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palavras-chave

Resumo

Qualidade de &gua de rios, monitorizagéo fisico-quimica, avaliagao
ecotoxicologica, ecossistemas aquaticos, Bacia hidrogréfica do rio
Cértima

O objectivo geral deste trabalho foi avaliar a qualidade da agua da
bacia hidrogréfica do rio Cértima através de ensaios ecotoxicoldgicos.
Para isso foram seleccionados trés locais de amostragem ao longo do
rio, com impacto antropogénico diferente: Parada, Ponte do Repoléo e
Lagoa Seca. Foram consideradas duas campanha de amostragem a
fim de avaliar a variabilidade sazonal: Novembro de 2009 e Abril de
2010. A avaliagdo ecotoxicologica envolveu uma bateria de ensaios
com diferentes espécies: a bactéria Vibrio fischeri, a alga
Pseudokirchneriella subcapitata, a macrofita Lemna minor e o cladécero
Daphnia magna. Paralelamente foi efectuada uma analise fisico-
quimica, a qual permitiu identificar problemas de poluicdo de origem
antrdpica nos locais Ponte de Repoldo e Lagoa Seca. Por outro lado, o
local Parada, seleccionado como local de referéncia apresentou valores
tipicos de um local com reduzida ou nula presséo antropogénica.

Os ensaios ecotoxicoldgicos revelaram efeitos na taxa de crescimento
das espécies L. minor e P. subcapitata no local Parada, no entanto
estes efeitos deveram-se claramente a limitacdo em nutrientes da
amostra. No local Ponte do Repoléo, foi observada toxicidade elevada
para V. fischeri ( ECso = 44,85) na campanha de Novembro de 2009 e
um decréscimo na taxa de crescimento de L. minor (LOEC = 75%) na
campanha de Abril de 2010. O local Lagoa Seca apresentou efeitos
negativos na taxa de crescimento de P. Subcapitata (LOEC=75%) na
campanha de Novembro 2009. O organismo D. magna apresentou
estimulos nos locais Lagoa Seca e Ponte do Repoldo, em ambas as
campanhas, possivelmente devido a presenca de particulas nutritivas
dissolvidas e algas, abundantes em locais eutrofizados. Dada a
natureza essencialmente organica da poluicdo da bacia do rio Cértima,
0S ensaios ecotoxicolégicos efectuados mostraram algumas limitagées,
j& que a elevada carga de nutrientes dos locais Lagoa Seca e Ponte do
Repoldo podem ter mascarado a possivel toxicidade de contaminantes,
favorecendo inclusivé o crescimento dos organismos. Por outro lado, a
limitacdo em nutrientes no local tido como referéncia — Parada,
condicionou o crescimento nos ensaios com plantas. Deste modo, a
analise ecotoxicolégica, em locais sujeitos a poluicao organica deve ser
sempre complementada com uma avaliacéo fisico-quimica e ecolégica
das comunidades locais, de modo a obtermos uma visdo holistica do
estado de qualidade da agua.
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The main objective of this work was to assess the water quality of the
Cértima River (Central Portugal) with ecotoxicological assays. For this
purpose three sampling sites were selected on the river basin that were
known to be under different human pressures: Parada, Ponte do
Repoldo and Lagoa Seca. To evaluate the influence of seasonal
variation there were two sampling periods: November 2009 and Abril
2010. Several species were used in the ecotoxicological analysis, such
as the bacteria Vibrio fischeri, the algae Pseudokirchneriella
subcapitata, the macrophyta Lemna minor and the cladoceran Daphnia
magna. Physico-chemical parameters were also analysed showing that
the Ceértima watershed pointed some pollution problems including
eutrophication on sites Ponte do Repoldo and Lagoa Seca. The site
Parada, selected as a reference site, showed concentrations of the
physical and chemical parameters typical of a site with almost none
human pressures.

The ecotoxicological analysis showed negative effects on the growth
rate of L. minor and P. subcapitata on the site Parada, but this was
clearly due to nutrients limitation. The site Ponte do Repoldo showed
high toxicity for V. fischeri (ECso = 44,85) in November 2009 and a
decrease on the growth rate of L. minor (LOEC = 75%) in April 2010.
Lagoa Seca showed a decrease of the growth rate of P. subcapitata
(LOEC = 75%) in November 2009. D. magna had an increase of growth
rate on Ponte do Repoldo and Lagoa Seca possibly due to the
presence of dissolved nutritive particles and algae, abundant in
eutrophized sites. Being the pollution essentially organic, the
ecotoxicological assays showed some limitations. The high load of
nutrients on the sites Lagoa Seca and Ponte do Repoldo may have
masked the toxicity of contaminants and inclusive favoured the growth
of organisms. On the other hand the nutrient limitations on the site
considered to be a reference — Parada, conditioned the growth in the
plant assays. Thus, the ecotoxicological analysis on sites with organic
pollution should always be complemented with a physico-chemical and
ecological analysis of the local communities so that it is possible to
obtain an holistic overview of the water quality status.
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Avaliagéo da qualidade de agua do rio Cértima atraveés de ensaios ecotoxicologicos

Capitulo 1 — Introducao

1.1. Importancia dos recursos hidricos e da sua monitorizagao

Ao longo de séculos a populacdo humana tem vindo a exercer uma pressao cada
vez maior nos recursos aquaticos, ao usa-los para satisfazer as suas necessidades, para
fins industriais, urbanos, agricolas e energéticos. Considerando que o0 nosso planeta esta
coberto por 2/3 de &gua, poderiamos considerar que a 4gua € um recurso abundante,
contudo apenas 0,63% da agua existente no mundo estd disponivel para consumo
humano (Gleick, 1993). Além disso, a qualidade da agua doce tem vindo a sofrer uma
degradacgdo a nivel mundial, essencialmente devido a actividades antropogénicas. Entre
elas, sdo mais evidentes as descargas de efluentes agricolas, industriais e urbanas e
também a poluicdo difusa proveniente de escorréncias de quimicos usados na agricultura
(Sondergaard e Jeppesen, 2007; Kangur e Mols, 2008; Orioli et al., 2008; Withers e
Jarvie 2008). Também o aumento da procura deste bem cria uma necessidade urgente
de assegurar agua potavel suficiente para o bem-estar humano, no entanto é
indispenséavel prevenir efeitos negativos na diversidade biologica, nos ecossistemas
aquaticos e na perda de servicos dos ecossistemas (Allan e Castillo, 2007). Assim,

garantir a qualidade da agua tornou-se uma das maiores preocupacdes da actualidade.

Em Portugal os recursos de agua doce sdo abundantes, com uma precipitacdo
anual de cerca de 78.67 km®/ano (FAO, 2010), sendo 92% aguas superficiais e 8% aguas
subterraneas. No entanto, embora este recurso seja abundante no territério nacional, o
mesmo nédo se encontra distribuido equitativamente. Isto deve-se ao facto de haver maior
precipitacdo no Norte de Portugal dependente da variabilidade sazonal, uma vez que é
mais concentrada no periodo de Inverno. De entre os trés grandes principais sectores
gue utilizam o recurso agua, o sector da agricultura apresenta-se como 0 maior
consumidor com cerca de 87%, enquanto a indlstria e o sector urbano consomem 8% e
5%, respectivamente (PNA, 2001).

A agua doce é um recurso fundamental para a manutencdo e sobrevivéncia dos
ecossistemas (Allan e Castillo, 2007). A diversidade biolégica nos ecossistemas
aquéticos esta a diminuir muito mais do que a diversidade bioldgica terrestre e se as
pressées humanas continuarem a aumentar as previsdes para estes ecossistemas serédo
alarmantes ou mesmo catastréficas. Existem cinco categorias de ameacas que afectam

significativamente a biodiversidade e que necessitam, urgentemente, de ser tratadas: i) a
3
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degradacdo dos habitats como resultado de constru¢do de barragens, dragagens,
actividades nocivas ao longo das margens que destabilizam as mesmas e mudangas no
uso dos solos que afectam a hidrologia com consequéncias nos processos fisicos e na
biota; ii) poluicdo difusa ou pontual muito espalhada tornando a 4gua, em muitas zonas
do mundo, insegura tanto para a populacdo humana como para a vida aquatica; iii) a
introducdo de espécies exoticas que afectam negativamente as espécies locais via
predatério, competicdo, alteracdo do habitat; iv) a sobrexploragdo que leva ao
decaimento do nimero de individuos; v) as alteracfes climaticas tém impactos directos
na alteracdo da temperatura e padrbes de escoamento e impactos indirectos em muitos
aspectos da funcdo IGtica destes ecossistemas. Estas ameacas, individualmente e
através da interaccdo umas com as outras exigem que sejam tomadas medidas urgentes

para inverter o declinio da biodiversidade (Allan e Castillo, 2007).

Nesse seguimento, torna-se claro que € essencial um planeamento e gestédo
sustentavel dos recursos hidricos a longo prazo sendo por isso crucial a monitorizagéo
tanto da quantidade como da qualidade da 4gua de forma a que as necessidades da
populagdo humana e do ambiente sejam asseguradas. A monitorizacdo € uma
ferramenta chave para o bom planeamento pois fornece dados sobre o estado actual do
recurso agua possibilitando assim uma intervencdo eficaz quando se justificar. Na
avaliacdo da qualidade da 4gua a componente quimica foi utilizada quase em exclusivo
até ao surgimento da Directiva - Quadro Agua (Directiva 2000/60/CE) que, para além
dessa analise quimica, veio requerer analises biol6gicas de modo a garantir o bom
estado ecoldgico das aguas. A andlise quimica por si s6 é normalmente um mau
indicador de efeitos negativos em organismos pois ndo considera a interac¢do entre
guimicos, a heterogeneidade do ambiente, a biodisponibilidade quimica e o
comportamento de organismos. Neste sentido, a melhor forma para avaliar os efeitos de
guimicos téxicos no ambiente devera integrar duas principais componentes: i) analise
guimica, que nos da informacfes sobre o tipo de quimicos, a sua quantidade e a sua
distribuicho no ambiente; ii) ensaios de toxicidade, que nos permitem determinarem a
relacdo dose-resposta entre quimicos e organismos; e estudos de ecologia, de modo a
conhecer como as populacbes, comunidades e ecossistemas respondem aos

contaminantes (Connell, Lam et al. 1999).
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1.2. Avaliagcado ecotoxicoldgica da agua
1.2.1. Ensaios de toxicidade

O termo ecotoxicologia foi usado pela primeira vez em 1969 pelo Professor René
Truhaut, pesquisador francés, que o definiu como sendo uma ciéncia que descreve 0s
efeitos toxicos de diversos agentes em organismos vivos, especialmente em populacées
e comunidades em ecossistemas. A ecotoxicologia assenta em 2 areas principais: o
estudo do ambiente com origem na ciéncia da ecologia e o estudo das interac¢des de
gquimicos téxicos com organismos vivos individuais (a ciéncia da toxicologia) (Connell et
al., 1999).

A Toxicologia Aquética tem sido definida como o estudo dos efeitos adversos de
agentes quimicos e de produtos xenobi6ticos sobre as espécies aquaticas. Tais estudos
podem ser conduzidos através de bioensaios (testes experimentais de metodologias
distintas) estabelecidos de acordo com os diversos objectivos que se procuram alcancar

nas avaliagbes (Klaassen, 2003).

A analise quimica de agua, solo e ar permite obter informacao sobre a distribuicéo
dos quimicos no ambiente, no entanto nem todos os poluentes estdo biodisponiveis e
alguns sdo acumulados em maior quantidade pelos organismos do que outros. Por
exemplo, alguns poluentes agregam-se ao solo e sedimentos tornando-se indisponiveis
para os organismos. Por outro lado, os organismos também removem contaminantes do
seu ambiente e podem sequestra-los em si, este fendmeno chama-se bioacumulacao.
Embora possamos determinar a quantidade de quimicos nos organismos isto diz-nos
pouco sobre a maneira como cada um responde a determinado quimico. Essa resposta
tem a ver com a natureza do quimico e com a dose recebida pelo organismo (Connell,
Lam et al. 1999). Assim, 0s ensaios ecotoxicoldgicos sdo usados como instrumentos de
biomonitorizacdo pois fornecem uma visdo integrada da toxicidade em locais
contaminados, com o objectivo de obter uma analise real do comportamento das

substancias no ambiente (Gerhardt, 2000).

Nos E.U.A e na Europa os ensaios de toxicidade para a avaliagdo da qualidade de
dguas e de efluentes séo utilizados desde o inicio da década de 70, tendo sido
regulamentados a partir dos anos 80 (Gomes, 2007). Estes ensaios sdo também usados
para avaliar a toxicidade de compostos quimicos e farmacos devendo estes obedecer a
critérios de ecotoxicidade, entre outros, descritos na legisla¢do nacional: i) Portaria 732-
A/96 que aprova o regulamento para a notificacdo de substancias quimicas e para a
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classificacdo, embalagem e rotulagem de substancias perigosas; ii) Decreto-Lei n° 154-
A/2002 que vem alterar o regulamento para a notificacdo de substancias quimicas e para
a classificacdo, embalagem e rotulagem de substancias perigosas aprovado pela Portaria
732-A/96. Para além destes documentos surgiu, em 2006, o regulamento (CE) n.°
1907/2006 relativo ao Registo, Avaliacdo, Autorizacdo e RestricAo de substancias
quimicas (REACH - Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals),
gue entrou em vigor em 1 de Junho de 2007. Este regulamento surgiu com o objectivo de
melhorar o quadro legislativo comunitario em matéria de substancias quimicas,
substituindo cerca de 40 normativos. O mesmo prevé que sejam feitos ensaios

ecotoxicologicos as substancias quimicas nele previsto na fase de avaliacéo.

