementos e
os teores de metais tdxicos nos varios produtos da pesca, estdo quantificadas as doses
admissiveis e definidos os teores maximos permitidos nos géneros alimenticios (Anénimo,
2006, 2008).
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1.6 Indicadores microbianos da qualidade dos bivalves

Os microrganismos indicadores presentes nos alimentos ndo representam um perigo
direto para a saude. Servem, isso sim, para assinalar a presenca de um perigo potencial para a
salde, como por exemplo, a presenca de microrganismos patogénicos. Os microrganismos
indicadores funcionam como “sistema de alarme” e quando séo detetados numa amostra de
bivalves, permitem perceber a contaminacgdo existente na zona.

Por outro lado, os microrganismos-indicadores estabelecidos para avaliar a qualidade
microbioldgica das aguas tem sido também usados para avaliar o potencial risco para a satde
associado ao consumo de produtos marinhos contaminados (Silva, 2009).

Os requisitos que um microrganismo indicador deve reunir, foram propostos por varios
investigadores ao longo dos tempos (Dionisio, 1996), e esses requisitos sao;

e A metodologia para a enumeragéo, isolamento e identificagcdo deve ser
simples, especifica, rapida e econémica;

e Deve estar presente, sempre que esteja 0 microrganismo patogénico ou
a sua fonte, e ndo deve ser detetado em aguas/alimentos livres de contaminacao;

e Devem ser facilmente distinguidos da microbiota natural de alimentos e
da agua;

e A sua concentracdo na dgua ou alimento deve ser muito maior que a dos
microrganismos patogénicos, devendo estar estabelecida uma relacdo direta
entre as concentracdes, assim como o0 grau e extensdo da polui¢éo;

e Devem ser mais resistentes as condi¢cbes do meio natural e aos
processos de desinfecdo do que os patogénicos;

e Ter caracteristicas de crescimento e morte similares ao microrganismo
patogénico para 0 mesmo tipo de alimento;

e Os indicadores ndo devem ser microrganismo patogénicos e devem
poder aplicar-se todo o tipo de amostras;

e As suas caracteristicas devem ser constantes.

No entanto, nem sempre se encontram todas estas condi¢Ges reunidas no mesmo
microrganismo. Mas estas caracteristicas restringem os indicadores a alguns grupos de
bactérias (Dionisio, 1996).

Um microrganismo indicador que seja utilizado para a classificagdo de aguas e de

bivalves deve detetar a poluicéo fecal, distinguir a microbiota bacteriana de maior importancia
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sanitéria e indicar o risco para a salde associado & presenca de microrganismos patogenicos
(Martinez-Manzanares et al., 1991).

No entanto, nenhum grupo de microrganismos indicadores satisfaz por si so, todas as
condicdes desejadas e por isso nenhum pode ser considerado como indicador universal da
presenca de organismos patogénicos. Ainda ndo foi estabelecida uma relagdo direta e
consistente entre os indicadores e 0s microrganismos patogénicos (Dionisio et al., 2000).

O controlo sanitario dos moluscos bivalves vivos baseia-se essencialmente no teor em
bactérias indicadores fecais, nomeadamente Escherichia coli. E geralmente aceite que os
coliformes fecais ou E. coli indicam um risco de contaminacdo por patogénicos entéricos,
como é o caso de Salmonella. No entanto, o grupo de indicadores de contaminacgéo fecal ndo
estd relacionado com a presenca de varias bactérias, tais como as pertencentes ao género
Listeria ou Vibrio (Pedro et al., 2008a).

Na auséncia de um indicador ideal, deve-se trabalhar com o(s) melhor(es) indicador(es),
ou seja, aquele(s) que apresenta(m) a melhor correlagdo com os riscos de saude associados
com a contaminacdo de um determinado ambiente (Silva, 2009). No presente trabalho, foram
analisados: E. coli, que é considerada um bom indicador de uma possivel contaminacéo fecal,
e 0 Regulamento (CE) n° 1441 (Andnimo, 2007) preconiza a E. coli como o microrganismo
indicador de contaminacéo fecal para o controlo da salubridade dos moluscos bivalves vivos;

Vibrio spp. e bactérias totais marinhas.

1.6.1 Coliformes fecais e E. coli

Os coliformes fecais sdo utilizados para determinar a contaminacdo fecal em aguas
superficiais e efluentes, sobretudo com contaminacdo recente, assim como em moluscos
bivalves e zonas onde eles se desenvolvem. Contudo, a sua aplicacdo como indicadores de
poluicdo fecal também tem sido questionada e o seu valor colocado em divida, devido a fragil
definicdo do grupo, a algumas dificuldades de isolamento, identificacdo e interpretacdo das
suas analises, & fraca sobrevivéncia fora do trato intestinal e ao facto de determinadas
bactérias patogénicas ndo se relacionarem bem com os niveis de coliformes fecais (Dionisio,
1996).

A bactéria E. coli (familia Enterobacteriaceae) € uma bactéria Gram-negativa, em forma
de bastonete curto, podendo ser anaerobia facultativa e pertencente ao grupo das bactérias
coliformes. Tem como caracteristicas fenotipicas: ser catalase-positiva e oxidase-negativa,

fermentar a lactose, ndo formar esporos, e ser geralmente movel por agdo de flagelos
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(Bettencourt, 2011). Tem um 6timo crescimento a uma temperatura de 44 °C, é abundante em
fezes humanas e de animais correspondendo a cerca de 95 % dos coliformes existentes nas
fezes, tendo somente sido encontradas em esgotos, efluentes, aguas naturais e solos que
tenham recebido contaminacdo fecal recente. Embora também possa ter origem em fontes ndo
fecais, é o melhor indicador de contaminacéo fecal conhecido até ao momento (Bettencourt,
2011), pois satisfaz todas as exigéncias de um indicador ideal de poluigéo. De facto:

oA densidade populacional estd diretamente relacionada com o grau de

contaminacgéo

e Maior sobrevida que a dos patogénicos

¢ Auséncia em agua potavel

e Facil detecdo e recuperacao laboratorial

e Ocorréncia e desaparecimento em simultdneo com outros agentes patogénicos

¢ Ndo prejudicial as pessoas e animais

e Manipulacao segura

Por estes motivos, atualmente aposta-se na detecdo especifica de E. coli, com o

desenvolvimento de diversos métodos que permitem a enumeracdo rapida desta espécie. A
nivel de contaminantes microbiolégicos, o controlo de qualidade dos moluscos bivalves e das

aguas, provenientes das zonas de producdo, baseia-se na determinacéao do teor de E. coli.

1.6.2 Vibrios

Existem cerca de 35 espécies do género Vibrio, das quais doze sdo patogénicas para o
Homem. Vibrio parahaemolyticus é a espécie mais importante em termos de seguranca
alimentar. No entanto, neste documento serdo referidas também com algum detalhe as
espécies Vibrio cholerae e Vibrio vulnificus.

Vibrio spp. sdo bactérias anaerdbias facultativas, Gram-negativas pertencentes a familia
Vibrionaceae. As células tém a forma de bastonetes (bacilos), frequentemente curvados, e sdo
moveis por flagelos. V. parahaemolyticus consegue crescer em ambientes com temperaturas
entre 5 e 43 °C e tem uma temperatura Otima de crescimento (temperatura a qual a taxa
especifica de crescimento é maxima) de 37 °C (Anacleto et al., 2013). Ndo é um organismo
resistente a temperaturas elevadas sendo destruido durante a exposi¢cdo a temperaturas
superiores a 63 °C. V. parahaemolyticus é destruido por desidratacdo, € sensivel a
refrigeracdo diminuindo em numero ao longo do tempo, mas ndo é muito sensivel a

congelacdo. V. parahaemolyticus consegue crescer em ambientes com valores de pH entre 5 e
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11 e apresenta uma taxa especifica de crescimento maxima em ambientes com valores de pH
entre 7,5 e 8,5. Dependendo do soluto, este microrganismo pode crescer em ambientes com
uma atividade de agua (aw) minima tdo baixa quanto 0,94. V. parahaemolyticus é uma
bactéria halofilica (ndo cresce na auséncia de sal) que cresce em ambientes com
concentragfes de NaCl entre 0,5 e 8,0 % e apresenta uma taxa especifica de crescimento
maxima em ambientes com concentragdes de 3 %. De entre as espécies afins, V. cholerae
consegue crescer em ambientes com temperaturas entre 10 e 43 °C e tem uma temperatura
Otima de crescimento entre 30 e 37 °C. Ndo é um organismo resistente a temperaturas
elevadas sendo destruido durante a pasteurizacao e a exposi¢do a temperaturas superiores a 70
°C. Por outro lado, V. vulnificus consegue crescer em ambientes com temperaturas entre 8 e
43 °C e tem uma temperatura 6tima de crescimento de 37 °C. Nao é um organismo resistente
a temperaturas elevadas. Cook e Ruple (1992) demonstraram que este organismo € destruido
em ostras cozinhadas a 50 °C durante 10 minutos. V. vulnificus é também sensivel a baixas
temperaturas.

Os vibrios existem normalmente nas &guas estuarinas, aumentando o0 Sseu nhUmero
durante 0os meses mais quentes do ano. V. parahaemolyticus pode ser isolado de fezes de
individuos em recuperacdo de uma gastrenterite, durante algumas semanas ap0s O
desaparecimento dos sintomas pelo que durante este periodo existe a possibilidade de
manipuladores portadores assintomaticos contaminarem alimentos. Alguns estudos indicam
que V. vulnificus tem sido isolado de agua e de crustaceos em diferentes zonas da costa de
diversos paises (Anacleto et al., 2013). Encontra-se geralmente em baixo nimero nas aguas
podendo, no entanto, atingir valores elevados em ostras e améijoas, quando a temperatura da
agua é superior a 21 °C. E raramente isolado quando a temperatura da agua é inferior a 10-15
°C (Anacleto et al., 2013).

