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RESUMO
O crescimento da actividade industrial verificada durante o século passado resultou num

rapido aumento da entrada de uma grande variedade de contaminantes organicos
potencialmente toxicos no ambiente estuarino € zonas costeiras, tais como oS
hidrocarbonetos do petroleo. A costa Portuguesa ¢ atravessada por alguns dos principais
e mais movimentados Esquemas de Separacdao de Trafego (ESTs) de navios de/para o
Mediterraneo, Norte da Europa, Africa e América, apresentando um risco consideravel
de poluicdo marinha. Nesta dissertagdo, o impacto de hidrocarbonetos do petréleo
(fraccdo alifatica e aromatica) foi avaliada pelo uso integrado de analises quimicas e de
respostas bioquimicas especificas, como o citocromo P450 (componente principal do
sistema MFO) em mexilhdes Mytilus galloprovincialis recolhidos em 8 locais da costa
Sul de Portugal. A concentragdo dos hidrocarbonetos alifaticos (HAs) e aromaticos
policiclicos (PAHs) avaliada nos mexilhdes permite discriminar entre locais com
contaminagdo ambiental elevada a muito elevada (Vilamoura-VM e Olhdo-OL) e locais
onde a contaminagdo ambiental apresenta valores considerados de base (Faro-FR e
Tavira-TV). A variagdo sazonal revela concentracdoes mais elevadas no Outono e
Inverno, relativamente a Primavera e ao Verdo. Os n-alcanos, isoprenoides e PAHs
individuais indicam contaminagdes petrogénicas e piroliticas, com origem em
petréleo/6leo nao queimado, combustdo incompleta de combustiveis fosseis e
combustdo de biomassa. A acumulacao de hidrocarbonetos nos tecidos dos mexilhdes
decresce ao longo do tempo, indicando uma redu¢do da influéncia antropogénica e uma
melhoria geral das condi¢des ambientais. A variagdo sazonal e espacial da concentragao
de citocromo P450 (CYP450) apresenta o0 mesmo padrdo que o dos hidrocarbonetos,
existindo uma relagao significativa entre si. Os mexilhdes foram transplantados de um

local limpo (TV) para um local contaminado (VM), e vice-versa. Nos ensaios de



transplante os organismos acumulam hidrocarbonetos de modo diferente, adquirindo os
mexilhdes caracteristicas do local para onde foram transplantados. A acumulagdo de
hidrocarbonetos esta directamente relacionada com a concentragdo de CYP450,

enfatizando o metabolismo deste tipo de compostos pelo mexilhdo M. galloprovincialis.
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ABSTRACT
The increasing growth of industrial activity during the last century resulted in a fast

increase of a great variety of potentially toxic organic contaminants in estuarine
environment and coastal zones, such as petroleum hydrocarbons. The Portuguese coast
is crossed by main Traffic Separation Schemes (Esquemas de Separagdo de Trafego -
ESTs) to/from the Mediterranean, North Europe, Africa and America, presenting a
considerable risk of pollution. In this thesis, the impact of petroleum hydrocarbons
(aliphatic (HAs) and aromatic (PAHs)) was assessed by the integrated use of chemical
analyses and specific biomarkers, as cytochrome P450 (main component of mixed
function oxygenase system - MFO) in mussels Mytilus galloprovincialis collected in 8
sites along the South coast of Portugal. The hydrocarbons concentration (HAs and
PAHs) evaluated in mussels discriminate between places with high to very high levels
of contamination (VM and OL) to places considered with baseline levels (FR and TV).
The seasonal variation shows higher concentrations in Autumn and Winter, relatively to
Spring and Summer. Individual concentration of n-alkanes, isoprenoids and PAHs
indicate petrogenic and pirolitic sources of hydrocarbons, from petroleuml/oil,
incomplete fossils fuel combustion, and biomass combustion. Contamination
throughout time decreases, indicating a reduction in anthropogenic inputs and a general
improvement of environmental conditions. Seasonal and spatial variation of CYP450
concentration presents the same pattern of petroleum hydrocarbons, with a significant
relation between them, indicating that CYP450 is active in the biotransformation of
these compounds. Mussels were transplanted from a clean site (TV) to a more
contaminated one (VM) and vice-versa. In the transplant assays, mussels accumulated
hydrocarbons in different ways, taking the characteristics of the place to where they

were transplanted. The hydrocarbons accumulation is directly related to the CYP450
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concentration, emphasizing the metabolism of petroleum compounds by mussels M.

galloprovincialis.