O principio fundamental pelo qual os testes de toxicidade se regem é que a
resposta de organismos ecologicamente relevantes a presenca ou exposi¢cao a agentes
toxicos estd dependente da dose de exposicdo a esses mesmos agentes. Assim, 0s
testes de toxicidade aquatica foram desenvolvidos para determinar uma relacdo dose-
resposta, ou seja, a relagdo entre a quantidade de contaminante ao qual o organismo
esta exposto e a natureza e grau de efeitos nocivos (toxicos). Esta relagédo € a base para
determinar o risco efectivo que esses contaminantes representam para o ambiente
(Walker et al., 2001). Estes bioensaios podem ser agudos ou cronicos. Os bioensaios de
toxicidade aguda s@o os mais usados na avaliagdo da toxicidade dos compostos
guimicos e efluentes (Guillermino, 1996). Nestes, 0s organismos-teste sao expostos a
concentracdes elevadas da solugdo teste, por um curto espagco de tempo (2 a 4 dias)
relativamente ao ciclo de vida da espécie, determinando-se de seguida a taxa de
mortalidade. Neste caso, simula-se, por exemplo, uma catastrofe que podera ocorrer num
dado local e que envolve a acumulacdo de grandes quantidades de uma substancia
téxica (Cooney, 1995; Cruz, 2007; Guilhermino, 1996; Hoffman et al., 1995; Walker et al.,
2001).

Por outro lado, nos bioensaios de toxicidade cronica os organismos-testes sao
expostos a concentragdes baixas da substancia-teste durante um periodo de tempo (3 a
5 semanas) considerado longo relativamente ao ciclo de vida da espécie, determinando-
se, posteriormente, o crescimento, a reproducdo, o comportamento ou efeitos
bioquimicos. Estes bioensaios sdo usados para fornecer uma estimativa da concentracéo
gue nao provoca efeitos nefastos nos organismos. Pretendem ainda simular as reaccfes
dos organismos a longo prazo, quando sujeitas a concentracdes pequenas e continuas

de toxico, que podem, por exemplo, resultar do lancamento continuado de pequenas
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porcdes de pesticida para um lago (Cooney, 1995; Cruz, 2007; Guilhermino, 1996;
Hoffman et al., 1995; Walker et al., 2001).

Os ensaios de avaliagdo ecotoxicologica podem ser utilizados quer em rastreios
de toxicidade quimica de efluentes ou de novos compostos, quer na monitorizacdo de
efluentes para determinar 0 seu risco para 0s organismos aquaticos, quer no caso de
efluentes poluidos, para determinar qual o composto que esta a provocar efeitos directos
para que se possam tomar medidas de remediag&o (Cruz, 2007).

1.2.2. Organismos mais utilizados em ensaios de toxicidade de
agua doce

Tém sido feitos inUmeros estudos com o objectivo de encontrar organismos
sensiveis a mudancas ambientais de forma a poderem ser cultivados e testados em
laboratorio. Isto porque estes organismos quando testados em condigbes controladas
permitem avaliar os efeitos observaveis em ecossistemas naturais e prever possiveis
efeitos futuros de pressGes antropogénicas. A ciéncia da ecotoxicologia aquatica
desenvolveu-se a partir destes estudos e tem evoluido para o estudo dos efeitos toxicos
de diversos agentes ambientais (quimicos, temperatura, oxigénio dissolvido, pH, etc.) na

vida aquatica (Hoffman, 1995).

Para seleccionar os organismos-teste a utilizar devem ser tidas em conta uma
série de caracteristicas (Rand et al.,, 1995; Mason, 2002): os organismos devem
apresentar um intervalo de sensibilidade amplo a varios compostos ou factores
ambientais; devem apresentar distribuicdo natural ampla e ser abundantes durante todo o
ano; devem ser representativos do tipo de ecossistema em estudo, e apresentar quer
relevancia ecoldgica, econdémica ou social, tanto a escala local como nacional; devem ser
de facil cultura laboratorial e passiveis de ser facilmente mantidos em boas condicdes,

saudaveis e ndo parasitados.

Em aguas doces, a toxicidade ambiental é frequentemente avaliada através de
ensaios realizados com espécies consideradas representativas de diferentes niveis
troficos do ecossistema em estudo (Walker et al.,, 2001; Newman e Unger, 2002).
Relativamente aos produtores, 0s organismos de utilizagdo mais comum séo algas
verdes unicelulares, por exemplo das espécies Chlorella vulgaris e Pseudokirchneriella

subcapitata. Sdo também utilizadas plantas aquéticas (e.g. Lemna minor). Para
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representar o nivel heterotréfico € utilizada a bactéria luminescente Vibrio fischeri. Como
consumidores primarios utilizam-se invertebrados como, por exemplo, microcrustaceos
das espécies Daphnia magna e Daphnia pulex. Alguns dos consumidores secundarios
mais utilizados séo os peixes das espécies Brachydanio rerio (vulgarmente conhecido por
peixe zebra), Poecilia reticulata (ou guppy) e Cyprinus carpio (carpa) (Cooney, 1995).

A bactéria V. fischeri € uma bactéria gram-
negativa encontrada em ambientes marinhos e tem
propriedades luminescentes. E predominantemente
encontrada em simbiose com outros animais marinhos
mas também pode ser encontrada livre e move-se
através de flagelos (Madigan et al., 2008; Holt, 1994).
Esta bactéria é testada utilizando o microbioteste de
Microtox® que mede a toxicidade de uma determinada

amostra através da reducao da luminosidade emitida

Figura 1 - Vibrio fischeri

pela mesma (figura 1). Este ensaio baseia-se em

variagdes na emissao de luz, por unidade de tempo, deste organismo. Nestas bactérias,
a emissao de luz resulta de uma série de reacc¢des bioquimicas complexas produtoras de
energia. A inibicdo de qualquer uma dessas enzimas ira causar uma diminuicdo na
quantidade de luz emitida. O facto da bactéria utilizada ser descongelada imediatamente
antes do ensaio permite que 0 ensaio seja realizado em qualquer altura e qualquer local,
sem gue haja a necessidade de uma cultura continua de bactérias para o ensaio
(Cerejeira, 2005; Pereira et al. 2005). Outras vantagens deste bioensaios sdo a sua curta

duracéo (alguns minutos) e a sua simplicidade de execug&o.

- As algas séo incluidas em muitas avaliagdes

~ ( . -
: ., de risco como representantes da comunidade de
7o o % plantas aquaticas. As algas sao ubiquas nos

! ecossistemas aquaticos, onde transformam energia

,’a’ W L 4 activa no ciclo de nutrientes e servem de alimento
P '( 4 r( p S

:(‘Q solar em biomassa, produzem oxigénio, tém funcéo

ara animais (Blaise e Férard, 2005). Devido a sua
Figura 2 - Pseudokirchneriella P ( )

subcapitata importancia ecolégica e sensibilidade a muitas
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substancias, especialmente a herbicidas e metais, as algas sédo frequentemente utilizadas

em testes ecotoxicologicos (Blaise e Férard, 2005). Uma espécie de alga muito utilizada é

a espécie P. subcapitata (figura 2), uma microalga unicelular com um anico cloroplasto

longo e de cor verde brilhante. Reproduz-se através

de auto-esporos, produzindo

pequenas réplicas da célula méae, divide-se uniformemente e ndo adere as superficies

(caracteristica vantajosa para os testes) (Cerejeira et al.

, 2005). Outras caracteristicas

gue tornam esta espécie como organismo-teste ideal sdo o seu ciclo de vida curto, altas

taxas de crescimento, facilidade de manutencdo de culturas e a sua capacidade de

crescer em meios sintéticos bem definidos (Vidotti e Rollemberg, 2004).

A macrofita L. minor (figura 3), mais conhecida
como lentlha de &gua, pertence a familia das
Lemnaceae, e é representativa das regibes temperadas.
Tem reprodugéo vegetativa dando uma fronde origem a
duas. Esta espécie é utilizada nos estudos da qualidade
de é&gua para monitorizar metais pesados e outros
poluentes aquaticos pois pode acumular, selectivamente,
certos quimicos. Esta planta tem propriedades
fisiolégicas (tamanho pequeno, estrutura simples,
crescimento rapido com pH compreendido entre 5 e 9 e
propagacao vegetativa) que a torna ideal em termos de
2009).

Sarma e Nandini,

Figura 4 - Daphnia magna

Figura 3 - Lemna minor

organismo teste (Radi¢ et al.,

Os cladoceros, em particular os pertencentes
ao Género Daphnia, sdo historicamente considerados
organismos-modelo em Ecologia, particularmente no
contexto de &guas doces e em ecotoxicologia
(Lampert, 2006; Baudo, 1987; Baird et al., 1989a;

2006). Os dafnideos sé&o

organismos faceis de cultivar em laboratério porque

ndo exigem grande esforco material e/ou humano

para serem mantidos em quantidade e com qualidade

suficientes para serem validamente utilizados em contexto experimental. S&o organismos

pequenos, o que reduz os custos da sua manutencdo em laboratério para serem

“manuseados” individualmente sem grande esfor¢o (Baudo, 1987; Koivisto, 1995; Pereira,
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2008). Por outro lado, Daphnia € um organismo partenogenético ciclico, ou seja, no seu
ciclo de vida a reproducéo assexuada predominante pode alternar com a sexuada (em
condicbes de stress). Assim, sob condicdes controladas, € possivel manter
indefinidamente estes organismos sem que ocorra reprodugcdo sexuada, 0 que permite
excluir a variabilidade genética (Koivisto, 1995; Deng e Lynch, 1996). Daphnia Magna
(figura 4) € uma espécie fundamentalmente eurialina, com distribuicdo geogréfica
holoértica e africana preferindo massas de agua de pequena dimenséo, reduzida turbidez
em zonas temperadas, por vezes eutrdficas e tolera gamas de pH entre 6,5 e 9,9 (Alonso,
1996; Benzie, 2005). Nao ha registo da presenca de populacbes naturais desta espécie
em Portugal no entanto, € talvez a mais utilizada como organismo-modelo e mais
recomendada para procedimentos padronizados no ambito da ecotoxicologia (OECD,
1998; OECD, 2004).

1.3. Legislag&o em vigor

Existem documentos que contribuem para a gestdo e monitorizacdo dos recursos
hidricos de superficie portugueses, entre os quais, o Decreto-Lei 236/98 de 1 de Agosto,
a Directiva - Quadro da Agua (Directiva 2000/60/CE de 23 de Outubro) e o Plano
Nacional da Agua.

A Directiva - Quadro da Agua (Directiva2000/60/CE) foi aprovada em 2000, com o
intuito de garantir a proteccéo e o0 uso sustentavel dos recursos hidricos. Assim sendo, o
seu objectivo é, como consta do artigo 1°, estabelecer um enquadramento para a
proteccdo das aguas de superficie interiores, das aguas de transicdo, das aguas
costeiras e das aguas subterrdneas de modo a evitar a continuacdo da degradacao,
proteger e melhorar o estado dos ecossistemas aquaticos, promover um consumo de
agua sustentavel baseado numa proteccdo a longo prazo dos recursos hidricos
disponiveis, reduzir as descargas, assegurar a reducao gradual da poluicdo e contribuir

para mitigar os efeitos de inundagdes e secas.

Este diploma introduz pela primeira vez conceitos como estado ecoldgico e gestao
da agua ao nivel da bacia fluvial. Isto porque se tornou necessario desenvolver um
guadro de avaliacdo da qualidade da agua mais abrangente de forma a tentar resolver o

problema dos niveis elevados de poluicao verificados nas massas de agua.
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Esta directiva define que para se determinarem as normas de qualidade ambiental
para a proteccdo das comunidades bidticas aquaticas os Estados-Membros deveréo
obter dados agudos e crénicos para 0s grupos taxonémicos que sejam pertinentes para o
tipo de massa de 4gua em causa, bem como para quaisquer outros taxa aquaticos para
os quais haja dados disponiveis. Sendo o “conjunto de base”: i) algas e/ou macrdfitos; ii)

Daphnia ou organismos representativos para as aguas salinas; iii) peixes.

O Decreto-Lei 236/98, de 1 de Agosto, surge duma necessidade de proteger o
meio aquatico e melhorar a qualidade da 4gua em funcdo dos seus principais usos
(objectivo, artigo 1°). Este diploma legal tem reunidos os principais usos da 4gua com as
respectivas normas de qualidade. Para a prossecucdo do seu objectivo, este diploma
define os requisitos a observar na utilizacdo das aguas para consumo humano (aguas
doces superficiais e subterrdneas destinadas a producao de agua para consumo humano
e aguas de abastecimento para consumo humano), aguas para suporte da vida aquicola
(Aguas doces superficiais e aguas do litoral e salobras para fins aquicolas - aguas
piscicolas, dguas do litoral e salobras para fins aquicolas - dguas conquiculas), aguas
balneares e aguas de rega. Nesse sentido sdo definidos, no diploma, os valores limites
de emissao, VLE, os valores maximos admissiveis, VMA, e o0s valores maximos

recomendados, VMR.

O Plano Nacional da Agua (PNA) foi delineado na sequéncia da transposicdo da
Directiva - Quadro da Agua para a legislacdo nacional e evidencia a necessidade de
valorizar, proteger e gerir de forma equilibrada os recursos hidricos. O Decreto-Lei
n°45/94, de 22 de Fevereiro, (que regula o planeamento de recursos hidricos) determinou
a elaboragio de 15 planos de bacia hidrografica (PBH) e do Plano Nacional da Agua
(PNA).

Os PBH e o PNA constituem elementos enquadradores, estratégicos e
programaticos do desenvolvimento do processo de planeamento de recursos hidricos
para o inicio do século XXI. Tém ainda como grandes objectivos contribuir, como factor
potenciador, para a reestruturacdo do sistema normativo e institucional de recursos
hidricos e, como factor instrumental, para a consecucdo de uma politica coerente, eficaz

e consequente de recursos hidricos (Plano Nacional da Agua).
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1.4. Bacia Hidrografica do rio Cértima

Desde 1979 que a bacia hidrografica do rio Cértima tem sido alvo de estudos de
caracterizacdo da qualidade da agua. Em 1979, Serrano (1979) estudou a quantidade de
sedimentos em suspensdao transportada pelo rio até a Pateira de Fermentelos verificando
que a carga em suspensdao transportada pelo rio Cértima (1200 ton/ano) seria demasiado
baixa para justificar a degradacao consideravel da qualidade da agua da Pateira de
Fermentelos na altura do estudo. A interferéncia humana foi considerada como uma

causa provavel dessa degradacéo.