A maioria dos casos e surtos causados por vibrios sdo associados ao consumo de peixe,
marisco e moluscos crus ou cozinhados de forma deficiente. As ostras cruas constituem o
principal veiculo de transmissdo da infecdo por V. vulnificus. Os frutos e o0s vegetais
contaminados com a agua de rega, com efluentes domésticos utilizados como fertilizantes, por
manipuladores e ainda por insetos, e 0S peixes e mariscos crus capturados em zonas
contaminadas sdo alguns dos alimentos que tém estado na origem de alguns surtos de colera
(provocada por V. cholerae). Em 1974, ocorreu um surto de colera que atingiu varias zonas de
Portugal (Anacleto et al., 2013)

A ingestdo de alimentos contaminados por V. parahaemolyticus causa sintomas que

surgem normalmente 4 a 96 horas apos a ingestdo do alimento contaminado com um numero
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elevado de microrganismos (10° a 107). Os sintomas sdo os tipicos de uma gastrenterite:
diarreia, dores abdominais, nauseas, vomitos, dores de cabeca, febre (raramente) e arrepios.
Estes duram cerca de trés dias e a evolucdo clinica da infecdo é normalmente favoravel. Em
situacbes excecionais, foram descritas formas mais severas da infecdo, nomeadamente
disenteria fulminante e uma sintomatologia que se assemelha & observada nos casos de colera
(Anacleto et al., 2013).

1.6.3 Microrganismos viaveis totais

Entendem-se por microrganismos viaveis totais todas as bactérias mesofilas,
heterotréficas, aerdbias e anaerdbias ndo-estritas (NISQA, 2005). A sua determinacdo nas
amostras de bivalves do presente trabalho constitui uma evidéncia complementar que fornece
indicacdes da qualidade higiénica das amostras.

Os microrganismos Vviaveis totais tém origem no solo e na vegetacdo. S&o0 um grupo de
bactérias que se multiplicam em gelose nutritiva, em aerobiose e a temperaturas de 25 °C a 40
°C, sendo a temperatura 6tima, 30 °C. As coldnias podem crescer em cadeia, em grupo e até
mesmo isoladas. Teores elevados das mesmas indicam a presenca de concentracOes elevadas
de matéria organica (Silva, 2009).

O teor de microrganismos (bactérias) totais € um indicador geral da qualidade higiénica
de um produto alimentar. A microbiota total caracteriza as condi¢des de manipulacdo, o
estado de alteracdo ou o grau de frescura da maioria dos alimentos servindo para determinar a
sua qualidade sanitaria (Loureiro et al., 2007). A contagem de bactérias totais a 22 °C
(temperatura favoravel ao desenvolvimento de microrganismos inofensivos a salde pablica) e
a 37 °C (temperatura favordvel ao desenvolvimento de microrganismos com potencial de
patogenicidade em termos de salde publica) tem, no entanto, pouca importancia como
indicador de poluicdo fecal. Porém, a sua presenca em numero muito elevado provoca
transtornos intestinais, pelo que um alimento com contaminagéo superior a 107 é considerado

impréprio para consumo humano (Bettencourt, 2011; ICMSF, 1986).

1.7 Zonas de producéo e depuracéo de bivalves

Como ja foi referido o consumo de bivalves pode trazer riscos para a saude publica e,
para que haja um controle da qualidade dos bivalves, existe um programa nacional de
monitorizacdo das zonas de producdo de bivalves (ZPB) no qual se determina com
regularidade a qualidade das zonas lagunares e litorais portuguesas. Em Portugal, a
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monitorizacdo das zonas de producdo dos bivalves € da competéncia do IPMA |.P. Neste
ambito o Instituto desenvolveu desde h& varios anos um programa de amostragem de
moluscos bivalves para as varias zonas estuarino-lagunares e litorais (cf. Despacho n.°
4022/2015, Diario da Republica, 2.2 série - N.° 78 — de 22 de abril, do Instituto Portugués do
Mar e da Atmosfera, I. P.). Esta monitorizacdo concentra-se em trés parametros,
designadamente o controlo microbioldgico e detecdo de fitoplancton téxico, a determinacao
dos niveis de biotoxinas marinhas e de metais toxicos nos bivalves (Pedro et al., 2008b).

Para a caracterizacdo e classificacdo das zonas de producédo é necessaria uma avaliacdo
das fontes e tipos de contaminacédo fecal (humana e animal) no espaco que rodeia os locais de
producdo, em conjunto com a monitorizacdo de microrganismos indicadores de poluigéo fecal
(como por exemplo E. coli). Este conjunto de informac6es torna possivel o céalculo do risco de
contaminacdo dos bivalves por microrganismos patogénicos para cada zona. Fica, desta
forma, determinado para cada zona o potencial de utilizacdo para a producdo de moluscos
bivalves e o tipo de tratamento pds-colheita a que tém de ser sujeitos para que sejam
considerados confiaveis para o consumo humano (Tabela 2).

Durante a ingestdo de alimentos por filtracdo, os bivalves vdo acumulando
microrganismos e outras particulas suspensas na &gua. Deste modo, para assegurar a
comercializacdo e a salubridade para posterior consumo humano foram estabelecidas regras
especificas de higiene aplicaveis aos alimentos de origem animal (Andénimo, 2004). Sendo
assim, os lotes de moluscos bivalves vivos das zonas de producdo pertencentes a Zona B

(Tabela 2) ttm de ser obrigatoriamente depurados.

Tabela 2 - Critérios microbioldgicos para classificacdo das zonas de produgdo de moluscos bivalves
vivos de acordo com o Regulamento (CE) N°854/2004 (An6nimo, 2004).

Centro de Expedicéo

<230 E. coli/100 g de carne e liquido intervalvar X
e Consumo direto

230 <E. coli <4600/100 g de carne e liquido Depuracéo e depois cumprir 0s
intervalvar em 90 % das amostras requisitos da Classe A
4600 <E. coli <46 000/100 g de carne e liquido e T BT T

permanecer pelo menos 2 meses

intervalvar -
em zona de transposicao

O processo de depuracdo baseia-se na capacidade de filtragdo dos moluscos bivalves
para a sua alimentacdo e respiracdo. Os bivalves sdo colocados em tanques com agua do mar

esterilizada, filtrada e com a temperatura, nivel de oxigenagdo e salinidade controladas
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durante pelo menos 42 horas. Nestas condi¢cGes os animais retomam a filtracdo que,
consequentemente contribui para eliminar os microrganismos acumulados no seu organismo,
e deste modo ficam aptos para o consumo humano. Apos a depuracdo, verifica-se a
diminuicdo das concentracdes de bactérias para niveis admissiveis para o consumo humano.
Todavia nem todos os microrganismos séo eliminados durante 0 processo, Como 0s Virus e as

biotoxinas produzidas por microalgas (Pedro et al., 2008Db).

1.8 Monitorizagcdo ambiental e utilizagdo de espécies bioindicadoras

O aumento da poluicdo marinha constitui um problema crescente, particularmente nos
paises industrializados. A elevada e crescente concentracdo populacional e industrial nas
zonas litorais tem resultado em modificages substanciais da costa e em efeitos adversos no
ambiente aquatico, pelo maior impacto da contaminacdo nestas &reas. Estes ambientes
tornam-se assim o reservatorio final para um numero incontavel de compostos quimicos
libertados pelo homem, quer através de descargas diretas (efluentes municipais, industriais e
domeésticos), quer difusas (escorréncias urbanas e agricolas) (Almeida, 2003).

Anualmente, milhares de toneladas de compostos sintéticos sao produzidos e utilizados
na industria e agricultura, acabando por ser libertados em ambientes aquaticos. Estes quimicos
antropogénicos juntam-se a uma multiplicidade de produtos naturais também toxicos,
normalmente presentes em misturas complexas, englobando o que se designa de xenobidticos
(Pereira, 2009; Stegeman e Hahn, 1994).

Nas ultimas décadas do século XX, a humanidade consciencializou-se dos efeitos
adversos e prolongados de muitos xenobioticos e o risco implicito para os ecossistemas
aquaticos. Estes compostos sdo persistentes, rapidamente bioacumulados nos tecidos dos
organismos e alguns podem mesmo ser bioamplificados através da cadeia alimentar. A
acumulacdo de contaminantes nos organismos aquaticos depende de varios fatores, mas
principalmente das propriedades fisico-quimicas do composto xenobidtico, das caracteristicas
do ecossistema e da biologia do organismo recetor (Almeida, 2003).

Os organismos aquaticos entram em contacto com 0s xenobi6ticos dissolvidos ou em
suspensdo na &gua, incorporam-nos diretamente através da superficie corporal, das vias
respiratdrias e epitélio digestivo, ou através da alimentacdo, acumulando-os devido a grande
afinidade destes compostos para se ligarem a inimeras substancias organicas, pelo que as
concentracdes de contaminantes acumuladas nos tecidos podem atingir algumas ordens de

magnitude superiores aquelas s existentes no ambiente (Deudero et al., 2009). A maioria dos
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xenobioticos acumulados pelos organismos sdo biotransformados em metabolitos antes de
serem excretados. Sem esta biotransformacéo, a sua excregéo seria lenta e acumular-se-iam
no organismo em quantidades incomportaveis. Todavia, como alguns xenobidticos partilham
vias metabdlicas com substratos endogenos dos organismos, como as hormonas, tornam-se
passiveis de interferir com o metabolismo normal e despoletar altera¢cdes enddcrinas (Cossu et
al., 2000; Pereira, 2009). Contudo, muitos organismos desenvolveram estratégias adaptativas
para regular, imobilizar ou desintoxicar os contaminantes acumulados, pelo que a toxicidade
destes elementos pode variar entre diferentes espécies. A concentracdo de um contaminante
num organismo é o resultado do balango entre a incorporacdo e a sua regulacdo (Aveiro,
2007).

A acumulacdo de compostos antropogénicos toxicos nos organismos aquaticos é uma
forma eficaz de avaliar a qualidade ambiental de um ecossistema, permitindo identificar a
incidéncia de exposicdo e os efeitos causados pelos xenobioticos, e atuando como alerta de
stress ambiental. Os organismos aquaticos que possuem a capacidade de acumular
quantidades significativas de contaminantes nos seus tecidos em resposta as existentes no
meio envolvente designam-se bioindicadores (Deudero et al., 2009). De entre 0s organismos
adequados a estudos de biomonitorizagdo em zonas costeiras e estuarinas, 0s peixes e 0S
moluscos bivalves, sdo os mais utilizados como espécies bioindicadoras (Deudero et al.,
2009). Neste contexto, os bivalves tém assumido um papel determinante, uma vez que séo
organismos filtradores de grandes quantidades de agua para alimentacdo e respiracdo,
extraindo particulas organicas em suspensdo do habitat onde vivem.