Keywords: petroleum hydrocarbons; MFO system; biomarkers; mussels; South coast of
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1- INTRODUCAO GERAL



1.1 - INTRODUCAO

O crescimento da actividade industrial verificada durante o século passado fez com que
a contaminacdo ambiental fosse inevitavel pois resultou num rdpido aumento de
produtos e das suas quantidades no ambiente. Por seu lado, a contaminacdo surge
como um sério problema ambiental, e consequente ameaga para a saude das pessoas e
dos ecossistemas. Estima-se que mais de 6 milhdes de compostos tenham sido criados
durante toda a historia humana, a grande maioria no século passado. Na actualidade e
segundo a OCDE, cada ano adicionam-se cerca de 1500 novos compostos aos 100.000
em uso (Sheehan, 1994). O destino final destes compostos dependera das suas
caracteristicas fisico-quimicas, como a pressao de vapor, a solubilidade, a lipoficidade,
a resisténcia a degradagdo, etc, e as caracteristicas do meio, como a temperatura, o pH, a
matéria organica dissolvida e particulada, etc. Um grande nimero de contaminantes ou
xenobidticos, sdo hidréfobos e por isso sdo rapidamente associados ao sedimento e
acumulados nos tecidos dos organismos em concentragdes significativamente acima dos
niveis ambientais. Alguns destes contaminantes podem ainda estar presentes no
ambiente em niveis considerados toxicos, podendo induzir efeitos bioldgicos adversos
(Livingstone e Pipe, 1992; Widdows e Dokin, 1992). Por esta razdo a avaliagcdo da
qualidade ambiental é de vital importancia para detectar onde ocorre a contaminagao,
que contaminantes estdo implicados, as suas fontes e avaliar os seus efeitos nos seres
vivos (Cajaraville et al., 2000).

Tais contaminantes incluem hidrocarbonetos do petrdleo, principalmente
hidrocarbonetos alifaticos (HAs) e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs),
metais, compostos bifenil poli-clorados (PCBs), dibenzo-p-dioxinas policloradas e
dibenzofuranos, tributilestanho (TBT), compostos organofosforados e ésteres de ftalato.

A acumulagdo destes compostos nos organismos marinhos pode ocorrer através da



coluna de agua, do sedimento ou da alimentacdo, aumentando com o aumento da
biodisponibilidade, da razao lipoficidade/hidrofobicidade e da concentracdo externa do
composto (Gilewicz, et al., 1984; Widdows e Donkin, 1992; Bouloubassi e Saliot, 1993;

Livingstone, 1993; Livingstone et al., 1994; Guzzella e Paolis, 1994).

Nesta dissertacdo serd estudada a contamina¢do ambiental por hidrocarbonetos de
petroleo (HAs e PAHs) e os seus efeitos no mexilhdo Mytilus galloprovincialis, na costa

Sul de Portugal.

1.2 — Composicao e caracteristicas do petroleo

O petrdleo (também chamado crude ou 6leo), produto da transformagdo de matéria
organica vegetal e animal (frequentemente marinha), ¢ uma mistura de compostos
organicos, sendo considerado uma das substincias que apresenta maior complexidade
na sua composi¢do. Nos produtos do petréleo predominam os hidrocarbonetos (75%),
contendo também asfaltenos, enxofre, oxigénio e azoto, em proporgdes que variam com
a origem do petrdleo. O niquel e o vanadio estdo frequentemente presentes em
concentragdes na ordem das microgramas por grama, utilizando-se a razao entre estes
dois elementos para a caracterizacdo da origem do petroleo (GESAMP, 1993). A Figura
1.1 mostra os principais constituintes do petroleo. Os n-alcanos sdo hidrocarbonetos
estaveis e saturados que apresentam ligagdes C-C simples, com a estrutura tipo C,Hap .
Sao também conhecidos por parafinas, sendo o principal constituinte do petréleo. Nos
produtos refinados ocorrem também alcenos que sdo derivados dos alcanos (nos

processos de craque), onde ha perdas de atomos de hidrogénio para dar lugar a pelo



menos uma ligacdo dupla entre atomos de carbono, com

a seguinte formula geral:
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Os naftenos sao também compostos organicos saturados, contudo apresentam terminais
ligados numa estrutura anelar, sendo a sua férmula geral: C,H,,. S@o insoluveis na agua.
Os hidrocarbonetos saturados (tanto os alcanos como os naftenos) de menor peso
molecular (<C18 ) s3o os componentes mais passiveis de dispersdao dos 6leos, enquanto
que as moléculas saturadas maiores (ceras) podem provocar anomalias nos processos de
evaporagdo, dispersdao e emulsificagdo. Os asfaltenos sdo compostos com elevado peso
molecular e definicdo imprecisa. Contém S, N ¢ O, podendo também estar associados a
metais como o Ni, Cd e V. Nao sofrem evaporacdo, degradagdo ou dispersdao
significativa, contribuindo para a formagao de emulsdes agua-6leo estaveis quando em

percentagens superiores a 3%. Formam as chamadas bolas de alcatrdo (tar balls).