Mais tarde Miranda (1983) localizou e caracterizou os principais efluentes liquidos
descarregados directamente no rio Cértima e seus afluentes, o rio Levira e o rio da Serra,
e também caracterizou o estado de eutrofizacdo do rio Cértima. Foram identificadas as
principais descargas em Ancas, Anadia e Mealhada. Verificou que o rio se encontrava
bastante eutrofizado, principalmente na sua parte final, contudo referiu que o mesmo
apresentava uma elevada capacidade autodepuradora, uma vez que as cargas de

efluentes recebidas por este eram elevadas comparativamente com o seu caudal.

Rino e Gil (1987) incidiram o seu estudo sobre as diatoméceas, fazendo também
andlises fisico-quimicas das aguas do rio Cértima em duas campanhas, Verao e Inverno.
Concluiram que, no Verao, o rio se apresentava de um modo geral poluido, com algumas
estacOes fortemente poluidas. Os baixos caudais em conjunto com as descargas de
efluentes com baixo tratamento, provenientes sobretudo das industrias vinicolas
contribuiam para o elevado grau de poluicdo nessas estacdes. No Inverno, a qualidade
da agua era melhor devido aos caudais elevados que permitiam uma maior diluicdo de
efluentes poluidos, sendo que as aguas residuais das industrias vinicolas eram menos

abundantes nesta época.

Teixeira (1990) fez o seu estudo na qualidade de agua e caracterizou as cargas
poluentes do rio Cértima, analisando trés amostras de efluentes industriais provenientes
de duas industrias vinicolas e uma industria ceramica. Verificou que o efluente da
indastria ceramica apresentava um valor de sélidos suspensos totais bastante elevado e
que o efluente das industrias vinicolas apresentavam valores mais elevados de caréncia
bioquimica de oxigénio. Em relacdo ao rio, a autora concluiu que este estaria

transformado no “esgoto da zona da Bairrada”, dado o seu elevado grau de polui¢&o.
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No estudo de Pereira et al. (1998), foram realcados os aspectos da qualidade das
aguas superficiais da regido de Aveiro. Os autores analisaram trinta e cinco parametros
fisico-quimicos em vinte e cinco amostras colhidas durante dois anos. Nove locais de
amostragem deste estudo pertenciam a bacia do rio Cértima. O estudo revelou situa¢des
de elevada polui¢cdo na bacia, nomeadamente no rio Cértima e no rio Levira, devidas a
elevada actividade agricola e industrial da &rea, juntamente com a poluicdo introduzida

pelas povoacdes existentes nas suas margens.

Reis (2000) estudou as condicionantes hidrogeolégicas e antropicas na
mobilizacio de elementos poluentes nos rios Agueda e Cértima, o que envolveu o estudo
dos sedimentos de corrente. Para isso definiu nove e dez locais de amostragem de
amostragem nas sub-bacias do rio Agueda e do rio Cértima, respectivamente. Mostrou
que a contaminacdo dos sedimentos era fortemente influenciada pela proximidade as
fontes de poluigéo e pela variacdo no tempo do influxo do material. Verificou também que
nos ambientes de baixa energia, propicios a acumulagdo de sedimentos finos e de
matéria orgénica, como acontece em maior grau na sub-bacia do rio Cértima, as
concentragcbes de metais nos sedimentos eram mais elevadas. Os resultados das
analises quimicas aos sedimentos revelaram teores médios em metais poluentes
superiores no rio Cértima, mas com uma menor fraccdo potencialmente disponivel do que
no rio Agueda, levando & conclusdo que o rio Cértima estaria menos poluido. No que diz
respeito as caracteristicas fluviais da sub-bacia, a autora distinguiu a influéncia das
reaccOes de alteracdo quimica de rochas carbonatadas e silicatadas, onde predomina a
facies célcica e a influéncia de contaminantes provenientes da poluicdo domeéstica, agro-
pecudria, sob a forma dos ides cloreto, sulfato e nitrato, cujo efeito era maior nesta sub-

bacia do que na do rio Agueda.

Cerqueira et al. (2005) caracterizaram a qualidade da agua da bacia hidrogréfica
do rio Cértima no Inverno, na Primavera e no Verdo de 2003, através de parametros
fisico-quimicos. Os resultados mostraram que a qualidade da agua na Primavera era
aceitavel, no entanto, os valores mais elevados de fésforo total, azoto de Kjeldahl e CBOs
no Verdao, revelaram uma degradacao significativa da qualidade da agua, principalmente
a jusante da cidade da Mealhada. Os autores apontaram, como principais causas, a
existéncia de descargas de aguas residuais domésticas e de escorréncias de aguas
residuais pecuarias naquela zona. Foi ainda mencionado que estas descargas seriam a

principal causa para a elevada carga de nutrientes das aguas superficiais da bacia do rio
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Cértima a partir do seu trogo médio, tendo um provavel impacto no estado tréfico da
Pateira de Fermentelos, localizada na parte final da bacia.

Manecas (2006) fez a caracterizacdo geoquimica da &rea da bacia hidrogréafica
abrangida pelos municipios de Oliveira do Bairro e Anadia analisando os sedimentos da
linha de 4gua. Com a andlise de mais de 500 amostras recolhidas em dois periodos
distintos, a autora pretendeu relacionar os elementos de impacto ambiental Cu, Pb, Ni,
Co, Cd, Zn, Fe, Mn e Cr com a sua origem. Verificou que o Co, o Ni, o0 Zn e o Cr,
encontrados na zona Oeste da area de estudo e na sua parte mais antiga, a Este,
constituida por xistos, conglomerados e o complexo Xisto-Grauvaquico, se relacionavam
com as zonas urbanas e industriais. Por outro lado, os elementos Cd e Cr, em oposi¢ao
ao Mn, estariam ligados a factores antrdpicos relacionados com a pratica da agricultura.
O Pb, em oposicdo ao Fe, estaria associado ao trafego automavel intenso, registado nas
estradas N1 e N235, enquanto que o Fe estaria associado a litologia.

As interacgbes &gua subterr@dnea — &gua superficial na zona da Pateira de
Fermentelos foram estudadas por Sena (2007) que efectuou andlises quimicas das
aguas, medicbes de niveis das massas de agua superficial e subterranea e medicdes de
caudais. Através do balanco hidrico do sistema lagoa — aquifero freatico, a autora
demonstrou que a contribuicdo do rio Cértima para a 4gua armazenada na Pateira de
Fermentelos representa cerca de 90% das entradas na lagoa e ainda que a transferéncia
de agua do aquifero freatico para a lagoa representa cerca de 90% das saidas deste. A
autora concluiu que a composicdo fisico-quimica da &gua da Pateira reflecte,
principalmente, a composi¢do da agua drenada pela bacia do rio Cértima e, em menor
escala, a contribuicdo dos aquiferos freaticos drenados e da ribeira do Pano. A qualidade
da agua e a eutrofizacdo da lagoa deve-se principalmente as diversas pressoes
antropicas que se desenvolvem sobre os aquiferos freaticos e ao longo da bacia do rio
Cértima. Por outro lado, os processos hidrobiogeoquimicos, como a assimilagcao por parte
da vegetacdo, a adsorgdo as particulas argilosas, a complexacdo com matéria organica,
a co-precipitagdo com carbonatos, sulfatos e oxihidréxidos de ferro, que predominam na
Pateira de Fermentelos e controlam a especiacdo de elementos, influenciam a qualidade

da agua da lagoa parecendo contribuir para a atenuacao de contaminantes na mesma.

Ferreira (2007) fez a caracterizacdo hidroquimica e da qualidade da agua através
de diversos parametros fisico-quimicos e um bioldgico. Seleccionou vinte e nove locais
de amostragem ao longo da bacia identificando trés facies hidroquimicas principais. As

dguas das zonas de relevo mais acentuado e caracterizadas por rochas néo
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carbonatadas, apresentaram facies dominada por cloreto, bicarbonato e sédio e valores
baixos de solidos dissolvidos totais. A restante bacia, caracterizada por facies
bicarbonatada-calcica, revelou valores mais elevados de solidos dissolvidos totais,
resultantes, segundo a autora, da dissolugdo de rochas carbonatadas. As &guas da
ribeira do Pano, apresentaram-se bicarbonatadas-cloretadas, mostrando as distintas
litologias do Cretécio e algumas influéncias de pressdes antropicas. Ainda concluiu que
as baixas concentracoes de alguns parametros na zona Este da bacia reflectiram a baixa
pressdo antrépica e a menor contribuicdo geoldgica nas caracteristicas hidroquimicas
desta zona. Os resultados demonstraram que a bacia do Cértima apresenta problemas
de poluicdo, principalmente no troco a jusante da Mealhada e na Pateira de Fermentelos,
estando a poluicdo relacionada com a diversa actividade industrial e agricola na bacia, e
as descargas de efluentes domésticos. Ferreira (2007) verificou ainda que os resultados

de clorofila a comprovaram o estado eutrofizado da Pateira de Fermentelos.

Em 2008, Silva (2008) avaliou o estado da qualidade da agua da bacia usando
uma abordagem integrada caracterizando paradmetros biol6gicos e fisico-quimicos.
Verificou que a zona Este da bacia (onde se localizam os locais de referéncia)
apresentou os valores mais baixos de pH e uma menor concentragdo de sais em solugéo
e gue as comunidades de macroinvertebrados eram constituidas por uma vasta riqueza
taxondmica de macroinvertebrados, reflectindo a maior diversidade registada nos locais
amostrados. Os resultados mostraram que a zona mais critica de poluicdo organica se
encontrava no trogo do rio Cértima a jusante da Mealhada, destacando-se a Lagoa Seca,
onde diversos parametros quimicos ndo respeitaram 0s objectivos ambientais de
qualidade minima para as aguas superficiais. Relativamente a comunidade de
macroinvertebrados, observaram-se valores de abundancia e riqueza extremamente
baixos na Lagoa Seca. Para além deste local, detectaram-se diferencas entre as
comunidades dos locais de referéncia e dos restantes locais amostrados. A maioria
destas diferencas foi relacionada com a poluicdo organica resultante das descargas
pontuais e difusas na zona da cidade da Mealhada. No entanto, diferengas entre as
caracteristicas hidromorfoldgicas dos varios locais amostrados também pareceram
contribuir significativamente para a distribuicdo e abundancia relativa dos organismos
pelas familias. Silva (2008) ainda caracterizou todos os locais amostrados, com excepcao

dos locais de referéncia, como eutrofizados.

Estes estudos revelam pressfes antropicas na bacia hidrogréafica do rio Cértima

resultantes da elevada densidade populacional, de uma industria dindmica e uma
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actividade agro-pecuéria expressiva, inclusivamente na Pateira de Fermentelos que é
parte integrante daquela bacia e se encontra classificada como uma Zona de Protecgéo
Especial da Ria de Aveiro (Decreto-Lei N.° 384-B/99, de 23 de Setembro).

Torna-se assim essencial complementar estes estudos com uma avaliacdo
ecotoxicologica dos recursos hidricos da bacia hidrografica do rio Cértima para que se
possa concluir sobre o verdadeiro impacto que estas pressdes podem ter no ecossistema

aquético.

1.5. Ambito e objectivos

O objectivo principal desta dissertagdo foi a avaliagdo da qualidade da agua do rio
Cértima através de ensaios fisico-quimicos e ensaios ecotoxicolégicos de forma a dar
resposta a necessidade, estabelecida na Directiva — Quadro da Agua (Directiva
2000/60/CE), de fixar normas de qualidade quimica através de bioensaios de forma a
incluir a informacéo toxicoldgica para varios grupos taxonomicos (e.g. algas, dafnideos).
Foram escolhidos locais com impactos distintos de forma a verificar de que forma os
ensaios ecotoxicolégicos ddo uma resposta adequada e permitem inferir acerca da
gualidade de agua. Tem também o objectivo de comparar os resultados obtidos com os
estipulados pelo Decreto — Lei 236/98 de 1 de Agosto (Decreto-Lei236/98) a fim de ser
possivel verificar o cumprimento do mesmo.

Para atingir estes objectivos foram feitos:

1. Ensaios fisico-quimicos comparando os resultados com o Decreto — Lei
236/98.

2. Uma bateria de ensaios ecotoxicolégicos com espécies pertencentes a
diferentes niveis troficos, nomeadamente com a bactéria Vibrio fischeri,
com a alga verde Pseudokirchneriella subcapitata, com a macréfita Lemna
minor e com o0 crustaceo Daphnia magna. Com estes ensaios obtiveram-

se valores de toxicidade para cada local analisado.
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Avaliagéo da qualidade de agua do rio Cértima atraveés de ensaios ecotoxicologicos

Capitulo 2 — Descricao da bacia hidrogréafica do rio
Cértima

2.1. Enquadramento geografico

A bacia hidrografica do rio Cértima esta localizada na regido Centro /Norte de
Portugal Continental e encontra-se integrada na bacia hidrogréfica do rio Vouga (figura
5), sendo esta a segunda maior bacia dos cursos de agua que correm apenas em
territério nacional. Tem nascente na vertente Oeste da Serra do Bucgaco, a sudeste da
Mealhada, e a uma altitude de 380 m. No seu trajecto de cerca de 43 km atravessa 0s
municipios da Mealhada, Anadia, Oliveira do Bairro e Agueda. No trecho final, o vale do
rio Cértima abre-se numa lagoa natural, conhecida por Pateira de Fermentelos, voltando
a estreitar imediatamente antes de desaguar no rio Agueda. A area ocupada pela sua
bacia é de aproximadamente 540 km?. O rio Cértima pode ser considerado como um rio
de planicie, uma vez que 90% da sua area de drenagem esta situada abaixo dos 100 m
(Ferreira, 2007; Silva, 2008).