Um biomarcador € definido como uma medida quantitativa de alteragcdes nas respostas
biolégicas ao nivel molecular, celular, fisiolégico ou comportamental, e que pode ser
interpretada como resposta a exposicdo e/ou a doses de substancias xenobidticas (Bebianno et
al., 2003). Destas medidas, as que se processam ao nivel molecular e celular sdo as que dao o
primeiro sinal de perturbacéo, sendo muito sensiveis em relacdo a certos compostos toxicos.
Os biomarcadores permitem uma identificacdo antecipada de efeitos adversos em niveis
superiores de organizacdo bioldgica, e podem ser utilizados preventivamente em avaliacGes
de qualidade ambiental, de modo a iniciar estratégias de biorremediacdo antes de existir danos
irreversiveis (Zorita et al., 2007).

Considerando a complexidade dos xenobioticos existentes nos ecossistemas aquaticos,
as enzimas antioxidantes presentes nos organismos bioindicadores, por ex. bivalves,
representam biomarcadores de interesse uma vez que a resposta ndo € especifica para uma

substancia toxica particular (Monserrat et al., 2007; Pereira, 2009). Os sistemas de defesa
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presentes em todas as células aerdbias, neutralizam compostos quimicos reativos produzidos
por vias metabdlicas enddgenas e/ou derivadas do metabolismo xenobidtico. Quando este
sistema falha ou é incapaz de neutralizar compostos quimicos reativos produzidos por vias
metabolicas enddgenas, podem ocorrer danos celulares, nomeadamente através da
peroxidagdo lipidica (LPO) das membranas, muito utilizada como biomarcador de stress
oxidativo. De facto, a LPO estd associada a perturbagfes oxidativas nos lipidos das
membranas celulares, resultando em produtos de degradacdo lipidica e radicais livres,

extremamente toxicos para as células (Bebianno et al., 2004)

2. OBJETIVOS

Com este trabalho pretende-se, por um lado, avaliar a contaminagdo da améijoa-boa de
duas zonas de producdo situadas na Ria formosa, durante as diferentes esta¢cbes do ano no
contexto da monitorizacdo microbioldgica dos moluscos bivalves vivos na defesa da saude
publica, e, por outro lado, avaliar a resposta ao stress ambiental em moluscos bivalves da Ria

Formosa.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Zona de amostragem

Foram recolhidas mensalmente, entre agosto de 2012 e julho de 2013, amostras de
améijoa-boa (R. decussatus), originarias de duas zonas da Ria Formosa uma zona préxima de
areas mais povoadas e, dai, mais contaminadas Faro-Marchil; e uma zona menos influenciada
por populagdes proximas e em consequéncia menos contaminada, Cacela-Vila Real de Santo
Anténio (Cacela-VRSA) (Fig.4).
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Figura 4. Mapa de localizacdo dos pontos de amostragem na Ria Formosa: A — Faro-Marchil e B —
Cacela-Vila Real de Santo Antdnio.
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3.2 Periodicidade e nUmero de amostras

Com o intuito de avaliar a contaminacdo microbiolGgica e a resposta ao stress ambiental
da améijoa-boa de duas zonas de producéo situadas na Ria formosa, procedeu-se da seguinte
forma: mensalmente foram recolhidas amostras de bivalves das duas zonas de estudo, num
total de 12 amostras para cada viveiro. As colheitas da améijoa-boa foram sempre efetuadas
na baixa-mar, uma vez que, SO nestas condi¢Ges era possivel proceder a recolha dos

espéecimes.

3.3 Procedimento de amostragem

A recolha de amostras de améijoa-boa foi efetuada em condi¢des higiénicas e
respeitando o procedimento interno adotado no IPMA desde 2008 para amostragem e
transporte de moluscos bivalves vivos para o ensaio microbiolégico.

As amostras de bivalves foram colhidas dos respetivos viveiros (A - Faro-Marchil e B-
Cacela- VRSA) com uma faca de mariscar, colocadas em sacos de rede e depois em sacos de
plasticos esterilizados. De seguida, as amostras de bivalves foram conservadas entre 0 e 5 °C
em caixas isotérmicas e transportadas vivas para o laboratorio. O tempo decorrido entre a

recolha de bivalves e a andlise laboratorial nunca ultrapassou as 24 horas.

3.4 Equipamento e condic¢des do laboratério de microbiologia

O Laboratério de Microbiologia do IPMA de Olhdo apresenta-se bem equipado,
possuindo diferentes zonas definidas para o fim que se destinam, sendo elas; “Zona de
Rececdo e lavagem de amostras”, “Zona de preparagdo de amostras”, “Zona de esterilizagdo
de material e meios de cultura”, “Zona de Preparacdao de meios de Cultura”, “Zona de
lavagem e descontaminag¢do do material”, Sala de “Leituras, contagens e Repicagens” e por

ultimo “Zona de Incubagdo” com diversas estufas de incubagao.

3.5 Parametros a analisar e métodos utilizados

Na parte experimental do presente trabalho foram realizadas analises microbioldgicas e

bioquimicas as améijoas colhidas nas duas zonas de amostragem.
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A) Parametros microbiolégicos
- E.coli
- Vibrios

- Bactérias marinhas totais que crescem a temperaturas de 22 °C.

B) Pardmetros fisico-quimicos
Obtiveram-se, do Sistema Nacional de Informacdo de Recursos Hidricos (SNIRH, em

http://snirh.apambiente.pt/), dados relativos a temperatura do ar (°C) e precipitacdo média

mensal (mm) na area em estudo (estacdo meteoroldgica do Aeroporto de Faro).

C) Parametros bioquimicos
- Indice de peroxidacéo lipidica (MDA e 4-HNE)

- Teor de proteinas totais (Método de Lowry)

3.6 Procedimento técnico

3.6.1 Preparacdo de amostras de améijoa-boa

Cada amostra mensal foi composta por aproximadamente 1 kg de améijoa-boa (cerca de
50 individuos). Eliminaram-se as améijoas que apresentassem as valvas partidas e/ou sinais
evidentes de estarem mortas. Retiraram-se aproximadamente 24 améijoas para a analise dos
parametros bioquimicos e as restantes para as analises microbiolégicas.

De cada zona de producao foram utilizadas 24 ameijoas para analise biogquimica, 12
para analise de peroxidacdo lipidica e 12 para analise do teor de proteinas.

As améijoas para a andlise dos pardmetros microbioldgicos foram inicialmente lavadas
em agua corrente e secas com papel absorvente, para eliminar o excesso de dgua. Em seguida
procedeu-se a preparacdo das amostras de acordo com a NP 1829 (IPQ, 1982).

Na Zona de Preparacdo do Laboratério de Microbiologia do IPMA de Olhdo (LM),
procedeu-se a abertura das conchas com um bisturi esterilizado e junto a um bico de Bunsen
(Fireboy plus, Switzerland), por forma a trabalhar em ambiente asséptico.

O liquido intervalvar e 0 miolo da améijoa foram colocados numa placa de Petri
previamente tarada. Transferiram-se 100 g de amostra para um saco de Stomacher ® com
filtro (PE dim. 177 mm x 304 mm com tela filtrante, London, UK) devidamente esterilizado.

De seguida efetuou-se a homogeneizagdo no Stomacher® (Stomacher 400 Circulator, Seward
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Limeted, London, UK), durante 2 min a 200 rpm. Da solugéo obtida, retiraram-se 40 g de
amostra para um saco estéril ao qual se adicionaram 100 ml de Solucdo Triptona Sal,
efetuando-se novamente uma homogeneizacdo durante 2 min a 200 rpm. Adicionou-se de
seguida 260 ml de Solugdo Triptona Sal e homogeneizou-se novamente durante 2 min a 200

rpm. O resultado é a solugdo mée (diluicdo 10 ** ou 1:10) (Fig. 5).
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Figura 5. Esquema representativo de uma analise de Escherichia coli em amostras de améijoa-boa

(Ruditapes decussatus).

3.6.2 Determinacdo do teor de E.coli

Foi utilizada a técnica da fermentacdo dos tubos mdltiplos com séries de 5 tubos,
baseado no método descrito em Donovan et al. (1998) com enumeracdo através do NMP
(NUmero Mais Provavel). Para a prova presuntiva, colocaram-se 10 ml da suspensdo-mde em
cada tubo de uma série de cinco tubos contendo meio MMGB em concentracdo dupla.
Inoculou-se 1 ml da suspensdo-mée em cada um dos cinco tubos contendo 0 meio MMGB em
concentragdo simples e inoculou-se o volume de 1 ml das diluicdes 102, 102 e 10 noutras
séries de cinco tubos contendo o mesmo meio. Os tubos sdo colocados numa estufa a 37 °C
durante 24 h. Os tubos que apresentaram turvacdo e alteracdo da cor lilas do meio para

amarelo, indicando viragem do pH devido a producgéo de acido. Estes tubos foram replicados
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para placas que continham meio TBX. Incubaram-se as placas com meio TBX na estufa a 44
°C = 1 °C durante 24 h. Nas placas com meio TBX, o crescimento de coldnias
azuis/esverdeadas indica a presenca de E. coli. Para isolar as colénias azuis/esverdeadas estas

foram replicadas em placas de TBX e incubadas na estufa a 44 °C durante a 24 h (Fig. 6).

Figura 6. Imagem representativa do crescimento de colonias azuis em meio TBX, que indicam
presenca de Escherichia coli.

3.6.3 Determinacéo do teor de Vibrio spp.

Apos abrir as améijoas e as homogeneizar no Stomacher, foi pipetado 1 ml da solucéo
de améijoas homogeneizadas (antes de adicionar Solucdo de Triptona Sal para procedimento
dos coliformes) num tubo de ensaio com 9 ml de solucéo salina 1,5 %, previamente preparado
e esterilizado. Apds agitacdo da solucdo até homogeneizacdo completa, obtém-se a solucéo-
mée. Pipetou-se 1 ml desta solugéo e adicionou-se a cada um dos tubos com 9 ml de solucao
salina. Prepararam-se diluic@es até a 103, Pipetaram-se 10 pl de solugdo das dilui¢des para as
placas contendo o meio TCBS. Apds espalhamento, aguardaram-se 2-3 min para que 0 meio
absorvesse o indculo. De seguida, colocaram-se as placas a incubar numa estufa a 24 °C

durante 24 h para contar as colonias verdes/amarelas indicadoras de presenca de Vibrio spp.