Os compostos organicos aromaticos sdo caracterizados por possuirem pelo menos um
anel benzénico na sua estrutura. Os aromaticos de baixo peso molecular (um ou dois
anéis) sdo soluveis na dgua, sendo também rapidamente evaporaveis, ao contrario dos
PAHs de maior peso molecular. Os aromaticos de baixo ponto de ebulicdo sdo
responsaveis pela toxicidade da maior parte dos 6leos, sendo os aromaticos de elevado
ponto de ebulicdo suspeitos de provocarem cancro e de serem venenos persistentes. O
benzeno, tolueno (ou metilbenzeno), etilbenzeno, xilenos (dimetilbenzeno) (BTEX) e
benzenos substituidos sdo os compostos aromaticos volateis mais comuns no petroleo.
O petrdleo tem ainda maior propor¢do de PAHs alquilados relativamente aos PAHs
parentais, sendo predominantes os de baixo peso molecular (2 e 3 anéis) do que os de
elevado peso molecular (5 e 6 anéis). Assume-se ainda que a concentracdo de PAHs
petrogénicos de 2-4 anéis no crude ¢ de 1.3 pg/g em Odleos leves e até 20% nos 6leos
pesados. Os PAHs sdo a fraccdo mais mével e soluvel dos produtos petroliferos, € como
tal, frequentemente penetram no solo, sedimentos e aguas superficiais devido a

acidentes. Estes compostos sdo pro-carcinogénicos e neurotoxicos, sendo os principais



poluentes resultantes de derrames de produtos petroliferos. Os PAHs com 4 ou mais
anéis de benzeno tém propriedades mutagénicas e/ou cancerigenas (Di Giulio et al.,
2005).

Os diferentes hidrocarbonetos apresentam diferentes caracteristicas, sendo os de baixo
peso molecular (até 10 4&tomos de carbono) altamente volateis, de elevada solubilidade
na agua do mar (>95%), toxicidade aguda muito elevada e bioacumulagao reduzida (por
serem muito volateis ndo se encontram biodisponiveis); podem apresentar propriedades
anestésicas. Por outro lado, os hidrocarbonetos de peso molecular intermédio (entre 10 e
20 atomos de carbono) tém taxas de evaporacdo menores, baixa solubilidade na agua,
toxicidade crénica associada a compostos diaromaticos e potencial de bioacumulagao
moderado. Os hidrocarbonetos de elevado peso molecular (mais de 20 atomos de
carbono) tém taxas de evaporagdo muito reduzidas, solubilidade na 4gua praticamente
inexistente, elevado potencial de bioacumulagdao (por elevada lipoficidade e por
associacao a particulas de matéria organica e deposicao nos sedimentos) e toxicidade
cronica eclevada, apresentando caracteristicas cancerigenas (Coimbra et al., 2004,
Wetzel e van Vleet, 2004). De um modo geral, os produtos refinados tendem a ser mais
toxicos para o organismo, mas menos persistentes no meio ambiente, enquanto que o
petroleo bruto e fueldleos pesados tendem a ser menos toxicos, mas mais dificeis de

eliminar, provocando mais danos fisicos directos nos organismos.

1.2.1 - Fontes e origem dos hidrocarbonetos

Sdo varias as origens naturais dos hidrocarbonetos incluindo a biosintese por bactérias,

fungos e plantas (C17, C29), a decomposi¢do térmica de moléculas organicas e



subsequente recombinagdo das particulas organicas formadas (pirdlise) e ainda
processos naturais como as infiltragdes provenientes de depositos marinhos, actividades
vulcanicas e incéndios florestais (McElroy et al., 1989; Witt, 1995; Oros ¢ Ross, 2005,
Yunker et al., 2002a).

As fontes antropogénicas de hidrocarbonetos para o ambiente sdo muito variadas e
incluem: efluentes urbanos e industriais, escorréncia urbana e descargas ribeirinhas,
efluentes das refinarias; derrames de petroleo (transporte, incluindo operagdes normais
dos petroleiros; operagcdes em doca-seca, descarga de balastro e combustivel, perdas em
acidentes, trafego maritimo costeiro); plataformas petroliferas em mar aberto; produgao
de energia nas centrais eléctricas; incineragdo de residuos; aquecimento de habitacdes;
producdo de asfalto e gases libertados por motores de combustdo interna (Fig. 1.2)
(Nitta, 1972; Pérés e Bellau, 1972; Goldberg, 1975; Malins, et al., 1980; Moran et al.,
1980; Libes, 1991; GESAMP, 1993; Law e Biscaya, 1994; OSPAR 2000, 2001; UNEP,
2002).