S
A 4 S
arica

Legenda

x Toponimia

Linha de agua
[] Superficie de agua

Figura 5 - Localizacdo da sub-bacia do rio Cértima no territério portugués (retirado de Silva,
2008).
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A bacia hidrografica do rio Cértima esta localizada entre os paralelos 4460000 e
4495000 N e os meridianos 560000 E (coordenadas UTM) estando incluida na provincia
da Beira Litoral e nas sub-regides Baixo Vouga e Baixo Mondego.

2.2. Enquadramento fisiogréfico

A zona da bacia hidrografica do Cértima tem caracteristicas topogréaficas,

climaticas, geoldgicas e hidroldgicas bastantes distintas.

7

O clima é mediterraneo altamente influenciado pela proximidade do Oceano
Atlantico. Tem Verdes quentes e secos, com temperaturas maximas a atingir os 39 °C e
com uma precipitacdo média de 40 mm e Invernos moderados e humidos, com
temperaturas que podem chegar a 0,6 °C, e com uma precipitagdo média de 158 mm
(Ferreira, 2007). O rio Cértima apresenta um caudal médio de 27,32 m®/s com uma
mediana de 6,71 m®/s. Os meses com menor caudal sdo os de menor precipitacao,

correspondentes ao Verao: Julho, Agosto e Setembro (Ferreira, 2007).

No que se refere ao relevo, na zona das serras do Caramulo e do Bugaco estdo
concentrados os declives mais acentuados, com valores superiores a 30% para cotas de
terreno superiores a 300m. A restante area, compreendendo o vale do Cértima, tem cotas
sempre inferiores a 70 m com declives que raramente ultrapassam os 5%, podendo as
vezes situar-se entre os 5 e 0s 10%. O declive da linha de agua principal é de 1,24%
(Silva, 2008).

A geologia desta area compreende xistos Ordovicianos na zona superior leste da

bacia e areias e argilas aluviais modernas na zona oeste, central e inferior.

2.3. Vegetacdo, ocupacdo do solo e seus efeitos nos recursos

hidricos

Aproximadamente metade da area da bacia, 48%, é ocupada por florestas
indiferenciadas, onde se incluem as espécies folhosas, resinosas e de mato que do ponto
de vista hidrico apresentam comportamentos semelhantes, destacam-se as espécies
Pinus pinaster e Eucalyptus globulus. As areas ocupadas por este tipo de florestas
normalmente n&o produzem poluicdo quer pontual, quer difusa. Trata-se de uma

ocupacao que exerce grande influéncia na distribuicdo da agua da chuva, retardando a
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sua chegada ao solo através de fendmenos de intercepgdo, escoamento pelos troncos e
retencdo na camada de restos organicos que cobre o solo, e consequentemente atrasa a
velocidade de acumulacdo de agua na superficie que contribui para a escorréncia
superficial (Ferreira, 2007; Consoércio ACADVF 2002)

A ocupacgdo urbana corresponde a 7% deste territério. Esta area é também
ocupada por agricultura (44%, dos quais 27% s&o vinha), com culturas anuais e
indiferenciadas (Cerqueira et al. 2005; Ferreira, 2007). Nesta zona podem ser
encontradas culturas de regadios e de sequeiro e arrozais. As culturas de regadio e
arrozais estdo relacionadas com uma agricultura intensiva e indutora de polui¢éo agricola
do tipo difuso e este tipo de ocupacéo € considerado um dos grandes consumidores de
agua da bacia. As culturas de sequeiro requerem agricultura extensiva e de subsisténcia,
que nao é, geralmente, muito utilizadora de agroquimicos. Verifica-se algum consumo de
agua utilizado em regas de complemento. Os indices de erosao sdo normalmente
elevados devido ao ndo uso dos solos na época das chuvas mais intensas (Consércio
ACADVF 2002).

2.4. Caracterizagcdo socioeconémica

Os grandes centros urbanos (Mealhada, Anadia, Agueda e Oliveira do Bairro),
com as suas respectivas zonas industriais, encontram-se junto do rio Cértima. A
populacdo residente é cerca de 85 000 habitantes, com uma densidade populacional
média de 160 habitantes por km? (Cerqueira et al. 2005).

2.4.1. Actividades econémicas

Estdo incluidos nas actividades econOmicas o0s trés sectores de actividade
economica: o sector primario (agricultura, pecuaria, actividades extractivas e exploracéao
florestal), o sector secundario (producao industrial e agro-industrial, como as industrias de
tranformacao, construcao e equipamentos) e o sector terciario (turismo, lazer e recreio). A
tabela 1 mostra a distribuicdo da populacdo activa nesses trés sectores de actividade

econdémica.
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Tabela 1 - Distribuicdo da populacéo activa, segundo o sector de actividade, nos
concelhos principais da bacia do rio Cértima, 2001. Dados do Instituto Nacional de
Estatistica, 2006 (CCDR -C, 2008).

. ) Oliveira do
Indicador Agueda Anadia  Mealhada .
Bairro
Populacéo empregada, segundo o sector de actividade (%)
Primério 2.1 6.8 4.6 7.9
Secundario 59,9 46.8 38 49.4
Terciario 38 46.5 57.4 42.7

Em Agueda, mais de metade da populacéo activa trabalha no sector secundério, o
que esta relacionado com o grande nimero de pequenas e médias empresas fixadas na
zona. A industria metalo-mecéanica e a producao de mobiliario metalico predominam a

producao industrial. A pratica agricola € muito reduzida (CMA, 2007).

No concelho de Anadia prevalecem os sectores secundario e terciario devido a
instalacdo de diversas industrias bem como de estabelecimentos ligados a actividades
turisticas, dentro e nas imediacdes do seu perimetro. No entanto, o sector primario
também tem algum peso, sendo a viticultura a principal actividade agricola. Estao
presentes na zona duas vertentes industriais: uma ligada ao sector vinicola e outra ligada
a indastria ceramica e de materiais de construcdo. Também se encontram, neste
concelho, actividades relacionadas com as artes graficas, panificacdo e pastelaria,
madeiras, carpintaria e mobiliario. Na &rea dos servicos ha uma resposta eficaz e

adequada as exigéncias do aglomerado (CMA, 1994).

Na Mealhada pouco mais de metade da populagéo trabalha no sector terciario
devido a actividade turistica termal (Luso) e a restauracdo. Os sectores secundario e
priméario (pratica de viticultura) também tém um peso consideravel na populacao activa
(CMM, 2008).

A percentagem de populacdo activa que se dedica ao sector primario € maior no
concelho de Oliveira do Bairro, sendo a producdo de vinhos a actividade agricola mais
significativa. No entanto, é o sector secundario o predominante neste concelho, seguindo-

se 0 sector terciario com diferenca reduzida. Sdo mais de 400 as empresas nesta
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localidade, especialmente vocacionadas para a indlstria ceramica de grande dimenséo e
para a metalo-mecéanica (CMO, 1994; CMO, 2010).

2.4.2. Infra-estruturas de saneamento basico

Os concelhos de Agueda, Anadia, Mealhada e Oliveira do Bairro sdo abastecidos,
respectivamente, pelo sistema regional do Carvoeiro, 0s Servicos Municipalizados de
Agua e Saneamento de Anadia, a empresa Aguas do Mondego, e a barragem de Quinta
das Cainhas. Verifica-se que estes sistemas abrangem quase ou praticamente toda a

populacéo da zona.

O Sistema Municipal da Ria da Aveiro (SIMRIA) constitui uma solugéo integrada
de recolha, tratamento e deposicéo final de efluentes liquidos nos concelhos de Agueda,
Oliveira do Bairro, Albergaria-a-Velha, Aveiro, Estarreja, ilhavo, Mira, Murtosa, Ovar e
Vagos. No entanto, a maioria dos efluentes industriais da area em estudo, devido aos
custos associados, ndo € enviada para este sistema, optando as industrias pelo seu
tratamento em unidades préprias, muitas vezes com baixas eficiéncias de tratamento,
nomeadamente por recorrerem a fossas sépticas. Os efluentes sdo posteriormente
lancados nas linhas de é&gua, ndo havendo uma fiscalizacdo eficaz das solucdes
adoptadas (Sena, 2007).

Na tabela 2 estdo descritas as percentagens de populagdo servida por infra-
estruturas de saneamento basico: sistemas de abastecimento de agua, sistemas de
drenagem de &guas residuais e estagfes de tratamento de aguas residuais. Analisando a
tabela observa-se que praticamente toda a populacdo estd abrangida por sistemas de
abastecimento de aguas. No que diz respeito aos sistemas de drenagem de aguas
residuais, o concelho de Anadia apresenta valores muito baixos, inferiores a 30%, o que
pode representar graves problemas de degradacdo ambiental e de saude publica, com a
descarga de esgotos directamente para as linhas de agua, para valas a céu aberto ou
para fossas sépticas nem sempre em boas condi¢es. Por outro lado, os concelhos da

Mealhada e Oliveira do Bairro ja apresentam valores de 95% e 87%, respectivamente.
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Tabela 2 - Populacao servida por infra-estruturas de saneamento basico referentes ao
ano de 2001 (INE, 2005).

) ) ) Estacdes de
Sistemas de abastecimento  Sistemas de drenagem i
tratamento de aguas

de 4guas de &guas residuais residuais
Municipios (%)
Agueda 93 58 53
Anadia 100 27 21
Mealhada 100 95 95
Oliveira do Bairro 93 87 86
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Avaliacdo da qualidade de agua do rio Cértima através de ensaios ecotoxicolégicos

Capitulo 3 — Material e Métodos

3.1. Locais e datas de amostragem

Foram escolhidos trés locais de amostragem na bacia hidrogréafica do rio Cértima

com caracteristicas distintas no que diz respeito a influéncia das actividades humanas

sobre a qualidade dos recursos hidricos superficiais. Esta escolha baseou-se em estudos

anteriores que mostraram agua de boa qualidade nas areas de montanha situadas na

faixa leste da bacia do Cértima e de baixa qualidade nas proximidades de alguns

aglomerados populacionais (Cerqueira et al.

O local Parada, seleccionado como
referéncia em termos de qualidade da
agua, situa-se na ribeira de Trezdi,
imediatamente antes da sua confluéncia
com o rio da Serra (um dos afluentes do rio
Cértima), junto do lugar de Parada (Vila
Nova de Monsarros, Anadia), onde a

influéncia humana € praticamente nula

(figura 6).

, 2005; Ferreira, 2007; Silva, 2008).

Figura 6 - Parada

O segundo local escolhido situa-se
no curso principal do rio Cértima, no lugar de
Lagoa Seca, imediatamente a jusante da
Mealhada (figura 7), tendo apresentado,
noutros estudos (Cerqueira et al., 2005;
Ferreira, 2007; Silva, 2008),

poluente muito elevada, em consequéncia

uma carga
de descargas de esgotos, parcialmente
tratados, da cidade da Mealhada e das
aguas residuais provenientes de uma quinta
de gado bovino.
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O terceiro local situa-se igualmente no
curso principal do Cértima, no lugar do
Repoldo, a jusante de Oliveira do Bairro e ndo
muito distante da confluéncia com a Pateira de
Fermentelos (figura 8), com descargas de

aguas residuais domésticas e industriais a

montante.

Figura 8 - Ponte do Repolao

A figura 9 mostra o posicionamento dos locais de amostragem na bacia
hidrografica do rio Cértima.
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Figura 9 - Mapa com a identificacao dos locais de amostragem na bacia hidrografica do
rio Cértima (Ref.1 — Parada; 1 — Lagoa Seca; 2 — Ponte do Repolao).
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Com o objectivo de avaliar a variabilidade sazonal foram consideradas duas
campanhas de amostragem em estac¢des distintas: a primeira campanha foi efectuada a 3
de Novembro de 2009 e a 22 campanha a 7 de Abril de 2010.

3.2. Parametros Fisico-quimicos

3.1.1. Amostragem e medi¢cbes no campo

No campo foram medidos os parametros condutividade eléctrica, por meio de um
medidor WTW 330i dotado de uma célula de grafite, oxigénio dissolvido e temperatura,
por intermédio de um medidor WTW 330i equipado com um eléctrodo de membrana.
Para os restantes parametros foram recolhidas em cada local 3 amostras independentes,
através de um processo directo e apeado, usando como equipamento de recolha os
proprios recipientes de armazenamento. Para a andlise de caréncia bioquimica de
oxigénio (CBOs), sdélidos suspensos totais e volateis (SST e SSV) e nitratos foi utilizado
uma garrafa de 2 L de polietileno lavada previamente em HCI. Esta amostra foi
conservada no frio (4 °C). Para a analise do fésforo total a amostra foi recolhida num
frasco de vidro de 250 mL e conservada com a adicdo de HCI no local de colheita. Foi
também utilizado um frasco de vidro de 400 mL para a analise do azoto amoniacal e de

nitratos sendo conservada no frio (4 °C).

3.1.2. Métodos Analiticos

Os parametros que nao foram medidos no local foram determinados no laboratério
do Departamento de Ambiente e Ordenamento da Universidade de Aveiro de acordo com
APHA (1995).

No préprio dia da colheita foi determinado o pH, com o auxilio de um medidor de
pH WTW, modelo 323, e iniciado o teste da CBOs pelo método manométrico. Deu-se
igualmente inicio & determinagéo dos solidos suspensos pelo método gravimétrico apos
filtracdo de um determinado volume de amostra. Depois de filtradas as amostras os filtros
foram colocados na estufa a 105°C durante uma hora, pesados para a quantificacdo dos
sélidos suspensos totais e depois colocados na mufla a 550°C durante 15 minutos para a

guantificacdo dos solidos suspensos volateis. Para a determinacdo do fésforo total foi
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utilizado o método do &cido ascdérbico. Foi utilizado o método do azul de indofenol para a

determinagdo do azoto amoniacal e o método de cromatografia ibnica para os nitratos.

3.3. Ensaios ecotoxicoldgicos

Os ensaios ecotoxicolégicos contemplaram uma bateria de bioensaios com
organismos de diferentes niveis troficos, nomeadamente com a bactéria Vibrio fischeri,
com a macrofita Lemna minor, a alga Pseudokirchneriella subcapitata e o consumidor

cladocero Daphnia magna.