3.6.4 Determinacao do teor de bactérias marinhas totais

Apos abrir as améijoas e as homogeneizar no Stomacher®, pipetar 1 ml da solugéo
resultante (antes de adicionar Solucdo de Triptona Sal para procedimento dos coliformes)
num tubo de ensaio com 9 ml de solugéo salina 1,5%, previamente preparado e esterilizado.
Apos agitacdo da solucéo até homogeneizagdo completa, obtém-se a solugdo — mae. Pipetou-

se 1 ml desta solugdo e adicionou-se a cada um dos tubos com 9 ml de solugéo salina.
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Prepararam-se diluicGes até a diluicdo 103, Pipetaram-se 10ul de solucdo das dilui¢des para
as placas contendo o meio de TSA. Apos espalhamento, aguardaram-se 2-3 min para que 0
meio absorvesse o indculo. De seguida colocar as placas a incubar numa estufa a 24 °C
durante 24 h.

3.6.5 Quantificacdo de peroxidacéo lipidica

O método para quantificacdo da peroxidacdo lipidica (LPO, do inglés lipid
peroxidation) descrito por Erdelmeier et al. (1998) e por Gérard-Monnier et al. (1998)
permite determinar as concentracfes de malonedialdeido (MDA) e 4-hidroxialceno (4-HNE).
Estes compostos sdo usados como marcadores da oxidacdo da membrana fosfolipidica, uma
vez que sdo compostos toxicos gerados pela degradacdo de perdxidos de &cidos gordos
polinsaturados. Este método baseia-se no principio da reacdo de 2 moles de N-metil-2-
fenilindol (reagente cromogénico) com 1 mole de MDA ou 4-HNE, obtendo-se um croméforo
estavel com um maximo de absorvancia a 586 nm. Estes compostos sdo, estimados através de

espectrofotometria, usando malonedialdeido-bis (tetrametoxipropano) como solucao-padréo.

O procedimento foi efetuado analisando as bréanquias de 12 individuos por local
(tamanho médio = 61,8 + 6,5 mm) e a peroxidacao lipidica foi determinada neste tecido uma
vez que as branquias sao uma importante via de entrada, de bioconcentracdo e de excrecao de
compostos em bivalves, tornando-se um tecido-alvo para contaminantes devido a ampla area
de contacto e reduzida distancia entre 0 meio interno e externo. As amostras foram
descongeladas, pesadas e homogeneizadas (homogeneizador IKA, modelo Ultra - Turrax T-
25) num volume de solucdo tampao Tris-HCI (20 nM, pH 8,6) trés vezes superior ao peso da
amostra (mas nunca superior a 5 ml de tampéo), juntamente com BHT (hidroxitolueno
butilado; 10 ul por cada 1 ml de Tris-HCI), num banho de gelo durante 2 min. Seguidamente,
3 ml do homogeneizado obtido foram centrifugados (centrifuga Beckman J2-21) a 30 000 g a
4 °C durante 45 min e o sobrenadante (fracdo citosélica) foi cuidadosamente separado,
guardando-se uma aliquota para determinacdo das proteinas totais. A subamostra de 200 pl
adicionaram-se 650 ul de N-metil-2-fenilindol (10,32 mM, diluido em 50 ml de acetonitrilo e
6 ml de metanol) e 150 pl de 15,4 M de acido metanossulfonico. Apos incubacdo a 45 °C
durante 60 min, quantificou-se a absorvancia num espectrofotometro (Jasco V-650) a 586 nm.
As leituras obtidas foram convertidas em concentracdo de MDA e 4-HNE usando uma reta de

calibracdo construida com as absorvancias de solucGes-padréo, cujas concentragcdes de
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malonedialdeido-bis (tetrametoxipropano) eram conhecidas. A concentracdo de MDA e 4-
HNE em cada amostra foi normalizada com a quantidade total de proteinas, obtida pelo
método de Lowry (v. a seguir), e expressa em micromoles de MDA e 4-HNE por grama de

proteina total (umol g prot).

3.6.6 Quantificacdo das proteinas (Método de Lowry)

A quantidade total de proteinas de cada amostra foi determinada de acordo com o
método de Lowry (1951) a partir de aliquotas guardadas de sobrenadante num passo do
método descrito acima para LPO. Prepararam-se as solucGes A (Carbonato de Sédio Anidro
[Na2CO3] a 2% e 2,5 mM Hidroxido de Sodio [NaOH]), B1 (20 mM Sulfato de Cobre
pentahidratado [CuSO4. 5H20]), B2 (35 mM Tartarato de Sodio/potassio tetrahidratado
[C4HAKNaO6. 4H20]) e C (100 ml sol. A + 2 ml sol. B1 + 2 ml sol. B2) e diluiram-se as
amostras (1:30) em agua bidestilada. Adicionaram-se 2,5 ml de solucdo C a 0,5 ml de
amostra, incubou-se durante 10 minutos e juntou-se 0,25 ml de reagente de Folin-Ciocalteau,
diluido num volume igual de dgua bidestilada; incubou-se novamente durante 90 min. Leram-
se as absorvancias das amostras num espectrofotometro (Jasco V-650) a 750 nm. As leituras
obtidas foram convertidas em concentracdo de proteinas através de uma reta de calibragédo
construida com as absorvancias de solugdes-padrdo de albumina (BSA — Bovine Serum
Albumin) cujas concentragcdes eram conhecidas. A concentracdo de proteinas foi expressa em

miligramas de proteina total por grama de tecido (mg g™2).

3.7 Analise estatistica dos resultados

Para a analise estatistica dos dados utilizaram-se o Excel 2013 (Microsoft) e o SPSS
21.0 (IBM Co.). No calculo das estatisticas amostrais, tais como a média e o desvio-padréo, e
na realizacdo dos testes estatisticos, i.e. a ANOVA e a Anélise de Componentes Principais
(ACP), consideraram-se os resultados sob a forma de logaritmo decimal (logio).

Realizou-se ANOVA com 1 fator para verificar se existiam diferencas significativas
(considerando um nivel de significancia de 0,05) entre os parametros microbiolégicos dos
dois locais em estudo

Utilizou-se a Andlise de Componentes Principais (ACP), técnica estatistica multivariada
que permite resumir a informagdo de vérias variaveis correlacionadas, consideraram-se as

seguintes variaveis: teores de E. coli, de Vibrio spp. e de bactérias totais marinhas; e fatores
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ambientais, temperatura e precipitacdo. Usou-se com critério de retencdo das componentes a
regra do eigenvalue (ou valor préprio) superior a 1, em consonancia com scree plot. A
consisténcia de cada componente foi medida com o de Cronbach. A adequabilidade dos dados
a analise efetuada foi avaliada utilizando a medida de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) e o teste de

esfericidade de Bartlett (considerando a.<0,05), bem como a variancia total explicada.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros microbiolégicos
Os resultados dos pardmetros microbioldgicos, das amostras de bivalves originarias de
duas zonas da Ria Formosa, Faro-Marchil e Cacela-VRSA, que se descrevem nas seccdes

seguintes encontram-se expressos em logio NMP/100 g.

4.1.1 Teor de Escherichia coli

Na figura 7 apresentam-se os valores do teor de E. coli obtidos para as amostras de
améijoa-boa dos dois locais de amostragem, (A) Faro-Marchil e (B) Cacela-VRSA. De um
modo geral, € notorio que o teor de E. coli é geralmente superior nas amostras de améijoa-boa
colhidas em Cacela-VRSA. Essa diferenca foi significativa (ANOVA, F=9,76, p<0,05).
Nesses bivalves, os niveis mais elevados do teor de E. coli foram determinados no inverno e
no verdo, apresentando valores de 3,7 log NMP/100g e 3,5 log NMP/100g, respetivamente.
Nos bivalves da Zona de Faro-Marchil, os niveis mais elevados do teor de E. coli foram
observados particularmente durante periodos de temperaturas mais elevadas (verdo). Neste
periodo, contaram-se 3,0 log NMP/100 g. A classificacdo destas zonas de estudo variou ao

longo destes meses entre as classes A e B, tendo maioritariamente sido classificada como A.
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Figura 7. Evolucdo temporal do teor de Escherichia coli em améijoa-boa (Ruditapes decussatus) de
Faro-Marchil e Cacela-VRSA.
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4.1.2 Vibrio spp.

Na figura 8, pode observar-se que os valores maximos de Vibrio spp. das amostras de
améijoa-boa de Faro-Marchil ocorreram no més de fevereiro de 2013, com 3,0 log NMP/100
g. Para os vibrios das amostras de améijoa-boa colhidas da zona de Cacela-VRSA, obtiveram-
se valores maximos nos meses de margo e de maio de 2013 (2,6 log NMP/100 g e 2,4 log
NMP/100 g, respetivamente). Contudo, ndo existem diferencas significativas (ANOVA,
F=0,065, p>0,05) entre as concentracdes de vibrios nas duas zonas.
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Figura 8. Variacdo de espaco temporal de valores de Vibrio spp. em améijoa-boa (Ruditapes
decussatus) de Faro-Marchil e Cacela-VRSA.

4.1.3 Bactérias marinhas totais

Analisando os resultados das analises relativas as bactérias marinhas totais (Figura 9),
pode-se observar que os valores minimos em amostras de améijoa-boa da zona de Faro-
Marchil se verificaram no més de setembro de 2012 (2 log NMP/100g). O valor mais baixo de
bactérias marinhas totais para as amostras de améijoa-boa colhidas na zona de Cacela-VRSA
foi observado no més de abril de 2013 (1,5 log NMP/100g). Os valores de bactérias marinhas
totais para a zona de Faro-Marchil sdo quase-constantes de outubro 2012 a junho 2013. Em
todo caso, ndo se verificou existir diferenca significativa (ANOVA, F=1,300, p<0,05) entre 0s
valores de bactérias totais marinhas entre zonas.
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Figura 9. Variacdo de valores de bactérias totais marinhas, em améijoa-boa (Ruditapes decussatus) de
Faro-Marchil e Cacela-VRSA

4.2 Contaminacdo microbioldgica dos bivalves

Por forma a avaliar de forma mais integrada a contaminagdo microbiolégica dos
bivalves nos locais de amostragem, Faro-Marchil e Cacela-VRSA, integraram-se na Figura 10
os resultados dos parametros microbiologicos analisados, abundancias de E. coli, de Vibrio

spp. e de bactérias marinhas totais, ao longo do periodo estudado, agosto de 2012 a julho de
2013.