Uma das principais vias de entrada de hidrocarbonetos no meio marinho ¢ a deposicao
atmosférica. Na atmosfera as principais fontes de hidrocarbonetos sdo de origem
natural, tais como os compostos derivados da pirélise de matéria organica (incéndios,
por exemplo) e compostos resultantes da actividade vulcanica, seguida de fontes
domesticas (aquecimento das habitagdes e escape dos automoveis). Estes compostos
encontram-se na atmosfera tanto no estado gasoso como associados a particulas
organicas, percorrendo grandes distancias (por vezes bastante longe dos locais de
origem) devido as deslocagdes das massas de ar, ou sofrem deposi¢do relativamente

perto dos locais de origem, no caso dos compostos associados a particulas.
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Figura 1.2 - Fontes de hidrocarbonetos no ambiente. (1 - combustio incompleta de
combustiveis fosseis; 2 - incéndios florestais; 3 - efluentes industriais; 4 - efluentes urbanos; 5 -
transporte fluvial proveniente de areas interiores; 6 - transporte petrolifero (acidentes e rotinas);
7 - deposi¢ao de residuos no mar; 8 - plataformas petroliferas (acidentes e rotinas); 9 -
infiltragdes de depodsitos marinhos naturais; 10 - diagénese de compostos organicos nos
sedimentos) (Adaptado de McElroy et al., 1989)

Outras fontes antropogénicas de hidrocarbonetos incluem as estagdes eléctricas,
processos térmicos industriais, fabricas de combustao, incineradoras, fornos de carvao,
industria do aluminio, ferro e ligas, coquerias, veiculos motorizados, asfalto, tratamento
e preservagdo de madeiras, etc.. Lipiatou et al., (1997) refere valores de concentragdes
de PAHs totais emitidos para a atmosfera que oscilam entre 35 a 70 toneladas.

Os valores relativos a hidrocarbonetos do petrdleo libertados por escorréncia de rios e
de terra para o meio aquatico ¢ escassa, embora Lipiatou et al. (1997) estime que os
inputs de PAHs para os rios Rodano e Ebro no Mediterraneo seja cerca de 5,3 a 33
toneladas/ano e 1,3 toneladas, respectivamente. A diferenga das cargas deve-se as

diferencgas anuais de caudal e ao uso em terra (UNEP, 2002).



Outra fonte adicional de hidrocarbonetos ¢ PAHs para o meio marinho sao as lamas das
ETARs e material dragado. Os trés maiores produtores de lamas sdao a Franca, Espanha
e Italia que geram uma carga anual de 2,9 toneladas de PAHs (UNEP, 2002). Estima-se
que a quantidade de PAHs provenientes de dragados langados no mar tenha sido cerca
de 22,3 ton em 1995 e 48, 7 ton em 1996 (Alemanha, Dinamarca, Noruega, ¢ Espanha)
(UNEP, 2002; OSPAR 2001). Esta pratica foi no entanto proibida nos anos mais
recentes. Por outro lado, muitas destas lamas sao utilizadas como fertilizantes (1,2 ton)
ou nas terraplanagens das estradas (1,2 ton), contribuindo para a contaminacdo dos

solos, enquanto que 180 kg/ano regressam a atmosfera por incineragao.

Nos solos, a principal fonte de contaminacdo provém da deposicdo de residuos
industriais e domésticos, incorporacao dos residuos das plantas e deposicdo de
particulas proveniente da atmosfera. Os hidrocarbonetos nos solos estdo
preferencialmente adsorvidos as particulas, principalmente se estas apresentarem uma

razdo superficie/volume elevada (Bouloubassi ¢ Saliot, 1993, Law et al., 1997).

Tanto os hidrocarbonetos de origem atmosférica como os de origem terrestre chegam ao
ambiente aquatico, quer através da deposicao directa (para o primeiro caso) quer como
resultado das escorréncias de aguas pluviais urbanas e de agricultura, transporte fluvial,
descargas directas junto dos focos populacionais (para o segundo caso) (Kennish, 1992;

GESAMP, 1993).

As fontes de hidrocarbonetos derivadas directamente do petroleo e/ou dos processos
associados sdo muito significativas, ndo sendo no entanto os acidentes com petroleiros a
principal. O efeito de uma maré negra ¢ desastroso e tem consequéncias graves para o
meio ambiente ¢ vida marinha, afectando também muitas actividades econdémicas

(pesca, moluscicultura, navegagdo, turismo) mas ¢ considerada local e pontual,



tornando-se mais importantes as fontes cronicas ligadas a exploracao e instalagdes fixas

em terra (oleodutos, refinarias) e transporte.

Os acidentes nos oleodutos, juntamente com descargas de rotina das instalagdes em
terra, contribuem para as concentragdes elevadas de hidrocarbonetos do petroleo na sua
proximidade. Estima-se que cerca de 110.000 toneladas de dleo provém de fontes
industriais diferentes. No Mediterrdneo existem cerca de 40 refinarias de dimensdo
consideravel, com uma capacidade combinada, em 2000, de 438 milhdes de toneladas.
Por outro lado, os efluentes combinados destas refinarias contém cerca de 1,9 g 6leo por
cada tonelada processada. Assim, considerando o volume total de petrdleo processado
pelos paises Mediterranicos, estima-se que um input total de 900 toneladas de dleo e 1,9
kg até 180 kg de PAHs entram no meio marinho por esta via. Estas descargas parecem
ser constantes desde os ultimos 10 anos (UNEP, 2002). No Atlantico Norte as
actividades portuarias sdo centradas em 20 portos, sendo os 3 mais importantes Nantes,
Bilbao e Sines. O transporte de hidrocarbonetos ¢ centrado nestes portos (15; 11,39 e
13,75 milhdes de toneladas, respectivamente), enquanto que o trafego de contentores ¢
principalmente controlado pelos portos de Bilbao, Leixdes e Lisboa (2428, 1522 e 2495

mil toneladas, respectivamente) (UNEP, 2002).