3.3.1. Amostragem

Para a realizacdo dos bioensaios destinados a avaliagdo da ecotoxicidade da
agua foram recolhidos 20 L de amostra em cada local com recipientes de polietileno. As
amostras foram transportadas a temperatura ambiente até ao laboratério, onde foram

conservadas por congelagéo até a data da realizacdo dos ensaios.

3.3.2. Vibrio fischeri

3.3.2.1. Teste Microtox® de toxicidade agudo

Para o teste 81.9% basic test foram efectuadas uma série de diluicbes em
cuvettes seguindo o protocolo AE (1998), usando amostra, diluente Microtox® (solugéo de
NaCl a 2%) e a solucdo Microtox® de ajuste osmético (solucdo de NaCl a 22%) usada
para ajustar a salinidade das amostras para os 2% requeridos pelo bioensaio (Blaise e
Férard, 2005). Como a bactéria é conservada a -20°C foi adicionada a solucdo de
reconstituicdo Microtox® imediatamente antes de cada grupo de ensaios. Depois das
diluicbes e da adicdo da bactéria as cuvettes foi avaliada a toxicidade da amostra de
adgua e calculada a reducao de 50% de luminescéncia aos 5 e 15 minutos, usando o

Microtox OmniTM Software (versdo 4.3.0.1).
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3.3.3.  Pseudokirchneriella subcapitata

3.3.3.1. Cultura e Manutencao de organismos

Preparacdo do meio de cultura

O meio de cultura utilizado foi o0 Woods Hole MBL (MBL), preparado com agua
destilada, nutrientes e vitaminas, de acordo com o0 apresentado na tabela 3. Todos os
compostos foram preparados com antecedéncia e armazenados a 4 °C. As vitaminas
foram adicionadas depois do meio ter sido autoclavado. Depois de preparado o meio foi

armazenado a 4 °C.
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Tabela 3 - Composicao quimica do meio de cultura MBL

CacCl,2H,0 36,760 1
* MgS0O,7H,0 36,970 1
_% NaHCO; 12,600 1
g K,HPO, 8,710 1
é NaNO; 85,010 1
Na,SiO;9H,0 28,420 1
Na,EDTA 4,360 1
FeCl;6H,0 3,150 1
g CuS0,5H,0 0,001 1
'% ZnS0O,47H,0 0,022 1
g CoCl,6H,0 0,010 1
= MnCl,4H,0 0,180 1
Na,Mo0O,42H,0 0,006 1
c Tiamina HCI (B;) 0,1mg/l
é Biotina (H) 0,5 mg/l
,>§ Cianocobalamina (B1,) 0,5 mg/l

TRIS (hidroximetil

aminometano) 50 g/200ml 2

(*) s6 sao adicionadas ao meio apds a autoclavagem e arrefecimento

(**) o pH tem de ser ajustado a 7,2 a 20°C, adicionando HCI

Manutencao da cultura P. subcapitata

As culturas de algas foram feitas em garrafdes de 10 L, contendo um volume de 8
L de MBL. De modo a montar o sistema foram utilizados tubos com 6 e 3 mm de
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didmetro: um tubo ligado a uma pipeta de vidro para arejamento do meio, um outro tubo
com a finalidade de transferéncia de meio; e um outro de tamanho reduzido para a saida

do ar (com um pequeno filtro de gaze a obstruir a abertura), figura 10.

Figura 10 - Esquema representativo do sistema de
cultura da alga P. subcapitata. 1 — Cultura de P.
subcapitata em meio de cultura MBL; 2- Tubo de

arejamento; 3- Tubo de saida de ar protegido com uma
rolha de gaze; 4 — Filtro de 0,2 um; 5 — Tubo de
transferéncia.

As culturas foram mantidas em camaras climaticas (Modelo F10000 EDTU) com
temperatura controlada (20+2°C) e sujeitas a um fotoperiodo de 16-:8°. A cultura de P.
subcapitata foi deixada em crescimento durante 5 dias, ou seja, foram feitos inéculos de 5
em 5 dias de forma a garantir que as culturas se encontravam na fase de crescimento

exponencial.
3.3.3.2. Teste deinibicdo de crescimento

Os ensaios foram baseados nas normas EPA (2002) e OECD (2006). O bioensaio
teve a duracdo de 96h e efectuou-se uma série de diluicdes de cada amostra em meio
MBL como mostra a tabela 4. Na tentativa de eliminar efeitos relacionados com a falta de
nutrientes nas amostras naturais, os ensaios foram realizados com a amostra natural sem
nutrientes (100%) e com adigdo de nutrientes segundo a formulagdo do meio MBL
(100%+N).
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Tabela 4 - Diluices efectuadas para o teste de inibicdo do crescimento de P. subcapitata

Controlo 12,5% 25% 50% 75% 100% 100%+N*

Amostra (mL) 0 5 10 20 30 40 40
Meio MBL (mL) 40 35 30 20 10 0 0

*0s nutrientes utilizados foram uma mistura de micro nutrientes e macro nutrientes, colocando 0,04

mL de micronutrientes e macronutrientes e 0,08 mL de TRIS.

Os ensaios foram feitos em erlenmeyers de 100 mL, tendo sido consideradas 3
réplicas para cada concentragdo. Em cada frasco foi colocado um volume de algas de
modo a que a concentracdo inicial fosse de 10* células/mL. Feitas as diluicdes e
adicionadas as algas os testes foram postos em constante agitagdo (100 r.p.m. num
agitador orbital Edmund Biihler GmbH® KS-15) nas mesmas condicdes das culturas. No
fim do ensaio foi determinada a densidade celular utilizando uma camara de Neubauer.
Para a contagem das células foi usado um microscopio Olympus CKX41l com uma
ampliacédo total de 400x.

Com base no protocolo 201 da OECD (2006) foram determinados a taxa de
crescimento (equacdo 1) e a percentagem de inibicdo da taxa de crescimento (equacao
2).

_In(X;) = In(X;)
Hij = t—t,

Equacéo 1

onde, y;; € a taxa de crescimento especifico, X; e Xj correspondem a biomassa no

tempo i e j, respectivamente, e t é o periodo de tempo desde i até j.

Equacso 2 %I, = Pl B9 100
He

onde, %l, é a percentagem de inibicdo da taxa de crescimento, p. € o valor médio

de p no controlo e pyt € o valor médio de y no tratamento.
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3.3.4. Ensaio com Lemna minor

3.3.4.1. Cultura e manutencéo de organismos
Preparacdo do meio de cultura

Para a manutencdo de culturas preparou-se um meio liquido de crescimento
(meio Steinberg) com agua destilada e nutrientes nas quantidades apresentadas na
tabela 5. As solu¢des de nutrientes foram feitas com antecedéncia e armazenadas a 4
°C. A solucéo foi autoclavada antes de ter sido adicionada a solucdo 8 para evitar a
desnaturagdo da mesma. Depois de ter sido preparado, o0 meio de cultura foi armazenado
a4°C.
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Tabela 5 - Composicdo quimica dos macroelementos e microelementos do meio

de cultura Steinberg

Macroelementos

Solucgéo 1:
KNO;

KH,PO,

K;:HPO,

17,50
20
4,50

0,63

Solucéo 2:

20
5,00

Solucéo 3:
Ca(NO?,)z - 4H,0

20
14,75

Microelementos

Solucéo 4:
HsBO3;

120,0

Solucéo 5:
ZnS0O, - 7TH,O

180,0

Solucéo 6:
Na,MoQO, - 2H,0

44,0

Solucgéo 7:
MnCl, - 4H,0

180,0

Solucéo 8:
FeC|3 . 6H20

EDTA disédio desidratado

760,00 1

1500,00
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Manutenc¢éo da cultura L. minor

Para a manutencdo da cultura de L. minor os individuos foram mantidos em
erlenmeyers de 250 mL devidamente tapados com algodao envolto em gaze (de modo a
evitar contaminacéo). Foi feita uma renovacdo 2 vezes por semana transferindo os
organismos para novos recipientes (autoclavados) contendo meio Steinberg. As culturas
foram mantidas em camaras climaticas (Modelo F10000 EDTU) com temperatura
controlada (20+2°C) e sujeitas a um fotoperiodo de 16“:8°. Os erlenmeyers foram
devidamente etiquetados.

3.3.4.2. Teste de inibicdo do crescimento

Os ensaios basearam-se nas normas EPA (2002) e OECD (2006). O bioensaio
teve a duracgéo de 7 dias e efectuou-se uma série de diluicbes de cada amostra em meio
Steinberg como mostra a tabela 6. Na tentativa de eliminar efeitos relacionados com a
falta de nutrientes nas amostras naturais, os ensaios foram realizados com a amostra
natural sem nutrientes (100%) e cm adicdo de nutrientes segundo a formulacdo do meio
Steinberg (100%+N).

Tabela 6 - Diluigcbes efectuadas para o teste de inibicdo do crescimento de Lemna minor

Controlo 12,5% 25% 50% 75% 100% 100%-+N*

Amostra (mL) 0 12,5 25 50 75 100 100
Meio Steinberg (mL) 100 87,5 75 50 25 0 0

*0s nutrientes utilizados foram uma mistura de micro nutrientes e macro nutrientes, colocando

100uL/100mL de micro nutrientes e 2000uL/100mL de cada um dos 3 macronutrientes

Por cada concentracdo foram consideradas 3 réplicas, colocando 3 individuos de
3 frondes cada por frasco. As condicdes de realizacdo dos testes foram idénticas as das
culturas (20+2 °C; 16":8°). N&o foi feita nenhuma renovacéo de meio durante o periodo

de duracéo do teste.

Foram registados em cada réplica, no inicio e no fim do ensaio, 0 nimero de

frondes e o peso seco (g). Para a determinacéo da taxa de crescimento de L. minor foi
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utilizado o parametro peso seco e ndo o numero de folhas, ja que o peso seco considera

a totalidade da biomassa ao invés da contagem do nimero de folhas.

Com base no protocolo 221 de OECD (2006) foram calculados, para cada um dos
parametros, a taxa de crescimento especifico (equacao 1) e a respectiva percentagem de

inibicdo da taxa de crescimento especifico(equacao 2).

_In(N;)—In(N,)

Equacéo 1 yI
t

onde p;; € a taxa de crescimento especifico, N; e Nj correspondem a variavel

medida na réplica no tempo i € j, respectivamente, e t é o periodo de tempo desde i até .

Equacao 2 %I, _te T 100
He

onde, %I, é a percentagem de inibicdo da taxa de crescimento especifico, Y. € 0

valor médio de p no controlo e Yt € o valor médio de y no tratamento.

3.3.5. Daphnia magna

3.3.5.1. Cultura e manutencédo de organismos
Preparacdo do meio de cultura

Para a manutengdo de culturas preparou-se um meio de cultura sintético
denominado de ASTM hard water (ASTM, 1980), com &gua destilada e com os
compostos quimicos apresentados na tabela 7. Algumas solu¢cdes dos compostos
quimicos foram feitas com antecedéncia, a partir de solucdes stock, e armazenadas a 4
°C. Depois de ter sido preparado, o meio de cultura ASTM foi colocado em biddes de
plastico de 20 L.
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Tabela 7- Composicao quimica do meio de cultura sintético ASTM hard water e suas
caracteristicas fisicas (adaptado de ASTM, 1980)

Quantidade de Quantidade de Volume de solugéo
Fomuaquimca  OTPSOTER ConposormazL  coeniacaras
(g/L) concentrada (g) cultura (mL)
NaHCO, 19,20 38,40 200
MgSO,7H,0 24,57 49,14 200
KCI 0,80 1,60 200
CaS0,42H,0 2,40 Preparar no momento
Tiamina HCI (B,) 0,150/100 mL

Um microtubo com 1 mL de uma mistura

Cianocobalamina (B:2) 0,002/100 mL de vitaminas guardado no congelador

Biotina (H) 0,0015/100 mL

pH=7,80,2

Alimento utilizado e aditivo organico (extracto de algas)

Como alimento foi utilizada a alga P. subcapitata, cultivada em sistema de
crescimento continuo em laboratério (ver seccdo 3.3.3.1). O volume de alimento foi
adicionado ao meio de cultura de modo a obter uma concentracdo de 3x10°
células/ml/dia. De forma a preparar o alimento, as culturas de algas foram centrifugadas a
10 000 rpm durante 5 minutos. ApdOs este tempo o0 sobrenadante (MBL) foi retirado e o
residuo ressuspendido com ASTM. Esta suspensdo, ASTM, foi diluida numa proporgéo
de 1:10 e lida a absorvancia a 440 nm (espectofotometro Spectronic® 20 Genesys™),
usando ASTM com branco. A absorvéancia foi depois acertada para valores entre 0,400 e
0,900, de modo a possibilitar o calculo do volume de alimento a adicionar aos frascos de
cultura de D. magna. Em conjunto com o alimento foi adicionado extracto da alga marinha
Ascophyllum nodosum como aditivo organico (Baird et al., 1989b). O volume de extracto

foi adicionado ao meio de cultura de acordo com a tabela 8.
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Tabela 8 - Volume de extracto adicionado ao meio de cultura consoante o volume de

ASTM
Volume de ASTM (ml) Volume da solucgéo stock de extracto de algas (mL)
25 0,1
800 3,2

Manutencéo da cultura Daphnia magna

Para a manutencdo da cultura de D. magna foram mantidos cerca de 40
individuos em frascos de 800 mL de modo a garantir um nimero suficiente de neonatos
para a realizagdo dos testes. Foi feita uma renovagdo do meio de 2 em 2 dias
transferindo 0s organismos para novos recipientes contendo ASTM, alimento
(Pseudokirchneriella subcapitata) e extracto organico (ASTM 1980). As culturas foram
mantidas em camaras climaticas (Modelo F10000 EDTU) com temperatura controlada
(20£2°C) e sujeitas a um fotoperiodo de 16-:8°. Todos os frascos foram devidamente
etiquetados. ApGs o hascimento da 32 ninhada os juvenis eram transferidos para um novo

recipiente com meio de cultura fresco, permitindo a renovacao da cultura.