A
4 4
3 -
Lo
o
o
—
s 2
=
<
w1
S
0]
Aug-12 |Sep-12 | Oct-12 ‘Nov-lZ‘Dec-lZ Jan-13 ‘Feb-lS‘Mar-ls Apr-13 ‘May-lS‘Jun-lS Jul-13
Verao QOutono Inverno Primavera Verao
—4—Baterias totais =l Vibrios b= E.cOli

30



Resultados

4"‘“’\,.-’0\‘/'\
: NAL g
V\

Log,,NMP/100g
[

0]
Aug-lZ‘Sep-lZ Oct-12 ‘Nov-lZ‘Dec-lZ Jan-13 ‘Feb-la‘l\dar-la Apr-lB‘May-la‘Jun-la Jul-13
Verao Outono Inverno Primavera Verao
—¢—Bacterias totais = \Vibrios E.coli

Figura 10. Variagao dos resultados dos pardmetros microbioldgicos obtidos ao longo do estudo nas
amostras de améijoa-boa (Ruditapes decussatus) de Faro e Cacela-VRSA

Observa-se que 0s microrganismos com concentracdo mais elevada sdo as bactérias
marinhas totais (4 log NMP/100g e 4,1 log NMP/100g), particularmente no caso de Faro-
Marchil. De um modo geral, é notério que para ambos os locais apresentam um perfil de
contaminacdo de vibrios muito semelhante ao longo do periodo de amostragem.

Verifica-se também que os valores de E. coli foram mais constantes em Faro-Marchil
quando comparados com Cacela-VRSA, sendo nestes Gltimos mais evidente o efeito das

estacdes do ano.

4.3 Relacdo entre os parametros microbiolégicos e as condicdes

ambientais (temperatura e precipitacdo)

Ao longo do estudo, foi possivel observar que a variagdo nos parametros
microbiologicos (descrita acima) esteve relacionada com o0s pardmetros ambientais
considerados (temperatura e precipitacdo). Na Figura 11 apresenta-se a variagdo mensal do
teor de E. coli, Vibrio spp. e bactérias totais marinhas nas amostras de améijoa-boa e,
simultaneamente, da temperatura do ar média mensal. Pode-se observar que ndo existe relagcdo
entre 0s parametros microbioldgicos analisados, E.coli, Vibrio spp. e bactérias totais

marinhas, e a temperatura.
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Figura 11. Comparagdo da temperatura média mensal com a Variacao dos resultados dos de
Escherichia coli (A), Vibrio spp (B). e bactérias totais marinhas (C) ao longo do estudo nas amostras
de améijoa-boa (Ruditapes decussatus) de Faro-Marchil e de Cacela-VRSA.
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Na Figura 12 apresenta-se a variacdo mensal do teor de E. coli, Vibrio spp. e bactérias
totais marinhas nas amostras de améijoa-boa e, simultaneamente, a precipitacdo média
mensal. Pode-se observar que ndo existe relacdo entre os pardmetros microbioldgicos

analisados, E.coli, Vibrio spp. e bactérias totais marinhas, e a precipitacéo
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Figura 12. Comparagéo da precipitacdo média mensal com a Variag¢do dos resultados dos de
Escherichia coli (A), Vibrio spp (B). e bactérias totais marinhas (C) ao longo do estudo nas amostras
de améijoa-boa (Ruditapes decussatus) de Faro-Marchil e de Cacela-VRSA.

Da andlise de componentes principais (ACP) aplicada aos dados dos parametros
microbioldgicos relativos as améijoas e condi¢des ambientais (temperatura e precipitacdo) de
Faro-Marchil, e considerando que KMO=0,686 e que o teste de esfericidade de Bartlett
(x%(10)=13,676, p<0,05), foi possivel resumir a informagdo das varidveis em duas
componentes. O modelo do ACP explica 79,09% da variancia total dos dados, sendo que
57,47% € explicada pela 1 componente (Dimensdo 1) e 21,62 % é explicada pela segunda
componente (Dimensdo 2). A consisténcia interna da 1* componente € muito elevada
(=0,815) comparativamente & 22 componente («=0,094). As variaveis E. coli e temperatura
tém pesos (ou loadings) elevados nesta componente (-0,820 e -0,942) e opostos aqueles das
restantes variaveis com pesos relevantes, bactérias totais marinhas e precipitacdo (cujos pesos
sdo +0,833 e +0,780 respetivamente). Relativamente a 22 componente, resume-se a variavel
vibrios cujo peso é de +0,967. Na Figura 12 representam-se 0s pesos (loadings) das variaveis

no mapa bidimensional (biplot) resultante das componentes retidas pela ACP.
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Figura 13. Representacdo dos pesos (loadings) das variaveis no mapa bidimensional (biplot) definido
pelas duas componentes (Dimensdes) retidas na analise dos componentes principais (ACP), dos dados
de Faro- Marchil.

Legenda: Temp- Temperatura; BTM- bactérias totais marinhas

No caso dos dados obtidos para Cacela-VRSA, tendo em atencdo que KM0=0,429 e
que o teste de esfericidade de Bartlett (5x2(10)=8,221, p<0,05), a ACP permitiu resumir a
informacdo das variaveis em duas componentes. O modelo da ACP explica 71,98% da
variancia total dos dados, sendo que 45,05% ¢é explicada pela 12 componente (Dimensdo 1) e
26,93% ¢é explicada pela segunda componente (Dimensdo 2). A consisténcia interna da 12
componente é de a=0,695 e a da 22 componente de a=0,321. Relativamente & 12 dimensdo, 0s
pesos (ou loadings) das variaveis vibrios e precipitacdo, respetivamente +0,790 e +0,978, séo
elevados mas contrarios ao peso da varidvel temperatura (-0,813). As variaveis E. coli e
bactérias totais marinhas tém pesos bastante elevados na 22 componente (+0,832 e +0,721).
Na Figura 14 representam-se os pesos (loadings) das varidveis no mapa bidimensional
(biplot) resultante das componentes retidas pela ACP.
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Figura 14. Analise dos componentes principais (ACP) para verificacdo da relacdo entre as variaveis
ambientais e parametros microbiolégicos nas amostras de améijoa-boa (Ruditapes decussatus) da zona
de Cacela-VRSA.

Legenda: Temp- Temperatura; BTM- bactérias totais marinhas

4.4 Sazonalidade do nivel de contaminac¢éo microbiologicas e dos teores

em proteina e determinacao de peroxidacéo lipidica

A variacdo sazonal do teor de E. coli, de Vibrio spp. e de bactérias marinhas totais nas
amostras de améijoa-boa ao longo das diferentes estacfes do ano para a Faro-Marchil e
Cacela-VRSA (Figura 15) revela que a maior concentragdo de E. coli ocorre no veréo,
enquanto as maiores concentracGes de Vibrio spp. e de bactérias totais marinhas foram
observadas no inverno. Pelo contrério, as menores abundancias de E. coli foram determinadas
em pleno inverno, enquanto os minimos de vibrios e de bactérias totais marinhas foram
contabilizados no outono e verdo, respetivamente. Verifica-se que a maior concentracdo de
bactérias totais marinhas corresponde ao verdo e a menor concentragdo corresponde a
primavera. Em relacdo a concentracdo de vibrios nas amostras de améijoa-boa podemos
observar que o valor superior foi no inverno e o valor de menor concentragdo de corresponde

a estacdo do outono. Analisando o grafico acima referido podemos observar que € na estacao
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do inverno que as amostras de améijoa-boa apresenta maior teor de E. coli. e que é na

primavera que obtemos menor concentragao de E. coli.
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Figura 15.Variagdo da concentracdo de Escherichia coli, Vibrio spp. e Bactérias totais marinhas
na améijoa-boa (Ruditapes decussatus) de Faro-Marchil e de Cacela-VRSA, ao longo das

estacdes do ano.

Relativamente a variacdo sazonal do teor de proteina total nas amostras de améijoa-boa
para Faro-Marchil e Cacela-VRSA (Figura 16), pode-se observar que sdo muito similares.
Todavia, as amostras provenientes de Cacela-VRSA apresentam valores de proteina
ligeiramente mais elevados (verdo — 31,48 + 9,11 mg g*; outono — 22,08 + 8,56 mg g*;
inverno — 36,81 + 10,04 mg g*; primavera- 47,11 + 12,33 mg g*) do que os valores de
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proteinas das amostras de améijoa-boa de Faro-Marchil (verdo — 29,61 + 5,92 mg g™*; outono-
20,21 + 6,84 mg g*!; inverno — 36,59 + 10,45 mg g*; primavera- 43,40 + 10,47 mg g™).
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Figura 16- Variacdo da determinacdo de Proteina nas branquias de amostras de améijoa-boa
(Ruditapes decussatus) de Faro- Marchil e de Cacela- VRSA, ao longo das esta¢fes do ano.

No que diz respeito a variacdo sazonal dos valores médios do teor de peroxidacao
lipidica em amostras de améijoa-boa em Faro-Marchil e em Cacela-VRSA (Figura 17), os
valores daquele indice observados na zona de Cacela-VRSA foram ligeiramente mais
elevados nos meses de verdo e de outono (597,96 + 239,39 mg g*e 709,63 + 245,14 mg g2,
respetivamente) relativamente aos valores do indice de peroxidacéo lipidica das amostras de
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améijoa-boa colhidas na zona de Faro-Marchil nas mesmas esta¢fes do ano (verdo — 29,61 +
5,92 mg g!; outono- 20,21 + 6,84 mg g}).
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Figura 17 Variacdo da quantificacdo de peroxidacao lipidica nas branquias de amostras de améijoa-
boa (Ruditapes decussatus) da Zona Faro- Marchil e de Cacela - VRSA, ao longo das esta¢des do ano.