Uma das principais fontes difusas (mas frequentes) ligadas ao transporte maritimo do
petréleo devem-se as operacdes de lavagem de pordes dos navios no alto mar, e outros
pequenos derrames ilegais ou acidentais, que sdo responsaveis por cerca de oitenta por
cento da poluicdo por hidrocarbonetos de petrdleo. O resultado destas operacdes ao
largo ¢ frequentemente visivel nas zonas costeiras quando ¢ atingida pela nafta e
alcatrdo. Estima-se que cerca de 220.000 navios com mais de 100 toneladas, atravessam
Mediterraneo por ano, e que cerca de 250.000 ton de hidrocarbonetos do petréleo sdo

derramados devido a acidentes e a operagdes como carga/descarga, lastro/de-lastro,
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lavagem dos tanques, doca-seca, etc. (Kennish, 1992; UNEP, 2002). De acordo com
estes dados, estima-se que a frac¢do dos hidrocarbonetos aromaticos (PAHs) seja na
ordem das 0,3 a 1000 ton, dependendo do volume derramado e do tipo de 6leo.

Outras fontes difusas responsdveis por contaminacdo cronica e persistente sao
associadas as actividades humanas. Os hidrocarbonetos alifaticos estdo frequentemente
presentes como resultado do trafego maritimo, manutencdo das embarcagdes e
actividades industriais, enquanto que os PAHs sdo principalmente resultado da
incineracdo de residuos orginicos € da combustdo incompleta de combustiveis fosseis
(pirdlise) (gasodleo, gasolina, fueldleo). Estdo geralmente presentes na relagdo directa
com o grau das actividades industriais, em portos, marinas, refinarias, industria e
esgotos urbanos, estando também presentes na atmosfera. Ambos estdo presentes nos
petrdleos (Neff, 2002).

Em resumo, na Tabela 1.1 apresenta-se a quantidade estimada de hidrocarbonetos do

petrdleo que entra no meio marinho, pelas diferentes fontes.

1.2.2 — Destino do 6leo derramado

Como referido anteriormente, as fontes de hidrocarbonetos para o meio marinho sdo
variadas, incluindo-se os acidentes com petroleiros, operacdes de limpeza e descarga de
residuos. Cada um destes produtos apresenta uma composicdo diferente e por
conseguinte terdo comportamentos especificos na coluna de 4gua. Estes dependem
também das propriedades fisico-quimicas do préprio meio (temperatura, salinidade,
nutrientes), velocidade do vento e ondulagdo (Fig. 1.3), tornando-se dificil fazer uma

previsdo correcta do impacto que pode ocorrer em determinado ecossistema. Deste

11



modo, ¢ fundamental conhecer a composi¢cdo do produto derramado e compreender o
comportamento deste no meio marinho (Henry, 1998; Kingston, 2002; Coimbra et al.,
2004).

Tabela 1.1 — Quantidade anual de hidrocarbonetos de petréleo
que se estima entrar no meio marinho (Adaptado de Clark, 2001).

Fonte Quantidade (toneladas)
Transportes

Operagdes com petroleiros 163.000
Acidentes com petroleiros 162.000
Residuos (bilge) e combustivel 524.000
Doca seca 9.000
Acidentes com nao-petroleiros 20.000
Emissoes atmosféricas 3.750 x10°

Instalacdes fixas

Refinarias 100.000
Producdo off-shore 50.000
Oleodutos 30.000

Outras fontes

Residuos municipais 700.000
Residuos industriais 200.000
Escorréncias urbana e ribeirinha 160.000
Deposi¢ao atmosférica 300.000
Deposi¢ao de residuos no mar 20.000

Inputs naturais

Libertacao das jazidas 250.000
Biosintese 26.000
Deposi¢do atmosférica 100-4000 x10°

R
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Figura 1.3 - Comportamento do petroleo apds derrame no mar e principais processos
envolvidos (Adaptado de Fernandes, 2001).
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Durante um derrame, forma-se inicialmente um filme superficial com alguns milimetros
de espessura que alastra rapidamente aumentando a 4rea de impacto (espalhamento), ao
mesmo tempo que os compostos volateis (de menor peso molecular) se evaporam, e se
regista um aumento da propor¢cdo de PAHs de elevado peso molecular, mais toxicos
(McElroy et al., 1989; Kennish, 1992; Witt, 1995). Estes hidrocarbonetos permanecem
no meio durante muito tempo, podendo por conseguinte vir a ser incorporados nos
tecidos dos organismos. A taxa de espalhamento e espessura do filme depende do tipo
de 6leo derramado: os Oleos leves espalham-se mais rapidamente e formam um filme
mais fino que os dleos pesados. Consoante a velocidade do vento, esta mancha pode
sofrer deriva, podendo atingir velocidades de 3 a 4% da velocidade do vento (Clark,
2001). Nas zonas costeiras e estuarios, as marés e as correntes t€ém uma grande
influéncia no movimento da mancha. Se o 6leo ¢ incorporado na massa de 4dgua, o seu

movimento ¢ condicionado principalmente pelas correntes.