3.3.5.2. Teste de reproducao

Foram realizados testes cronicos com base nas normas EPA (2002) e OECD
(1998). Para este bioensaio foi feita uma série de diluicdes da amostra em meio ASTM

como mostra a tabela 9:

Tabela 9 - Diluigbes efectuadas para o teste de reproducdo de D. magna

Controlo 12,5% 25% 50% 75% 100%
Amostra (mL) 0,000 3,125 6,250 12,500 18,750 25,000
Meio ASTM (mL) 25,000 21,875 18,750 12,500 6,250 0,000

Foram utilizados 60 neonatos em cada ensaio (para cada local de amostragem)
retirados das culturas-mées. Os individuos utilizados eram neonatos com menos de 24 h

nascidos entra a terceira e a 52 ninhada. Por cada concentracdo foram consideradas 10
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réplicas, colocando um individuo separado em cada frasco de 50 mL. O meio de cultura e
alimento foram renovados a cada 2 dias. As condi¢cbes de realizacdo dos testes foram
idénticas as das culturas (202 °C; 16":8°). Este teste foi dado por terminado quando pelo
menos 60% dos individuos do controlo libertaram a 32 ninhada.

Os organismos foram observados diariamente com o objectivo de remover os
mortos, efectuar a sua contagem e registar a ocorréncia de ninhadas. Os parametros
registados ao longo do teste foram a mortalidade, crescimento dos organismos de teste
(mé&es), idade a primeira reproducdo e nimero de neonatos por ninhada.

O crescimento das mées foi determinado ao longo do teste através da medicao do
comprimento do 1° exopddito da 22 antena da exuvia, figura 11, com a ajuda de uma
ocular micrométrica calibrada (lupa Olympus SZX9). Esta medicao foi feita no inicio do
teste, aquando o nascimento da primeira ninhada e finalmente aquando o nascimento da
32 ninhada.

2® antena
Olho
comp
12 antena
Boca
1° apéndice - o ~
toraxico ) - Poro excretor
— _
Coragao
Carapaga ' Embrisio

partenogénico

Marstpio
Anus s——

Figura 11 - Esquema da anatomia de D. magna (adaptado de
Cooney, 1995)
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Com base nos parametros medidos foram determinados a taxa de crescimento
diario (dia™) (TCD) (equacéo 1), que analisa o crescimento somatico das mées e a taxa
de crescimento intrinseco (dia®) (r), que integra idade de maturacdo, o nimero de
neonatos e idade em cada ninhada. r foi calculada com base usando a equacéo de Euler-
Lotka (equacéo 2) (Meyer et al., 1986).

(In(N¢)—In(N}))
t

Equacso 1 TCD =

onde, N, € o tamanho final das mées, N; € o tamanho inicial das mées e t o

namero de dias de duracéo do teste.
w
Equago 2 > lLe™m, =1.0
X=a

onde, |, é a probabilidade de sobrevivéncia a idade x, m é a fecundidade

cumulativa a idade x, a é a idade a maturidade e w é a maxima idade em que houve

reproducéo.

3.3.6. Analise Estatistica

Foi feita uma analise de regresséo Probit a fim de estimar a concentracdo que

causaria 50% de reducéo, ECs:

a) no crescimento de L. minor,
b) na reproducédo de D. magna,
c) da luminescéncia de V. fischeri,

d) no crescimento de P. subcapitata.

Para avaliar se existiam ou n&o diferencas significativas (p <0,05) entre as
amostras testadas e o controlo, efectuou-se uma ANOVA unifactorial seguida de um teste
de Dunnet. A partir dos resultados obtidos foram determinados o LOEC (concentracdo
com menor efeito observavel) e o NOEC (concentracdo com nenhum efeito observavel)
(Zar, 1996).
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Para além dessas analises foi também efectuado um teste t de student a fim de
verificar se existiam diferengas significativas entre os resultados obtidos entre a
concentracdo de 100% e a concentracdo de 100% com adicdo de nutrientes nos ensaios
com plantas.
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Capitulo 4 — Resultados e Discusséo

4.1. Qualidade fisico-quimica da agua

4.1.1. Parametros organolépticos

A tabela 10 apresenta a descricdo dos parametros organolépticos verificados em
cada local de amostragem nas duas campanhas de monitorizagdo. Nos locais Parada e
Ponte do Repoldo ndo foi detectado cheiro, cor nem espuma em nenhuma das
campanhas. No entanto, o local Lagoa Seca apresentou problemas de cheiro, cor e
espuma que poderdo ser devidos a descargas de aguas residuais ndo tratadas com
origem doméstica e agro-pecudria. Da andlise da tabela, verifica-se ainda que que nao
ocorreram mudangas temporais significativas em relagdo a estes parametros, com a
excepgdo do local Lagoa Seca, onde se registou uma diminui¢cdo do cheiro e da cor entre
Novembro de 2009 e Abril de 2010.

Tabela 10 - Descricao dos parametros organolépticos verificados nas duas campanhas
de monitorizagéo em cada local de amostragem.

Parametros organolépticos

Cheiro Cor Espuma
L | Novembro Abril Novembro Abril Novembro Abril
oca
2009 2010 2009 2010 2009 2010
Parada Auséncia  Auséncia  Auséncia  Auséncia  Auséncia  Auséncia
Lagoa o o A A
Intensa Ligeira Intensa Ligeira Auséncia  Auséncia
Seca
Ponte do . . . ) _ _
. Auséncia  Auséncia  Auséncia  Auséncia  Auséncia  Auséncia
Repolédo

4.1.2. Parametros fisico-quimicos
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Nas figuras 12, 13, 14 e 15 esta representada a variagdo dos parametros fisico-
quimicos monitorizados neste estudo. Para além dessa variagdo estdo também
representados os objectivos ambientais de qualidade minima para as 4guas superficiais,
conforme constam no anexo XXI do Decreto-Lei 236/98, de 1 de Agosto. Como neste
anexo nao sao definidos os valores maximos admissiveis para o nitrato, a condutividade
e o0s solidos suspensos totais, estes foram comparados com os valores do anexo |, do
mesmo decreto, que estabelece os critérios de qualidade das 4guas doces superficiais
destinadas a producéo de agua para consumo humano. Foi escolhido este anexo uma
vez que é aquele que apresenta 0s critérios mais rigorosos para a qualidade de aguas
superficiais, ou seja, se 0s minimos legais forem respeitados neste anexo serdo também
respeitados em todos os restantes. No anexo A estdo descritos os valores maximos
admissiveis (VMA) e os valores maximos recomendados (VMR) para os parametros em

estudo.

A temperatura da agua (figura 12) variou entre 14,1°C e 18,1°C na campanha de 3
de Novembro de 2009 e entre 12,4°C e 14,3°C na campanha de 7 de Abril de 2010, com
valores minimos nas aguas de maior altitude e sujeitas a maior ensombramento
resultante da presenca de vegetacgéo ripicola (local Parada) e valores maximos no trogo
mais a jusante com menor altitude e auséncia de vegetacao ripicola provocando maior
incidéncia solar (locais Ponte do Repoldo e Lagoa Seca). Quando comparados com a
legislacdo, que prevé um VMA de 30°C, todos os valores obtidos encontram-se em

cumprimento.

A condutividade eléctrica mostrou uma variagdo acentuada entre os locais de
amostragem (figura 12). Os valores mais elevados parecem estar relacionados com a
maior influéncia de efluentes agricolas/pecudrios e/ou domésticos ao longo do rio
Cértima, ocorrendo nas proximidades dos principais agregados populacionais, podendo
estar ainda associados as formacdes rochosas (Ferreira, 2007). Por oposic¢éo, os valores
mais baixos foram registados em areas onde é menor a influéncia antropogénica e onde
sdo menos relevantes as fontes de poluicdo, designadamente na zona mais a Este da
bacia, onde, no passado, ja se tinham encontrado os valores mais baixos de sais em
solucéo (Silva, 2008). O menor valor registado foi de 130,58 pS/cm no local Parada, na
campanha de 7 de Abril de 2010, e o valor maximo foi de 1036,38 uS/cm no local Lagoa
Seca, ha campanha de 3 de Novembro de 2009, o que sugere um impacto significativo
das descargas de aguas residuais nesta zona. Verificou-se, nos trés locais, uma

diminuicdo de condutividade entre Novembro e Abril. Isto podera ser, em parte, explicado
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pelo aumento do caudal e diminuicdo da temperatura. Quando comparados os valores
obtidos com os constantes na legislacdo verifica-se que apenas o local Lagoa Seca, na
campanha de Novembro, apresenta um valor superior aos 1000 pS/cm estipulados na lei.

Os valores de pH (figura 12) ndo mostraram variacdes significativas. Na
campanha de 3 de Novembro de 2009 variaram entre 6,74 (local Parada) e 7,62 (local
Lagoa Seca) e na campanha de 7 de Abril de 2010 variaram entre 6,97 (local Referéncia)
e 7,72 (local Lagoa Seca). Houve um ligeiro aumento do pH, nos trés locais de
amostragem, entre a 12 e a 22 campanha. Todas as amostras em ambas as campanhas

cumprem o estabelecido na legislacéo.
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Figura 12 - Variagcdo da temperatura da agua (°C), condutividade (uS/cm) e pH em
cada local de amostragem nas duas campanhas de amostragem.
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Os valores de oxigénio dissolvido (figura 13) indicaram, na campanha de 3 de
Novembro de 2009 aguas bem oxigenadas para o local Parada (9,87 mg/L), &guas pouco
oxigenadas no local Ponte do Repoldo (4,95 mg/L) e concentragcbes extremamente
baixas no local Lagoa Seca (0,35 mg/L). Observou-se uma subida consideravel das
concentracdes de oxigénio dissolvido na campanha de 7 de Abril de 2010, nos trés locais,
com valores a variarem entre 8,37 mg/L e 10,66 mg/L. A legislacdo considera o valor
limite de 50% para a percentagem de saturagdo em oxigénio dissolvido. Em Novembro
apenas o local Parada cumpriu a legislacdo. No entanto, na campanha de Abril todos os

locais apresentavam valores em conformidade com a legislacao.

Os valores de CBOs em Novembro (figura 13) revelaram uma elevada
contaminacdo de matéria organica no local Lagoa Seca, com valores de 40,0 mgO./L.
Este resultado revela a ocorréncia de um elevado conteldo de matéria organica (a
decomposi¢cdo da matéria organica € feita através de bactérias aerdbias que utilizam o
oxigénio dissolvido para a sintese celular e respiracdo) que podera ser atribuido a
combinacdo do baixo caudal com descargas de &guas residuais ndo tratadas
provenientes da cidade da Mealhada e escorrimentos provenientes de uma exploragéo
pecuaria localizada a sudoeste do local (Cerqueira et al., 2005). Este valor foi mais baixo
na campanha de Abril, 7 mgO./L, podendo dever-se ao aumento de caudal, ou seja, ao
aumento da capacidade de diluicAo da &gua. No local Ponte do Repoldo também se
verificou uma diminuicdo no CBOs entre as duas campanhas. Pelo contrario, no local
Parada verificou-se um aumento, passando de 0 mgO,/L para 4 mgO,/L. No entanto, é
possivel que tenha havido contaminacdo da amostra, na 22 campanha, uma vez que o
oxigénio dissolvido € de 100%. Os valores medidos nas duas campanhas nos locais
Parada e Ponte do Repoldo cumprem o valor limite de 5 mgO,/L estabelecido na

legislacdo. O local Lagoa Seca ndo cumpre o VMA em nenhuma das duas campanhas.
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Figura 13 - Variacdo da concentracdo de oxigénio dissolvido (mg/L), percentagem de
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cada local de amostragem nas duas campanhas de amostragem.
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Analisando os valores de so6lidos suspensos (figura 14), o local que apresenta os
niveis de concentracao maiores é a Lagoa Seca, seguido de Ponte do Repoldo e Parada.
No local Ponte do Repoldo observou-se uma subida tanto dos valores dos sélidos
suspensos totais como dos sélidos suspensos volateis entre a 12 e a 22 campanha. Os
valores medidos no local Lagoa Seca e Ponte Repoldo podem ser explicados pelas
descargas de aguas residuais ndo tratadas com origem doméstica, industrial e agro-
pecuaria. No entanto, todos os locais apresentam valores inferiores ao valor estabelecido,

VMR, na legislacdo, 25 mg/L.
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Figura 14 - Variacdo dos Sélidos Suspensos Totais e Volateis (mg/L) em cada local de
amostragem nas duas campanhas de amostragem.
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Na figura 15 estdo apresentadas as variagbes de fosforo, nitrato e azoto

amoniacal nas duas campanhas de amostragem.

O valor mais elevado de fésforo verificou-se em Novembro de 2009 no local
Lagoa Seca. Este valor deveu-se, possivelmente, as descargas de aguas residuais da
cidade da Mealhada, uma vez que o fésforo é um constituinte dos detergentes
domeésticos e nédo é libertado em quantidades significativas pelos animais (Cerqueira et
al., 2005). No entanto, em Abril de 2010, observou-se uma concentragéo de fosforo neste
local de 30 vezes menor. Por sua vez, no local Ponte do Repolao também se verificou
uma diminuicdo da concentracdo, embora menos acentuada do que no local anterior.
Esta diminuicdo pode ser explicada pelo aumento de caudal nesses locais. Por outro
lado, no local Parada e em ambas as campanhas, a concentracdo de fosforo total esteve
sempre abaixo do limite de deteccao da técnica de andlise. A legislagéo prevé um VMA
de 1mgP/L que foi ultrapassado apenas no local Lagoa Seca na campanha de Novembro.

O azoto amoniacal presente nos cursos de agua reflecte, geralmente, a ocorréncia
de aguas residuais néo tratadas de origem doméstica e agro-pecuaria. O seu valor mais
elevado foi detectado no local Lagoa Seca em Novembro de 2009 que, como ja foi
referido, € um local exposto a importantes descargas de aguas residuais. Verifica-se
também uma diminuicdo significativa entre Novembro e Abril. Os outros dois locais
apresentam valores de azoto amoniacal praticamente nulos. Apenas o local Lagoa Seca,

nas duas campanhas, ndo cumpre o VMA de 1 mg NJ/L.