Pelo contrario, analisando os resultados do teor de peroxidagéo lipidica das amostras de
bivalves colhidas no inverno e na primavera constata-se que os valores da zona de Faro-
Marchil (inverno: 159,16 + 61,06 mg g*; primavera: 125,44 + 55,65 mg g!) sdo ligeiramente
superiores aos valores determinados na zona de Cacela-VRSA (inverno: 112,87 + 39,57 mg g
1. primavera: 125,03 + 36,63 mg g).
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5 DISCUSSAO

O ambiente marinho possui capacidade de autodepuracdo, permitindo-lhe restabelecer o
seu proprio equilibrio. No entanto, em sistemas (semi)fechados, como sdo lagoas, baias,
estuarios e rias, esta capacidade de depuracéo e renovacdo da agua do mar, muitas vezes nao é
suficientemente forte para neutralizar as alteracdes produzidas pelas continuas descargas de
efluentes (Dionisio et al., 2000). As contribuicdes externas de aguas residuais aumentam a
carga microbiana, mas a sua persisténcia é local e transitoria, dependendo de varios fatores, de
origem fisico-quimica, bioldgica e hidroldgica. Estes fatores contribuem para a reducdo dos
microrganismos teldricos em funcdo da sua resisténcia especifica a determinadas condigdes
ambientais (Bettencourt, 2011; Kay et al., 2008; Rheinheimer, 1992).

A qualidade microbiol6gica dos moluscos bivalves vivos esta diretamente relacionada
com a qualidade da agua onde vivem. A sua contaminacdo ocorre quando se encontram em
meios que contém microrganismos patogénicos, como por exemplo aguas poluidas por aguas
residuais entre outros focos de contaminagédo. De notar que as fontes de contaminacédo fecal
nas areas de producdo de bivalves sdo maioritariamente de origem humana. Para além disso,
0S microrganismos patogénicos e os indicadores bacterianos podem sobreviver mais tempo no
interior dos bivalves do que na 4gua do mar. Mais ainda, nos bivalves, estes microrganismos
encontram condicOes para se poderem reproduzir. A acumulagcdo dos microrganismos, nos
bivalves depende da sua resisténcia a acdo digestiva das enzimas presentes nos moluscos e
das suas diferentes taxas de sobrevivéncia. Por sua vez, estas derivam da selecdo dos
diferentes microrganismos no interior dos espécimes, que depende da forma e do tamanho das
celulas microbianas. Estas caracteristicas sustentam o facto de os bivalves serem considerados
como «amostradores» bioldgicos e bioacumuladores de matéria e substancias pré-existentes
na dgua (Bettencourt, 2012).

A améijoa-boa é cultivada em zonas sujeitas a varios focos de contaminacgdo
microbioldgica derivada da atividade humana. O facto de o consumo de bivalves apresentar
um risco para a salde publica, associado a contaminacdo microbioldgica das zonas onde €
produzido, conduziu ao estabelecimento de um plano de monitorizagdo que envolve o
controlo microbiolégico, nomeadamente dos teores de E. coli. Desde 2006 que E. coli é usada
como indicador da qualidade microbiolégica dos bivalves destinados ao consumo humano,
substituindo a quantificacdo do grupo designado por coliformes fecais, que é um grupo mais
heterogéneo de bacteérias.
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5.1 Qualidade microbioldgica

Em ecossistemas do tipo estuarino-lagunar como é a Ria Formosa, é importante estudar
a influéncia dos fatores ambientais sobre a populacdo microbiana, as relacdes que se
estabelecem entre si e a forma como os sistemas bioldgicos sdo afetados (Dionisio et al.,
2000). A abundéancia de bactérias de origem fecal em aguas costeiras varia sobretudo com as
alteracdes nas condicbes ambientais, como por exemplo, a precipitacdo, a temperatura, a
humidade, a ondulagéo e a maré, entre outros.

O presente estudo mostrou ndo existirem diferencas significativas entre as duas zonas
de amostragem, Faro-Marchil e Cacela-VRSA relativamente a contaminag¢&o microbioldgica.
O grupo das bactérias marinhas totais inclui E. coli e Vibrio spp. Por isso todas as amostras
analisadas apresentam valores mais elevados de bactérias marinhas totais comparativamente
com os valores de E. coli e Vibrio spp. Isto vai ao encontro dos resultados obtidos por
Bettencourt (2012), com améijoa-boa da Ria Formosa.

A zona de Cacela-VRSA apresentou uma concentracdo de E. coli mais elevada do que
na zona de Faro-Marchil. Considerando que a area de Cacela-VRSA é uma zona com baixa
renovacdo da dgua causada pelo assoreamento da barra de Cacela e a zona de Faro-Marchil
estd mais exposta a influéncia do mar, os resultados obtidos neste trabalho ndo estdo de
acordo com o0s reportados por outros autores para a mesma area de estudo (Barbosa, 1989;
Bettencourt, 2012; Nunes, 1984, 2000). Estes investigadores demonstraram existir uma
diminuicdo no nimero de microrganismos mesoéfilos e de coliformes fecais em zonas mais
préximas do oceano. Esta diminuicdo pode ser devida a diferentes fatores abioticos e bidticos
que exercem um efeito negativo, quer individualmente quer por sinergismo, sobre 0s
microrganismos aléctones do ambiente marinho (Martin e Bonnefort, 1986). Campos e
Cachola (2007) acrescentam que a acumulacgéo de E. coli pelos bivalves depende, entre outros
fatores, da distancia relativamente a localizacdo da descarga de efluentes e/ou escorréncias, do
valor de concentracdo dessas descargas e do tempo de exposicdo dos bivalves a E. coli
presente na agua. Pelo contrario, Almeida e Soares (2012) obtiveram resultados que, de certa
forma, contradizem os obtidos neste estudo. Tendo reunido e analisado dados de 20 anos,
concluiram que os niveis mais elevados de E. coli foram encontrados em bivalves recolhidos
em Faro, a maior cidade do Algarve e onde existem varias fontes de contaminagdo pontuais e
difusas. Nesse estudo, os bivalves provenientes de Cacela-VRSA apresentaram uma menor
contaminacdo microbiana, pois era uma zona que apresentava maior recirculacdo de agua,
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sendo um ambiente menos eutréfico. Sendo a Ria Formosa caracterizada pela constante
movimentacdo das ilhas barreira/barras, como por exemplo a barra de Cacela, que depois de
2010 tem vindo a ficar assoreada, sendo a causa da diminui¢do da renovacdo de agua nesta
zona da Ria Formosa.

A andlise dos dados de abundancias dos microrganismos estudados nas amostras de
bivalves permitiu verificar que ndo existem correlacGes significativas entre as bactérias totais
marinhas e os vibrios e o microrganismo indicador de contaminacdo fecal E. coli. Resultados
semelhantes foram relatados por diversos autores (e.g. Morinigo et al., 1989; Bettencourt,
2012). As diferencas observadas poderéo dever-se a diferentes capacidades de sobrevivéncia
dos microrganismos, as diferentes abordagens metodoldgicas utilizadas para cada indicador
microbioldgico estudado (E. coli é quantificada em termos de NMP/100 g e os vibrios séo
avaliados como UFC/ml, por exemplo) e a presenca de outros microrganismos nas descargas
de esgotos. Alguma variabilidade que se possa observar na leitura de resultados podera ter
sido introduzida pela utilizacdo da &gua intervalvar para a determinacdo dos diferentes
parametros microbiologicos. Esta pode concentrar ou diluir as contagens consoante a
qualidade das &guas circundantes. Contudo, a dgua intervalvar pode ser muito importante na
transmissao de doencas infeciosas uma vez que faz parte da componente edivel do produto e,
por isso, é necessario inclui-la nas amostras para analise (\Volterra et al., 1991).

Confirmou-se que existem diferencas significativas entre a contaminagéo
microbioldgica de amostras de améijoa-boa dos dois locais de amostragem e as estacfes do
ano. De facto, parece ocorrer sazonalidade, dado que a contaminacdo microbiolégica em
bivalves da Ria Formosa em geral € maior no outono e inverno e menor na primavera e verdo
(Almeida e Soares, 2012). No verdo, caracterizado por elevadas temperaturas e forte radiacéo
solar, obtiveram-se maiores abundancias de E. coli nos bivalves de Faro-Marchil.
Estatisticamente, obteve-se uma forte associacdo entre a temperatura e o teor de E. coli. Além
disso, a zona de estudo esta sujeita a uma forte afluéncia turistica no verdo, o que faz
aumentar os niveis de contaminacgdo pelo aumento de circulacdo de pessoas e embarcacfes na
zona. Estimativas quanto a variacdo sazonal do numero de habitantes na cidade de Faro,
indicam um aumento substancial na chamada época alta, que corresponde ao periodo do
verdo, e que origina um aumento da carga microbiana descarregada nesta area da Ria. Para
além disso, e embora a estagdo de tratamento de aguas residuais (ETAR) de Faro Noroeste
disponha de um tratamento terciario, pontualmente poderdo ocorrer descargas, devido a um
maior volume de efluentes no periodo do verdo, podendo a ETAR funcionar como uma das

maiores fontes de contaminagdo microbioldgica da Ria Formosa (Almeida e Soares, 2012)
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neste local. Por outro lado, e de acordo com um estudo que avaliou o efeito das descargas de
esgotos nas zonas de producdo de bivalves (ZPB) da Ria Formosa (Cravo, 2003), a area mais
impactada pode abranger 300 a 400 m desde o ponto de descarga. Este ndo € o caso do local
de amostragem de bivalves de Faro-Marchil, que se encontra entre 800 a 1000 m de distancia
da (ETAR) de Faro Noroeste. No entanto, e mediante certas condi¢fes hidrogréficas, areas
que distam até 1000-2000 m do ponto de descarga podem também ser seriamente afetadas
(Martins et al., 2004, 2006), o que pode explicar os resultados obtidos para E. coli neste
trabalho.

Na zona de Cacela-VRSA, registaram-se valores de abundancia de E. coli mais elevados
no inverno, que corresponderam a um periodo de aumento da precipitagdo e uma diminuicdo
da temperatura. Estes resultados estdo em linha com outros estudos realizados na Ria Formosa
(Almeida e Soares, 2012; Bettencourt, 2012), e com trabalhos realizados em aguas balneares,
que comprovam a existéncia de um aumento de contaminagdo fecal ap6s aumento de
precipitacdo (Neill, 2004; Silva, 2009). Mais ainda, os resultados obtidos neste trabalho sé&o
corroborados por diversos autores, que demonstraram que a sazonalidade e os parametros
ambientais (como precipitacdo e temperatura da agua) sdo os principais fatores que
influenciam a concentragdo bacteriana em bivalves (Anacleto et al., 2013; Derolez et al.,
2012; Farias et al., 2010; Sasikumar e Krishnamoorthy, 2010).