A evaporacdo ¢ um processo muito importante nos primeiros dias ap6és um derrame,
principalmente se for relativo a produtos refinados, como a gasolina, que se evapora
quase 100% numa questdo de dias. Outros produtos sofrem evaporagdo de 5 a 60%,
consoante se trate de um petréleo leve ou pesado. Os n-alcanos (C11, C12 e C13) e os
aromaticos (<9 atomos de carbono) mais leves sdo evaporados durante as primeiras
horas e/ou dias apds o derrame (Fig. 1.4). Por outro lado, a evaporagdo dos
componentes mais volateis aumenta a densidade e viscosidade da mancha de o6leo,
podendo os compostos mais pesados continuar a sofrer outros processos de
envelhecimento. A evaporagdo ¢é, portanto, o primeiro processo envolvido na remog¢ao
de 6leo da superficie da 4gua. A taxa e extensdo da evaporagdo dependem de diversos

factores, tais como as fracgdes com baixo peso molecular e ponto de ebulicdo, area
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superficial e espessura da mancha, velocidade do vento, estado do mar e temperatura do

ar e da dgua e radiacao solar (foto-oxidacao) (Clark, 2001).

Tempo (horas)
Q 1 10  dia 100 semana més 10°3 ano 10%4

Deriva C& C? CB C_ (aromaticos)

Evaporacdo *

Dissolugao reim
Disperséo

(':lsin-alcanos)

Honzontal

Emulsificacao

Sedimentacao

Biodegradacéo i ———

Fotoxidacao

Figura 1.4 - Periodos de tempo envolvidos nos processos de degradagcdo dos oOleos
(Adaptado de Clark, 2001).

A dispersdo e dissolugdo vertical sdo processos fisicos em que as goticulas de 6leo sao

transportadas a partir da superficie do mar para a coluna de dgua, sobretudo devido a
agitacdo maritima. Essas goticulas podem ter dimensdes variaveis, € as mais pequenas
ndo voltam a superficie devido a turbuléncia natural da dgua, difundindo-se na coluna
de 4gua. Este processo ¢ influenciado pela viscosidade do 6leo, temperatura da dgua e
do ar e estado do mar. Quanto maior for a viscosidade do produto, maior ¢ a
possibilidade de se formarem espessas camadas de 6leo na superficie da agua, e assim
diminuir a dispersdo na agua, ao contrario dos hidrocarbonetos menos viscosos que

facilmente se podem dispersar ao fim de alguns dias.
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Outro fendmeno que pode ocorrer ¢ a emulsificacdo. A formag¢ao de emulsdes ndo ¢
mais do que a dispersdo de pequenas goticulas de um liquido dentro de outro. Pode-se,
assim, estar na presenca de dois tipos de emulsdes: 6leo-na-dgua — que acaba por ser o
processo de dispersao ja referido — e agua-no-oleo, também designada por formacao de
mousse, formando uma emulsao estavel e persistente. Uma emulsao estavel pode conter
80 a 90% de agua e a sua estabilidade depende do contetido em asfaltenos e parafinas do
petréleo. Dai que a maior parte dos produtos refinados ndo formem emulsdes agua-no-
oleo estaveis devido a auséncia de parafinas e asfaltenos. A minima percentagem de
massa, de asfaltenos e de parafinas, para estabilizar uma emulsao ¢ de cerca de 3%
(Fingas et al. 1996). Estes compostos sdo estabilizados em muitos 6leos/crude pelos
solventes aromaticos. Assim, a medida que processos como a evaporacdo e foto-
oxidacdo eliminam os solventes aromaticos, o conteudo de asfaltenos e parafinas no
petréleo altera-se e estes compostos comegam a precipitar, reduzindo a tensdo
superficial da interface 6leo-agua e originando o processo de emulsificagdo, sendo que
as goticulas de agua, apds se dispersarem na fase do 6leo, ficam estabilizadas pelos
asfaltenos e parafinas precipitados. E, pois, comum que a maioria do 6leo/crude so
inicie a emulsificagdo ap6s uma certa fase de envelhecimento. A ocorréncia deste
processo, para além de depender da composi¢do do petréleo, depende também do estado
do mar, sendo que a formagdo de emulsdes ¢ favorecida na presenga de mar agitado. A
emulsificagdo é considerada muitas vezes como o 2° processo mais importante, logo
apods a evaporagao, devido ao efeito significativo que o mesmo tem no comportamento
das manchas de petroleo no mar. As emulsdes e os residuos pesados do crude podem
formar bolas de alcatrdo, cujo tamanho varia entre 1 mm até 10-20 cm de diametro.
Estas apresentam uma area superficial reduzida em comparagao com o volume, pelo que

a sua taxa de degradacdo ¢ extremamente lenta (Clark, 2001). Bolas de alcatrdo de

15



varios tamanhos ocorrem na superficie da agua de todos os oceanos, embora
predominem nas rotas principais de navegacao € nas principais correntes oceanicas, €

derivam principalmente das lavagens dos tanques e das operagdes nauticas de rotina.