O nitrato apresentou um acréscimo das concentracdes entre os locais Lagoa Seca
e Ponte do Repoldo, o qual se relaciona com a oxidacao gradual do azoto amoniacal e de
outras formas de azoto na forma reduzida langadas no rio em grandes quantidades na
zona da Mealhada. Também em relacéo a este parametro se observou uma diminui¢éo
das concentracbes da 12 para a 2% campanhas, associada ao maior caudal de agua
drenada pelo rio. No entanto, em nenhuma campanha os valores obtidos sdo superiores
aos valores legislados. Os nitratos sdo fundamentais para o crescimento do plancton
utilizado por muitas espécies de peixe na sua alimentacdo no entanto ndo devem ser
excessivos uma vez que podem contribuir para eutrofizagdo e consequentemente afectar

a preservacao e desenvolvimento da vida aquética (Smith et al., 1999).
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4.1.3. Classificacdo do estado tréfico

Estédo descritas, na tabela 10, as concentragdes dos parametros utilizados para
avaliar o estado tréfico da dgua: fésforo total e azoto total e é apresentada a classificagéo
do estado tréfico de acordo com os critérios de Dodds et al.(1998) (anexo B). E preciso
salientar que a concentragcdo de azoto total ndo foi medida, por isso os valores
apresentados representam o somatorio das concentracdes de azoto amoniacal e de

nitrato, que serd sempre inferior & concentracao total de azoto.

Analisando a tabela 11 podemos concluir que em ambas as campanhas os locais
Lagoa Seca e Ponte do Repolédo séo classificados como eutréficos. Em relagéo ao local
Parada, este é classificado como oligotréfico em todas as campanhas com a excepgao do

parametro azoto na 12 campanha, que classificou o local como eutréfico.

Tabela 11 - Estado trofico a 3 de Novembro de 2009 e a 7 de Abril de 2010.

Estado Troéfico

N- Total P- Total
Local N P
(mg/m%*  (mg/m?®)

Parada 3188,35 24,70 Eutréfico  Oligotroéfico

Lagoa Seca Eutrofico Eutrofico
Novembro 2009 g 29414,08  4067,18

Ponte do . _
18371.74 424.83 Eutréfico Eutréfico
Repolao ’ ’
Parada 579,12 15,81 Oligotrofico  Oligotrofico
Lagoa Seca Eutréfico Eutrdfico
Abril 2010 g 5189,78 136,03
Ponte do _ o
. 4482.06 333,66 Eutrofico Eutrdfico
Repolao ’

*Corresponde apenas a soma das concentragfes de azoto amoniacal e de nitrato.
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4.2. Avaliacdo ecotoxicologica

4.2.1. Ecotoxicidade para Vibrio fischeri

Na figura 16 podemos observar os valores de inibigdo de luminescéncia para a
bactéria V. fischeri nas campanhas de Novembro 2009 e de Abril de 2010. Na 12
campanha, apenas foi observada inibicdo no local Ponte do Repoldo, tendo a mesma
aumentado aos 15 minutos. Assim, foi o Unico local que apresentou toxicidade com ECs
de 44,85% (33,90 — 64,85) aos 5 minutos e aumentou a toxicidade aos 15 minutos com
um ECs, de 6,95% (tabela 12). Como os efeitos toxicos detectados se situam num local a
jusante de descargas de agua residual doméstica e industrial (inclusivamente industria
metallrgica) e existe uma actividade vitivinicola consideravel na bacia sera pertinente
efectuar uma analise quimica para detectar possiveis metais ou pesticidas ao nivel da
coluna de &gua, a fim de correlacionar a sua presenca com os efeitos observados. Nos
outros dois locais para além de nédo ter havido toxicidade foi possivel observar uma

estimulac@o da luminescéncia da bactéria.

Em relagdo a campanha de Abril de 2010, ao contrario da 12 campanha,
praticamente ndo foi verificada inibigdo em nenhum dos locais de amostragem, ndo se
verificando, por isso, toxicidade, EC5,>100% (tabela 12). Nesta campanha, nos trés locais
amostrados, foi possivel observar estimulacdo da luminescéncia da bactéria. A diferenca
na percentagem de inibigcdo, verificada no local Ponte do Repoldo entre as duas
campanhas, pode ser devida ao aumento do caudal e, por conseguinte, a diminuicao da

concentracao dos toxicos.
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Figura 16 - Inibicdo de luminescéncia para V. fischeri em cada local de amostragem

nas duas campanhas.

Tabela 12 - Sintese dos valores de ECs, em percentagem de amostra para 95% de
confianca para a inibicdo de luminescéncia de V. fischeri.

Local de ECso
Parametro Campanha
Amostragem 5 min 15 min
Parada >100 >100
Ponte do
Novembro 2009 44,85 (33,90 — 6.95
Repoldo 64,85) '
Inibicdo de Lagoa Seca >100 >100
luminescéncia Parada >100 >100
) Ponte do
Abril 2010 >100 >100
Repol&o
Lagoa Seca >100 >100
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4.2.2. Ecotoxicidade para Pseudokirchneriella subcapitata

Na figura 17 e na tabela 13 estdo resumidos os efeitos das amostras de agua na
taxa de crescimento (dia™) e os valores de NOEC, LOEC e ECs, determinados para P.
subcapitata nas duas campanhas. Na campanha de Novembro de 2009 foram detectadas
diferencas significativas no local Parada (p<0,05) em todas as concentra¢des tendo o
LOEC correspondido a concentracdo de amostra de 12,5%. No entanto, existiram
diferencas significativas (p<0,001) entre a concentra¢do de 100% e a concentracdo 100%
com adicdo de nutrientes (tabela 14) o que indica que o efeito observado no 100% se
deveu a falta de nutrientes na amostra natural recolhida no local Referéncia. De facto, as
concentracdos de azoto e fosforo observadas no local Parada foram inferiores as
definidas como 6ptimas no protocolo OECD (2006), sendo as mesmas 3,927 mg N/L e
0,285 mg P/L. Ainda na campanha de Novembro, o local Lagoa Seca apresentou um
LOEC correspondente a concentragcdo de amostra de 75%, ndo ocorrendo diferenca
significativa entre 100% e 100% + nutrientes. Este efeito podera estar relacionado com o
alto teor de azoto amoniacal, que na sua forma ndo-ionizada (NHs-N) é capaz de
provocar efeitos adversos em algumas espécies de algas (Kallgvist e Svenson, 2003;
Mucha et al., 2003) e a grande concentracao de sélidos que dificulta a passagem de luz,
essencial para o crescimento da alga. Por outro lado, o local Ponte do Repoldo, na
campanha de Novembro de 2009, ndo apresentou diferencas significativas em nenhuma
concentracdo, possivelmente devido ao alto teor de nutrientes presentes nesse local. Em
relacdo a campanha de Abril, apenas se observaram diferencas significativas no local
Parada, na concentragdo 100% (LOEC), tendo um ECs, de 99,88% (78,66-174,65). Como
referido anteriormente, esta diferenca deveu-se a falta de nutrientes pois, a semelhanga
da 12 campanha existiram diferencas significativas (p=0,006) entre a concentragcdo de
100% e a concentracdo 100% com adicdo de nutrientes (tabela 14), tendo havido
aumento da taxa de crescimento na amostra com adi¢do de nutrientes. Para além dessa
diferenca, na 22 campanha, as concentracdes de azoto e fosforo também estiveram

abaixo das definidas como 6pimas no protocolo OECD (2006)
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Figura 17 - Taxa de crescimento (dia™) determinada para P. subcapitata quando exposta as
diferentes amostras de agua recolhidas em Novembro de 2009 e em Abril de 2010. As
barras de erro indicam o erro padréo, os asteriscos indicam diferencgas significativas entre
concentracoes e o controlo (p<0.05) e as letras indicam diferencas significativas entre a
concentracdo 100% e a concentracdo 100%+N. (100%+N corresponde a concentracao

100% com adic¢ao de nutrientes segundo a formulagédo do meio MBL).

Tabela 13 - Resumo da analise de variancia simples (ANOVA unifactorial) feita as
diferencas na taxa de crescimento (dia™) de P. subcapitata entre diferentes
concentracdes de cada amostra e controlo, dos valores de NOEC e LOEC e sintese dos
valores de ECso em percentagem de amostra para 95% de confianca para a taxa de
crescimento de P. subcapitata na amostra sem adi¢céo de nutrientes (100%) e com adi¢ao
de nutrientes (100%+N)

ECso
Local de )
df MSyes F ratio H p NOEC LOEC
amostragem
100%  100%+N
Parada 6 4,66E-04 211,29 - <0,001 - 12,5%  >100 >100
2
o
N Ponte do
° N 6 1,77E-06 0,436 - 0,843 - - >100 >100
Qo Repoléo
=
2
S LagoaSeca g 261E-04 31,33 - <0,001 50% 75% >100 >100
99,88
Parada 6 - - 15,941 0,014 75% 100%  (78,66- >100
174,65)
o
—
&
- Ponte do
S ~ - - 15,19 0,019 - - >100 >100
< Repoléo
LagoaSeca 6 540E-06 0,838 - 0,561 - - >100 >100
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Tabela 14 — Resumo do teste t de student de comparacao das taxas de crescimento
(dia™) de P. subcapitata entre a concentracdo de 100% e 100% com adic&o de nutrientes.

Local de
df t p
amostragem
Parada 4 -28,008 <0,001
Ponte do
Novembro 2009 . 4 4,587 0,01
Repoléo ’ '
Lagoa Seca 4 -1,241 0,282
Parada 4 -5,215 0,006
) Ponte do
Abril 2010 . 4 0,0165 0,988
Repol&o
Lagoa Seca 4 -1,694 0,166

4.2.3. Ecotoxicidade para Lemna minor

Na figura 18 e na tabela 15 estdo resumidos os efeitos das amostras de agua na
taxa de crescimento (dia™) e os valores de ECs, determinados para L. minor nas duas
campanhas de amostragem. Podemos observar que na campanha de Novembro de 2009
ndo foram detectadas diferencas significativas em nenhum dos locais de amostragem.
Por outro lado, na campanha de Abril de 2010 ja se observaram diferencgas significativas
(p<0,05) nos locais Parada e Repoldo. No local Parada o NOEC correspondeu a
concentracéo de 75% e o LOEC de 100%. O facto da concentragdo 100% com adicdo de
nutrientes ndo ter apresentado diferencas significativas em relagdo ao controlo sugere
gue a diferenca observada no 100% se deveu a falta de nutrientes na amostra natural
recolhida no local Parada. De facto, a concentragdo de azoto neste local esteve em
ambas as campanhas (sendo mais baixa na 22 campanha) abaixo de 4-8 mg N/L
sugerido por Landolt e Kandeler (1987) como condicdo éptima para o crescimento de L.
minor. No local Repoldo, o NOEC correspondeu a concentracdo de amostra de 50% e o
LOEC a concentracdo de amostra de 75%. Considerando que neste local as
concentracdes de nutrientes (em especial NO3” e P), ao contrario do local Parada, ndo

foram um factor limitante ao crescimento desta planta, a inibicdo observada podera ser
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explicada pela presenca de substancias toxicas (e.g. metais, pesticidas). Além disso, as
diferencas significativas (p<0.05) observadas entre a amostra sem adicdo de nutrientes
(100%) e com adicdo de nutrientes (100%+N) (tabela 16), podem indicar que em
elevadas concentracdes os nutrientes podem mascarar possiveis efeitos de substancias
téxicas, como ja reportado em estudos anteriores (Lozano e Pratt, 1994) . No local Lagoa
Seca nado foram detectadas diferencas significativas em nenhuma das campanhas de
amostragem, no entanto, houve uma diminuigdo da taxa de crescimento em Novembro
2009. Neste caso, a diminuicdo néo se deveu a falta de nutrientes uma vez que a taxa de
crescimento na concentracdo de 100% com adi¢cdo de nutrientes se manteve semelhante
a concentracdo de 100% sem adicdo de nutrientes ndo se observando diferencas
significativas entre elas (tabela 16). Pelo contrario, na 2% campanha a taxa de
crescimento manteve-se constante. Esta diferenca poder-se-a dever ao aumento de

caudal e consequente diluicdo de substancias toxicas.
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Figura 18 - Taxa de crescimento (dia™) determinada para L. minor quando exposta as
diferentes amostras de 4gua recolhidas em Novembro de 2009 e em Abril de 2010. As
barras de erro indicam o erro padréo, os asteriscos indicam diferencgas significativas
entre concentragdes e o controlo (p<0.05) e as letras indicam diferencas significativas
entre a concentracdo 100% e a concentracdo 100%+N. (100%+N corresponde a
concentracdo 100% com adi¢cdo de nutrientes segundo a formulagéo do meio
Steinberg)
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Tabela 15 - Resumo da andlise de variancia simples (ANOVA unifactorial) feita as
diferencas na taxa de crescimento (dia™*) de L. minor entre diferentes concentracdes de
cada amostra e controlo, valores de NOEC e LOEC e sintese dos valores de ECs, em
percentagem de amostra para 95% de confianca para a taxa de crescimento de L. minor
na amostra sem adicao de nutrientes (100%) e com adicdo de nutrientes (100%+N)

ECso
Local de )
df MSes F ratio H p NOEC LOEC
amostragem 100%  100%<+N
Parada 6 1,04E-03 3,68 - 0,021 - - >100 >100
3
o
N Ponte do
° . 6,56E-04 4,88 - 0,007 - - >100 >100
Q Repolao
IS
2
g Lagoa Seca 6 - - 14,06 0,029 - - >100 >100
Parada 6 1,88E-03 2,99 - 0,043 75% 100% >100 >100
S Ponte do
N . 1,26E-03 3,54 - 0,024 50% 75% >100 >100
— Repoléo
2
Lagoa Seca 6 4,37E-04 0,85 - 0,555 - - >100 >100

Tabela 16 - Resumo do teste t de student para comparacao das taxas de crescimento
(dia™) de L. minor entre a concentragéo de 100% e 100% com adi¢do de nutrientes.