Entre os pardmetros ambientais, a pluviosidade é o fator mais relevante para a
introducdo de microrganismos no meio aquatico particularmente no caso da contaminacéo de
aguas conquicolas (Campos e Cachola, 2007). As escorréncias provenientes das chuvas
alimentam as diversas linhas de &gua, consoante a topologia dos terrenos e as suas
caracteristicas hidrograficas. Estas arrastam sujidade, causam lixiviacao das terras e areias em
redor da Ria Formosa, aumentando assim as escorréncias de residuos solidos e efluentes e,
por conseguinte, causando o aumento da contaminacdo fecal das zonas de producdo de
bivalves. Campos e Cachola (2007) verificaram que os efluentes descarregados pelas aguas
pluviais causaram um aumento dos niveis de contaminacdo da agua e de bivalves da Ria
Formosa, originando concentracdes microbianas muito elevadas. Strickland e Parsons (1968)
e Raveendran et al. (1990) reportam uma correlacdo positiva entre a introducdo de aguas
pluviais e um aumento da sobrevivéncia de coliformes fecais. Além disso, ao longo da costa
existem ainda algumas pequenas areas urbanizadas que ndo tém redes de esgoto adequadas e
usam fossas sépticas instaladas no subsolo (PROT-Algarve, 2007). Estas permitem a
infiltracdo de efluentes no subsolo, que podem promover as fontes difusas de poluicéo

(POPNRF, 2007). Estes fatores podem originar a descida de uma a duas classes de estatuto
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sanitario (cf. Despacho n.° 4022/2015, Diario da Republica, 2.2 série - N.° 78 — de 22 de abril,
do Instituto Portugués do Mar e da Atmosfera, I.P.) (Pedro et al., 2008). A pluviosidade, por

via dos conceitos descritos acima, pode explicar a variagdo dos valores de abundancia de E.
coli observados neste trabalho para bivalves colhidos na zona de Cacela-VRSA.

Vérias estirpes de Vibrio spp. constituem um perigo para a salde publica, sendo
responsaveis por vérias doencas (otite, faringite, infecbes de feridas, etc.), bem como por
toxinfeccbes com origem alimentar, e.g. gastroenterite. Uma vez que a atual legislacédo
europeia ndo especifica limites para estes organismos, devem ser implementadas medidas
preventivas para os Vibrio spp. tendo em conta que eles sdo indigenas de ambientes estuarinos
e das regifes costeiras, sdo constituintes normais da populacdo microbiana dos moluscos
bivalves e sdo “resistentes” ao processo de depuragdo (Desmarchelier, 2000; Barile et al.,
2009). Atualmente, a Unica maneira de proteger os consumidores da contaminacdo por
estirpes patogénicas de Vibrio spp. é a recomendacdo de que os bivalves sejam consumidos
cozinhados (Anacleto et al., 2013). Por isso, sera particularmente Gtil o desenvolvimento de
estratégias de acompanhamento de contaminacdo microbiolégica litoral pelas autoridades
competentes, incluindo a adaptacdo/atualizacdo da legislacdo a fim de incorporar novas
estirpes de Vibrio. De facto, os microrganismos deste género podem representar um perigo
para a salde publica no futuro, especialmente nos periodos mais quentes que sdo esperados
para ser mais frequente devido as alteracdes climaticas (Anacleto et al., 2013).

Em relacdo a anélise de vibrios, comprovou-se ndo existirem diferencas significativas
entre as abundancias de Vibrio spp. em bivalves provenientes dos locais de estudo, Faro-
Marchil e Cacela-VRSA. Aqueles microrganismos apresentam um padrdo de variagdo muito
semelhante ao longo do ano, registando um aumento no inverno (fevereiro e mar¢o). Segundo
Barbosa (1991), nestes meses existe um aumento de bacterioplancton na Ria Formosa. Dado
que os vibrios constituem o género bacteriano mais abundante do bacterioplancton, podera
existir uma relacéo positiva entre o aumento do bacterioplancton e de vibrios na dgua. Outros
fatores como a temperatura, salinidade, precipitacdo e oxigénio dissolvidos sdo também
fatores que influenciam a sazonalidade observada na concentracdo de vibrios na agua
(Baffone et al., 2006; Thompson et al., 2003). De facto, varios autores (Lhafi e Kiihne, 2007,
Ripabelli et al., 1999;) observaram uma correlagdo positiva entre a ocorréncia de vibrios em
bivalves e a temperatura da 4gua. Por outro lado, a falta de correlagéo entre os indicadores de
poluicéo fecal (neste caso, abundéncia de E. coli) e a abundancia de Vibrio spp. mostra que a
sua variacdo é independente; a concentracdo de vibrios ndo parece fornecer indicacdo acerca

da presencga e/ou quantidade de bactérias fecais na agua do mar e, consequentemente, em
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bivalves. Resultados similares foram obtidos por Thompson et al. (1976) e Hackney et al.
(1980).

Pelo facto de os bivalves serem organismos filtradores, apresentam maior abundancia
de microrganismos do que o meio onde se desenvolvem. Por esta razdo, o controlo
higiossanitario dos moluscos bivalves esta relacionado com a qualidade microbioldgica das
areas de producdo. Todavia, 0s parametros ambientais temperatura e salinidade entre outros
podem limitar a atividade filtrante, condicionando a capacidade de filtracdo e a retencdo dos

microrganismos pelos bivalves.

5.2 Qualidade fisiologica

Neste trabalho, constatou-se que existe uma variacdo sazonal no teor de proteinas e no
nivel de peroxidacéo de lipidos das branquias das améijoas provenientes dos dois locais da
Ria Formosa estudados.

Em termos de concentracdo de proteinas totais nas branquias de bivalves, observaram-
se diferencas entre as diferentes estacdes do ano estudadas, sendo a primavera a estacdo com
teor de proteinas mais elevado para os dois pontos de amostragem. Também Serdar e Lok
(2009) observaram que o teor de proteinas em R. decussatus variou entre 25 %-55 % ao longo
do ano. Naquele trabalho, o teor de proteina comegou a aumentar a partir de janeiro, atingindo
um pico em mar¢o e diminuindo acentuadamente em abril, antes da desova. Aqueles autores
sugeriram que a proteina armazenada no inverno pode estar associada a maturacdo dos
gametas. Quando as améijoas se encontravam em fase ativa entre janeiro e marco, os teores de
proteina atingiam o maximo (Matias, 2013). As proteinas podem ser utilizadas como uma
fonte alternativa de energia em épocas de menor disponibilidade de alimento (Matias, 2013).
Pelo contrério, neste trabalho verificou-se que a concentracdo de proteinas foi mais elevada
nos meses de marco, maio e julho. De facto, a variacdo do teor de proteinas podera estar
associada ao ciclo reprodutivo, que influencia o indice de condicdo dos bivalves e o estado
metabdlico dos animais que, por sua vez, estdo relacionados com fatores como a maturagédo
das goénadas e a disponibilidade de alimento (Hamza-Chaffai et al., 2003). Assim, estes
fatores podem provocar flutuagfes no teor de proteinas dos tecidos (Matias et al., 2013).

Segundo vérios autores (Ojea et al., 2004; Pérez Camacho et al., 2003), a variacdo
sazonal da composicao bioguimica da améijoa-boa esta relacionada com o ciclo reprodutivo,
o indice de condicdo e o armazenamento de energia. De facto, as reservas de energia séo de

uma importancia consideravel na reproducdo e no armazenamento de energia sazonal
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(Delgado et al., 2004). O alimento disponivel e a temperatura dgua parecem ser 0s principais
fatores que regulam o tempo e a taxa de armazenamento de energia, particularmente sob a
forma de glicogénio, nos bivalves. A améijoa-boa acumula glicogénio antes da gametogénese,
no outono e no inicio do inverno. O glicogénio € usado como fonte de energia para o
desenvolvimento das gonadas e, depois, no periodo da desova que ocorre no verdo (Ojea et
al., 2004).

Os contaminantes presentes no ambiente aquatico podem conduzir a uma diminuicédo do
sistema antioxidante dos organismos, causando excesso de producdo de espécies (quimicas)
oxidativas reativas (ROS) e tornando-os, dessa forma, mais suscetiveis a danos por stress
oxidativo. Esses danos incluem a peroxidacao lipidica, considerada como um biomarcador de
danos oxidativos (Bebianno et al., 2004; Viarengo et al., 2007). Neste trabalho, a LPO foi
determinada nas branquias da améijoa-boa, primeiro e principal local de contacto e entrada de
possiveis contaminantes na fase aquosa, de modo a refletir essa exposicdo num curto prazo de
tempo. Verificou-se que o outono € a estacdo do ano com maior indice de peroxidacdo
lipidica para os dois locais de estudo. No estudo de Cravo (2013), que analisou o indice de
peroxidacdo nos bivalves na Ria Formosa, aquela autora obteve valores mais elevados de
peroxidagdo lipidica no inverno e sugeriu que seriam devidos a uma reducdo da atividade do
sistema de defesa antioxidante. Esta diminuicdo na atividade pode ser diretamente
responsavel por uma maior suscetibilidade de améijoas ao stress oxidativo, levando a niveis
mais elevados de peroxidacdo lipidica.

As concentracdes de peroxidacdo lipidica mostram um padrdo mais evidente quando
analisadas sazonalmente, indicando que estes organismos filtradores sdo mais influenciados
por variacdes sazonais de determinados fatores ambientais na coluna de 4gua, nomeadamente
aumento de temperatura, da disponibilidade de alimento. Estas variacdes estdo diretamente
ligadas a um aumento da capacidade oxidante do meio, que pode comprometer a eficacia do
sistema antioxidante dos organismos e levar a um aumento de danos oxidativos, tal como o
teor de peroxidacao lipidica (Cravo, 2013).

Nos estudos de diversos autores (Barber e Blake, 1985; Bayne e Newell, 1983; Gabbott,
1976; Giese, 1969; Sastry, 1979), a variacdo sazonal do teor de lipidos esta relacionada com o
ciclo produtivo, uma vez que a energia é armazenada, sob a forma de glicogénio, lipidos e
proteinas, durante gametogénese e quando o alimento € abundante (Hamza-Chaffai et al.,
2003). Sendo assim, os fatores ambientais desempenham, aparentemente, um papel dominante
na determinacdo de eventos nos ciclos de armazenamento/utilizacdo das reservas energéticas.