Por outro lado, parte do petroleo acaba por sedimentar frequentemente associado a
matéria em suspensdo na coluna de 4gua, originando um aumento da massa volumica e
consequentemente o movimento descendente das particulas na coluna de 4dgua até ao
fundo do mar. A evaporagdo, dissolucdo e emulsificagdo favorecem a sedimentagdo
natural do 6leo, por aumento da massa volimica. Um factor importante na sedimentacao
de compostos de petroleo ¢ a adsorcdo as particulas de matéria em suspensdo,
favorecida pela reduzida solubilidade e pelo elevado coeficiente de parti¢ao
octanol/dgua. Por conseguinte, a maior concentracdo de particulas em suspensdo
existente nas zonas costeiras torna o processo de sedimentacdo mais importante junto a

costa, embora este processo seja em geral, pouco importante nos primeiros dias.

O facto destes compostos poderem estar adsorvidos as particulas, que posteriormente se
depositam e integram os sedimentos marinhos, tornam a sua oxidagdo quimica e
microbioldgica mais dificil, especialmente se os sedimentos forem andxicos, sendo a
degradagdo ainda mais lenta para os compostos de elevado peso molecular (Laws,
1993). De facto, as taxas de degradacdo microbiana dependem da estrutura e peso
molecular dos compostos, decrescendo na seguinte ordem: n-alcanos > isoalcanos >
hidrocarbonetos aromaticos > hidrocarbonetos ciclicos e aumento do peso molecular

(GESAMP, 1993).
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1.2.3 — Derrames de petroleo em Portugal

A Zona Econdmica Exclusiva (ZEE) de Portugal, que se estende até¢ as 200 milhas ¢
atravessada por alguns dos principais e mais movimentados Esquemas de Separagao de
Trafego (ESTs) de navios de/para o Mediterraneo, Norte da Europa, Africa e América
(Fig.1.5), apresentando um risco consideravel de poluicdo marinha, quer pela
quantidade de trafego que nelas circula, quer pela diversidade de cargas transportadas

(DGA, 2000).
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Figura 1.5 - Corredores de navegacao da ZEE Portuguesa (CNADS, 2001).
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De facto, tal como referido anteriormente, estima-se que cerca de 220.000 navios com
mais de 100 toneladas, atravessam Mediterraneo por ano, utilizando os corredores de
trafego maritimo internacionais que passam na ZEE Portuguesa, além do trafego nos
corredores nacionais, onde navegam, por dia, cerca de 200 navios transportando mais de
500 toneladas de mercadorias diversas, 40 dos quais sdo petroleiros. Como exemplo,
desde 1990 foram contabilizados pela Direccdo Geral da Marinha cerca de 700
derrames de maior ou menor gravidade, dos quais cerca de 25% ¢ de origem
desconhecida. No que respeita a localizagdo do total de acidentes registados em
territério portugués nas ultimas décadas, area que engloba os trés portos mais
importantes — Lisboa, Setibal e Sines - representam a maior quantidade (Fig. 1.6). Por
outro lado, segundo os dados referidos pelo Centro Internacional de Luta Contra a
Poluicao do Atlantico Nordeste (CILPAN), em 2003 o nimero de ocorréncias de
descargas de hidrocarbonetos nas praias do Algarve e na ZEE a sul do Cabo Sardao foi
reduzido (2 ocorréncias) em comparagdo com o que se tem verificado desde 1990 e
1991 (11 ocorréncias), com excepg¢do para o ano de 1999, que apresentou um numero
inferior (1 ocorréncia), perfazendo este periodo de 1990-2003 um total de 82
ocorréncias (Fig. 1.7). Na costa Sul de Portugal as zonas mais vulneraveis a acidentes e
derrames sdo os portos e zonas de aproximagao aos portos ¢ ainda a zona do Cabo de S.
Vicente, devido ao intenso trafego maritimo, a proximidade excessiva a costa da EST (5
milhas) e a inexisténcia de um sistema de controlo de trafego maritimo (CCDRA, 2004,
2005).

Na Tabela 1.2 estdo indicados os maiores acidentes de petroleo ocorridos em Portugal (e
outros pontos), mostrando que o territério nacional sofre em média um acidente grave

por ano.
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Figura 1.6 - Acidentes ocorridos no mar territorial e ZEE do Continente entre 1971 e
2002 (Monteiro e Gouveia, 2005).
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Figura 1.7 - Namero (A) e distribuicdo (B) dos pontos descarga de hidrocarbonetos na
ZEE sob jurisdi¢gdo do Departamento Maritimo do Sul, entre 1990 e 2003 (CCDRA,
2004).
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Tabela 1.2 - Principais derrames de petroleo ocorridos em Portugal, € noutros locais.