Local de
df t p
amostragem
Parada 4 -2,836 0,047
Ponte do
Novembro 2009 . 4 -3,388 0,028
Repoléo ’ '
Lagoa Seca 4 -0,184 0,863
Parada 4 -1,569 0,192
. Ponte do
Abril 2010 . 4 -3,917 0,017
Repoldo
Lagoa Seca 4 -1,576 0,190
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4.2.4. Ecotoxicidade para Daphnia magna

Na figura 19 e tabela 17 s&o apresentados os efeitos das amostras de 4gua na
TCD e os valores de ECs, determinados. Apenas foram encontradas diferencas
significativas (p<0,05) no local Lagoa Seca, em Novembro de 2009, com um NOEC
correspondente a concentragdo de amostra de 25% e um LOEC correspondente a
concentragdo de amostra de 50%. No entanto, estas diferengcas sdo devidas a um
aumento na estimulacdo da TCD a medida que aumenta a concentracdo de amostra.
Também se observou um ligeiro aumento da taxa de crescimento diario no local Ponte do
Repoldo, possivelmente devido a presenca de particulas nutritivas dissolvidas e algas
nas amostras de agua recolhidas nesses locais. O local Parada ndo apresentou
diferencas significativas em nenhuma concentracdo nem em nenhuma das campanhas.
Para além de ndo se ter observado toxicidade em nenhum local observou-se inclusivé

estimulac@o nos locais Lagoa Seca e Ponte do Repoléo.
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Figura 19 - Taxa de crescimento diario, TCD, (dia™) determinada para D. magna
guando exposta as diferentes amostras de agua recolhidas em Novembro de 2009 e
em Abril de 2010. As barras de erro indicam o erro padréo e os asteriscos indicam
diferencas significativas entre concentragdes e o controlo (p<0.05).
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Tabela 17 - Resumo da andlise de variancia simples (ANOVA unifactorial) feita as
diferencas na taxa de crescimento diario, TCD, de D. magna entre diferentes
concentracdes de amostra e controlo, valores de NOEC e LOEC e sintese dos valores de
ECso em percentagem de amostra para 95% de confianca.

Local de

amostragem df MS;es F ratio H p NOEC LOEC ECs

o Parada 5 6,44E-05 0,61 - 0,695 - - >100
g % Ponte do Repoléo 5 - - 4,02 0,547 - - >100
é - Lagoa Seca 5 3,47E-04 12,13 - <0,001 25% 50% >100
5 Parada 5 1,19E-05 0,21 - 0,958 - - >100
g’ Ponte do Repoléao 5 1,45E-05 0,24 - 0,943 - - >100
§ Lagoa Seca 5 - - 3,73 0,590 - - >100

Os efeitos na taxa r e os valores de ECs, determinados estdo apresentados na
figura 20 e na tabela 18. Observaram-se diferencas significativas (p<0,05) nos locais
Ponte do Repoldo e Lagoa Seca. O local Ponte do Repolédo, na campanha de Novembro
de 2009, apresentou um LOEC correspondente a concentracdo de amostra de 12,5%,
contudo, na campanha de Abril de 2010 o NOEC ja correspondeu a concentracao de
12,5% e o LOEC a concentracdo de 25%. O local Lagoa Seca apresentou na 12
campanha um NOEC correspondente a concentracdo de amostra de 12,5% e o LOEC a
de 25%, e na 22 campanha um LOEC correspondente a concentracdo de amostra de
12,5%. No entanto, a semelhanca dos efeitos da TCD, estas diferencas foram devidas a
uma estimulacdo na taxa r a medida que aumenta a concentracdo de amostra. Esse
efeito observado pode estar relacionado com a presenca de particulas nutritivas
dissolvidas e algas nas amostras de agua recolhidas. O local Parada ndo apresentou
diferencas significativas em nenhuma concentragdo nem em nenhuma das campanhas.
Em resumo, foi observado um estimulo em todos os locais testados nas duas

campanhas, e por conseguinte, ndo foi observada toxicidade para o cladécero D. magna.
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Figura 20 - Taxa de crescimento intrinseco, r (dia™), determinada para D. magna

guando exposta as diferentes amostras de agua recolhidas em Novembro de 2009 e
em Abril de 2010. As barras de erro indicam o erro padrao e os asteriscos indicam

diferencas significativas entre as concentracdes de cada amostra e o controlo
(p<0.05).

Tabela 18 - Resumo da analise de variancia simples (ANOVA unifactorial) feita as
diferencas na taxa de crescimento intrinseco, r (dia™), de D. magna entre diferentes

concentracdes de amostra e controlo, valores de NOEC e LOEC e sintese dos valores
de ECso em percentagem de amostra para 95% de confianca.

Local .
ocalde 4o s Eratio M p  NOEC LOEC ECs
amOStragem
Parada 5 - - 1,94 0858 - - >100
o
Ponte d
£3 onte do— g - - 41,91 <0,001 -  125% >100
o O Repolao
é N
< Lagoa Seca 5 - - 18,08 0,003 12,5% 25% >100
Parada 5 - - 8,70 0,122 - - >100
S
Ponte d
S omedo 5 117802 2717 - <0001 12,5% 25%  >100
— Repolao
S
< Lagoa Seca 5 - - 27,98 <0,001 - 12,5% >100
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Capitulo 5 — Consideracdes finais

Este trabalho apresentou-se como a primeira avaliagdo ecotoxicoldgica efectuada
na bacia do rio Cértima, sendo um contributo importante para a avaliagdo da qualidade
de 4gua nesta bacia.

Ao analisar amostras de agua naturais temos de ter em consideracdo a grande
complexidade de interac¢des fisico-quimicas e a grande diversidade de organismos que
habitam os ecossistemas de agua doce (Mooney et al., 1996). Essa complexidade torna
complicado definir a causa primordial para os efeitos observados. No entanto, os
resultados obtidos permitiram elaborar uma série de consideracdes sobre a qualidade
fisico-quimica das aguas superficiais da bacia do rio Cértima e sobre a ecotoxicidade da
adgua nos pontos amostrados.

Em relacdo aos valores obtidos para os parametros fisico-quimicos, estes
permitiram concluir que, a semelhanca de estudos anteriores, o local mais impactado
pela poluicdo orgéanica foi a Lagoa Seca, com valores de percentagem de saturacdo de
oxigénio dissolvido, caréncia bioquimica de oxigénio, fésforo total e azoto amoniacal
registados em Novembro de 2009 acima dos valores maximos admissiveis definidos para
a qualidade de aguas superficiais de acordo com a legislacdo portuguesa Decreto-Lei
236/98, de 1 de Agosto. Em Abril de 2010 a qualidade fisico-quimica da dgua nesse local
melhorou sendo que apenas os valores de caréncia bioquimica de oxigénio e azoto
amoniacal ultrapassaram os valores maximos admitidos pela legislagédo. O local Ponte do
Repoldo cumpriu todos os valores legislados, a excepcdo da percentagem de oxigénio
dissolvido, na 12 campanha. No entanto, apresentou um teor elevado em nutrientes,
sendo por isso um local classificado como eutrdfico, tal como o local Lagoa Seca. O local
Parada, seleccionado como local de referéncia, foi o que apresentou melhor qualidade
fisico-quimica, obedecendo a todos os valores legislados e nao revelando sinais de
eutrofizacdo, com excepgdo da 12 campanha onde os valores de azoto foram tipicos de
locais eutrofizados. Em todos os locais amostrados verificou-se uma melhoria na
qualidade de 4gua entre a primeira e a segunda campanha, associada a um aumento dos
caudais de agua drenados pela bacia. Estes resultados permitiram concluir que grande
parte das diferencas espaciais de qualidade de agua sdo explicadas pela poluicao
organica resultante das diversas actividades antropogénicas desenvolvidas na bacia do
rio Cértima, com destaque para a agricultura, a pecuaria, a indlstria e ainda para a

densificacdo dos aglomerados populacionais. Estas actividades tém efeitos nos locais
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Ponte do Repoldo e Lagoa Seca. O local Parada, estando préximo da nascente

apresenta uma presséao antrépica reduzida/nula.

Foi possivel verificar que a sensibilidade relativa dos organismos teste as
amostras de agua foi idéntica em ambas as campanhas: V. fischeri > P. subcapitata > L.
minor > D. magna (da mais sensivel para a menos sensivel). E importante referir que o
facto de, por vezes, ndo ser detectada toxicidade pode n&o significar a inexisténcia de
substancias toxicas na amostra na medida em que os altos teores de nutrientes
detectados nos locais Ponte do Repoléo e Lagoa Seca poderdo mascarar a toxicidade de
substancias téxicas (Lozano e Pratt, 1994). Por outro lado, o facto de ter havido reducéo
da taxa de crescimento em algumas espécies expostas a amostra colhida no local
Parada parece ser devida a caréncia em nutrientes e ndo a toxicidade de contaminantes.
O local Repoléo revelou toxicidade elevada em Novembro de 2009 para a bactéria V.
fischeri. Esta toxicidade podera ser devida a presenca de substancias com origem em
descargas de aguas residuais domésticas e industriais, assim como a polui¢cdo agricola
difusa a montante. No entanto, em Abril de 2010 ja ndo foi detectada toxicidade,
possivelmente devido ao aumento do caudal que tera diluido a presenca de possiveis
substancias toxicas. O mesmo local também revelou um ligeiro decréscimo da taxa de
crescimento de L. minor na campanha de Abril, possivelmente devido a concentracéo de
nutrientes ser mais baixa. O local Lagoa Seca apresentou efeitos negativos na taxa de
crescimento de P. subcapitata a partir da concentracdo 75% (LOEC) na campanha de
Novembro que se podera dever ao alto teor de azoto amoniacal, que na sua forma nao-
ionizada (NHs-N) pode provocar efeitos adversos em algumas espécies de algas
(Kallgvist e Svenson, 2003; Mucha et al., 2003) e a grande concentracédo de sdlidos que
dificulta a passagem de luz, essencial para o crescimento da alga. O organismo D.
magna apresentou estimulos tanto na amostra do local Repoldo como na amostra do
local Lagoa Seca. Isto pode ser devido a presenca de particulas nutritivas dissolvidas e

algas, abundantes em locais eutrofizados.

Os resultados ecotoxicolégicos por si s6 ndo apontam para as mesmas
conclusbes de Silva (2008) que determinou a distribuicdo da comunidade de
macroinvertebrados em varios pontos distribuidos na bacia do Rio Cértima, aplicando
diversos indices biolégicos de qualidade de agua. A autora concluiu que o local Parada
apresentava os melhores valores de indices, sendo classificado como agua de boa
gualidade. O local Ponte do Repolao foi classificado como agua de qualidade fraca e

finalmente o local Lagoa Seca como sendo 0 que apresentava pior qualidade sendo
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classificado como agua de muito fraca qualidade. A andlise ecotoxicologica efectuada no
presente estudo ndo corroborou a avaliacdo efectuada por Silva (2008) em ambos os
locais impactados pela poluicdo organica, Lagoa Seca e Ponte do Repoldo, o alto teor de
nutrientes observado pode ter mascarado a toxicidade de contaminantes e favorecido o
crescimento dos organismos, nomeadamente das plantas. Por oposicéo, os resultados
obtidos por Silva (2008) séo explicados pelos macroinvertebrados serem sensiveis a
poluicdo orgéanica.

Com este trabalho, foi possivel identificar as limitac6es associadas aos dois tipos
de analise efectuadas: fisico-quimica e ecotoxicol6gica. A avaliagdo fisico-quimica nédo
permite determinar realmente qual o efeito que a agua esta a ter no ecossistema
aquatico. J4 a avaliacao ecotoxicoldgica per si ndo permite estabelecer causa-efeito.
Deste modo, os ensaios ecotoxicologicos, em conjunto com a avaliacao fisico-quimica,
proporcionam uma andlise da real ecotoxicidade das substancias presentes em
determinadas espécies-teste. Contudo, dadas as limitagdes dos ensaios ecotoxicologicos
em cenarios de poluigcdo organica, como consequéncia das elevadas concentragfes de
nutrientes, como € o caso da bacia do rio Cértima, a avaliacdo da qualidade da agua
deve envolver também a componente ecoldgica, com estudos ao nivel da comunidade
local (e.g. macroinvertebrados e perifiton). Deste modo, este trabalho permitiu concluir
que é recomendavel que os ecossistemas aquaticos sejam monitorizados através de uma
analise integrada que envolve a componente fisico-quimica, ecotoxicoldgica e ecoldgica,

de forma a ultrapassar as limitagdes intrinsecas a cada tipo de avaliagdo.
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ANEXOS

ANEXO A: Valores maximos admissiveis (VMA) e valores maximos
recomendados (VMR) para os parametros de qualidade da agua constantes
no Decreto-Lei n° 236/98, de 1 de Agosto.

Tabela Al - Valores maximos admissiveis (VMA) e valores maximos recomendados
(VMR) para os parametros de qualidade da agua constantes no Decreto-Lei n° 236/98, de

1 de Agosto.
Al A2 A3
Expressao
Parametro dos VMR VMA VMR VMA VMR VMA
resultados
Sélidos
suspensos mg/L 25 - - - - -
totais
- uS/cm
Condutividade 1000 - 1000 - 1000 -
(2020)
Nitratos mg/L NO3 25 (0) 50 - (0) 50 - (0) 50
Parametro Expressao dos resultados VMA
pH Escala de sorensen 5.0-9.0
Temperatura °C 30
Oxigénio Dissolvido % de saturagao de O, 50
CBOs 0, mg/L 5
Azoto Amoniacal N mg/L 1
Fdsforo total P mg/L 1
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ANEXO B: Critérios para a avaliacao do estado trofico de rios, segundo

Dodds et al. (1998):

Tabela B1 - Critérios para avaliagdo do estado tréfico de rios, segundo Dodds et al.

(1998).
Oligotrofico <700 <25 <10 <20
Mesotrofico 700-1500 25-75 10-30 20-70
Eutrofico >1500 >75 >30 >70
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