Paralelamente, as flutuacbes do estado metabolico dos animais, que também estdo
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relacionados com maturagdo das gonadas e disponibilidade de alimento (Hamza-Chaffai et
al., 2003). Podera também estar associada a uma maior disponibilidade de contaminantes
devido a intensa remobilizacdo dos sedimentos durante os periodos de maior hidrodinamismo
(Hamza-Chaffai et al., 2003). SupBe-se que a(s) diferencga(s) sazonal(is) nos resultados de
composi¢do quimica, em termos de teor de proteinas e indice de peroxidacdo lipidica, entre o
presente trabalho e os estudos na literatura possa ser justificada em razdo da diferenca das
espéecies de bivalves, do local de cultivo ou extracdo, do ciclo reprodutivo e de fatores

ambientais.
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6 CONCLUSOES

Este estudo permitiu avaliar a contaminacdo microbiologica e caracteristicas
bioguimicas indicadoras de stress de moluscos bivalves (R. decussatus) provenientes de areas
de producdo de duas zonas da Ria Formosa, uma area mais povoada, Faro-Marchil, e uma
area menos povoada, Cacela-VRSA.

Em Faro-Marchil, o teor de E.coli foi mais elevado no verdo porque o volume de
efluentes das ETAR aumenta devido a pressdo do turismo. No caso de Cacela-VRSA, o teor
de E. coli foi mais elevado no inverno, devido ao aumento da precipitacdo que leva ao
transporte de varios tipos de contaminantes através das escorréncias que vdo desaguar na Ria
Formosa, aumentando a contaminacdo fecal. Tendo em conta, todos os factos analisados,
podemos concluir que a contaminacdo microbioldgica demonstrou uma forte sazonalidade.
Este estudo vem reforcar a importancia da monitorizagdo eficaz dos niveis de E. coli, para a
reducdo de riscos de saude publica associados ao consumo de bivalves.

Relativamente aos vibrios apresentam um padrdo de variagdo muito semelhante ao
longo do ano em ambos os locais, registando um aumento no inverno (fevereiro e margo),
independente da ocorréncia da contaminagao fecal.

Para além disso os resultados obtidos a nivel de stress oxidativo sdo bastantes
interessantes dado que apresentam um padrao sazonal do teor de peroxidacao lipidica, sendo o
outono a estacdo do ano com maior indice de peroxidacdo lipidica para os dois locais de
estudo indiciando uma reducéo da atividade do sistema de defesa antioxidante. Recomenda-se
uma melhor avaliacdo deste pardmetro para verificar se podera servir como indicador de
qualidade ambiental dos bivalves, podendo funcionar como complemento as andlises

microbioldgicas e fisicas quimicas da agua (temperatura, salinidade, oxigénio).
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8 ANEXOS

Anexo | - Meios de cultura e solucges

Para a realizacdo das analises microbioldgicas foram utilizados varios meios de cultura,

as formulacdes e modos de preparacéo encontram-se descritas a seguir.

Meios de cultura usados para determinacgdo do teor de E. coli
e Caldo de Minerals Modified Glutamate Medium Base

O caldo de Minerals Modified Glutamate Medium Base (MMGB) (OXOID) é um meio
de cultura usado na quantificacdo de coliformes totais e E. coli. Este meio contém glutamato
de sddio, cloreto de amdnia e minerais que sdo a base do meio para a determinacdo de
coliformes. Este meio contém também lactose que sera fermentada pelos microrganismos
coliformes com producéo de &cido e gas. O meio MMGB preenche os requisitos nutricionais
dos microrganismos coliformes e da E. coli e permite a técnica da fermentacdo de tubos

multiplos para determinacdo dos mesmos.

e Meio de Triptona Bilis X- Glucoronideo

O meio Triptona Bilis X- Glucoronideo (TBX) (OXOID) € um meio de cultura seletivo
para a determinacdo e confirmacdo de E.coli nas amostras de améijoa-boa pela técnica de
sementeira em placa. Este meio contém sais biliares que inibem o crescimento de bactérias
Gram positivas e um substrato (5- bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-Glucoronidase), que é
degradado pela enzima B-D-glucoronidase, produzida pela maior parte das estirpes de E. coli,
por quebra da ligacdo do aglcar com o cromogénico. O aglcar é metabolizado pela bactéria e
0 cromogénico vai-se aglomerar no interior da célula, conferindo a cor azul/esverdeada as

colonias de E. coli.

Meio de Cultura usado para determinacéo das bactéerias marinhas totais
e Agar Triptona de Soja

O meio de cultura Tryptone Soya Agar (TSA) (OXOID), é um meio ndo seletivo usado

para contagem de microrganismos totais marinhos pela técnica de plaqueamento. E um meio
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rico em nutrientes e € adequado para crescimento de microrganismos marinhos presentes nos

bivalves.

Meio de Cultura usado para quantificacdo de Vibrio spp

e Agar Thiosulfate-Citrate-Bile-Sucrose

O meio de cultura Thiosulfate-Citrate-Bile-Sucrose Agar (TCBS) (OXOID) € um meio
seletivo para o isolamento de V. cholerae e V. parahaemolyticus bem como outros vibrios
presentes nas amostras de améijoa-boa. Este meio contém elevadas concentracdes de
tiossulfato de sodio e citrato de sodio que proporcionam um pH alcalino para inibir o
crescimento de organismos Gram-positivos e suprimir coliformes. O aumento de pH é
utilizado para aumentar o crescimento de V. cholerae, porque este organismo € sensivel a
ambientes acidos. O cloreto de sdédio estimula o crescimento do organismo e mantém o
equilibrio osmaético do meio. Por outro lado o tiossulfato de sddio € uma fonte de enxofre, e
age com o citrato de ferro produzindo sulfureto de ferro, reagente responsavel pelas col6nias
de cor preta. A sacarose é o carbohidrato fermentavel e esta fermentagéo origina um &cido, o
qual converte a cor azul de bromotimol azul para cor verde ou amarelo, responsavel pela

coloragdo das colonias que permite uma diferenciacéo dos Vibrio spp.

Solucgdes

e Solucéo de Triptona Sal

A solucdo Triptona Sal é a solugdo usada na preparacdo da amostra e nas diluicdes
decimais realizadas na determinacdo de coliformes totais de E. coli, de bactérias marinhas
totais e Vibrios. Esta solucdo fornece nutrientes essenciais ao crescimento e a sobrevivéncia

dos agentes microbianos.

Anexo Il - Anova (fator unico) para testar diferencas entre o teor
de E. coli de Faro-Marchil e de Cacela-VRSA

Foi realizado para testar estatisticamente se existem diferencas significativas entre a E.coli de
Faro-Marchil e E.coli de Cacela-VRSA.
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SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia

E. coli Faro 12 25.67638146 2.139698455 0.259213238
E. coli Cacela-VRSA 12 34.27008766 2.855840638 0.371180062
ANOVA

Fonte de variacdo |SQ ol MQ F Valor P | F critico
Entre grupos 3.077157764 | 1 3.077157764 1 9.76 0.0049 [4.301
Dentro de grupos | 6.934326299 | 22 0.31519665

Total 10.01148406 | 23

Anexo I11 - Anova (fator Unico) para testar diferencas entre o teor
de Vibrio spp. de Faro-Marchil e de Cacela-VRSA

Foi realizado para testar estatisticamente se existem diferencas significativas entre Vibrio spp.
de Faro- Marchil e Vibrio spp. de Cacela-VRSA.

SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia
Vibrio spp. Faro 12 21.48114354 1.790095295 0.307956856
Vibrio spp. Cacela-VRSA |12 20.8478935 1.737324458 0.204365525
ANOVA

Fonte de variacdo |SQ gl MQ F Valor P | F critico
Entre grupos 0.016708567 |1 0.016708567 | 0.065 0.8008 |4.301
Dentro de grupos | 5.635546193 | 22 0.256161191

Total 5.65225476 |23

Anexo IV - Anova (fator unico) para testar diferencas entre o teor
de Bactérias marinhas totais de Faro-Marchil e de Cacela-VRSA

Foi realizado para testar estatisticamente se existem diferencas significativas entre Bactérias

totais marinhas de Faro- Marchil e bactérias totais marinhas de Cacela-VRSA.
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SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média Variancia
Baterias totais 12 42.74932 3.562443366 0.405828807
Bactérias totais 12 38.77301 3.231084229 0.604884259
ANOVA
Fonte de variacéo SQ gl MQ F Valor P F critico
Entre grupos 0.658793 1 0.658793267 1.300| 0.2658 4.30
Dentro de grupos | 11.11784 22 0.505356533
Total 11.77664 23

Anexo V — Analise de Componentes Principais (ACP)

Realizada para descrever a correlacdo entre os parametros temperatura e precipitacao e a sua

relacdo com o teor de E. coli, Vibrios e bactérias totais marinhas para os bivalves de Faro-
Marchil e Cacela-VRSA.

Faro-Marchil
Model Summary
Dimension Cronbach's Variance Accounted For
Alpha Total % of Variance
(Eigenvalue)

1 ,815 2,874 57,471
2 ,094 1,081 21,618
Total ,9342 3,954 79,089

a. Total Cronbach's Alpha is based on the total Eigenvalue.

Component Loadings

Dimension
1 2
Temp -,942 -,041
Precipitacdo_média , 780 -,218
Vibrios -,111 ,967
BTM ,833 ,309
E_coli -,820 ,023

Variable Principal

Normalization.
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Cacela- VRSA
Model Summary
Dimension Cronbach's Variance Accounted For
Alpha Total % of Variance
(Eigenvalue)

1 ,695 2,252 45,047
2 ,321 1,346 26,928
Total ,9032 3,599 71,975

a. Total Cronbach's Alpha is based on the total Eigenvalue.

Component Loadings

Dimension
1 2
Temp -,813 -,281
Precipitacdo_média ,978 ,039
Vibrios ,790 -,233
BTM -,102 721
E_coli -,010 ,832

Variable Principal Normalization.

Anexo VI — Teste KMO e teste de esfericidade de Bartlett

Faro-Marchil
KMO and Bartlett's Test
Kaiser-Meyer-Olkin Measure of Sampling Adequacy. ,686
Approx. Chi-Square 13,676
Bartlett's Test of Sphericity  df 10
Sig. ,188
Cacela-VRSA
KMO and Bartlett's Test
Kaiser-Meyer-Olkin Measure of Sampling Adequacy. 429
Approx. Chi-Square 8,221
Bartlett's Test of Sphericity  df 10
Sig. ,607

57