Tanque Ano Local Petrdleo libertado (toneladas)
Torrey Canyon (encalhe) 1967 Ilhas Scilly, Reino Unido 199.000 &

Sea Star (colisdo) 1972  Golfo de Oma 115.000 ¢

Ouranos (encalhe) 1974 Cabo S. Vicente, Portugal 800 °

Jacob Maersk 1975 Leixdes 80.000 ©

Monte Urkiola 1976 La Coruia, Galiza, Espanha 100.000*

Summer Breeze (encalhe) 1977 Sao Miguel Combustivel

Hawaiian Patriot (falha no casco) 1977 320 m.n. ao largo do Havai 95.000 &

Atlas Titan (explosdo) 1978 Estuario do Sado Crude

Alchimist Endem (encalhe) 1978 Ericeira 1.600 substancias perigosas '
Amoco Cadiz 1978 Costa da Bretanha, Franca 223.000 ¢

Atlantic Empress (colisdo) 1979 Ao largo de Tobago 287.000 ¢

Campeon (explosio) 1980 Sines Gasolina

Angra (encalhe) 1983 Praia Grande Gasoleo

Castillo de Bellver (falha no casco) 1983 70 m.n. ao largo da Cidade do Cabo  257.000 ®

Boar Isik (encalhe) 1985 Setubal Carvao e fueloleo

Mansfeld (encalhe) 1986 Leirosa Combustivel

Santa Maria 1986 Doca de S Anténio 5

Cason 1987 La Corua, Galiza, Espanha 100.00 ©

Nisa (operagdes) 1987 Sines 900 crude Arabian light ©
Odyseey 1988 700 m.n. ao largo da Nova Escocia 132.000 "

Reijin (encalhe) 1988 Douro 430 combustivel e lubrificantes
Exxon Valdez 1989 Alasca (Prince William Sound) 35.500 crude Alaskan North Slope*
River Gurara (naufragio) 1989 Espichel 900 combustivel e lubrificantes
Marao (rombo) 1989 Sines 4.500 crude Iranian heavy °
Kharg V 1990 Porto Santo 70.000 crude *

Aragon (rombo) 1990 Porto Santo 30.000 crude Maya

Sea Spirit 1990 Gibraltar 12.200*

Entrust Faith (naufragio) 1991 Ponta Delgada 1.200 fuel

Haven 1991 Génova, Italia 144.000 *

ATB Summer (explosao/incéndio) 1991 700 m.n. ao largo de Angola 260.000 ¢

Desconhecido (lavagem de tanques) 1992 Figueira da Foz 800 crude Maya

Aegean Sea 1992 La Coruiia, Galiza, Espanha 79.000 (Brent) ®

Erika Doger 1992 Figueira da Foz 1.500 ©

Ronjay Tihi (encalhe) 1993 Leixdes 220 fuel+70 diesel e lubrificantes
Braer (encalhe) 1993 Ilhas Shetland, Reino Unido 85.000 ¢

New World e Ya Mawlaya (colisdo) 1994 Cabo S. Vicente, Portugal 30.000 crude Rabi light f
Vianna (incéndio/afundamento) 1994 Porto da Horta 500 diesel+10 lubrificantes
Cercal (encalhe) 1994 Leixdes 3.000 crude Arabian light '

Sea Empress (encalhe) 1996 Milford Haven, Reino Unido 72.000 &

Desconhecido (lavagem de tanques) 1998 Figueira da Foz 500 crude degradado

Erika 1999 Costa da Bretanha, Franga 15.000 °

Estella Pampeana 1999  Argentina 1.000 *

Coral Bulker 2000 Viana do Castelo 700 fuel e gasoleo

Prestige 2002 La Coruiia, Galiza, Espanha 77.000 °

Tasman Spirit 2003 Ao largo de Karachi, Paquistdo 12.000 "

Everton 2004 400 m.n. ao largo de Oma 6.500 "

Solar 1 2006 Filipinas 2.000"

Hebei Spirit 2007 Coreia do Sul 10.800 "

a- UNEP, 2002; b — Porte et al., 2000 ab; ¢ — Soriano et al., 2006; d — Page et al., 2006; e -OSPAR, 2000; f — Fernandes,
2001; g — Clark, 2001; h — Garmendia, 2008
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O facto do nimero de registos ter aumentado significativamente nos ultimos anos pode
nao significar um aumento real de acidentes, mas sim um aumento da capacidade de
deteccdo de manchas de polui¢ao através de voos sobre o mar e uma maior qualidade
dos meios empregues nessas missoes. Refira-se ainda que mais de metade da quantidade
derramada e de acidentes registados ocorreram especificamente nos portos devido a

operacdes com navios (Monteiro ¢ Gouveia, 2005).

Apesar de tudo, Portugal tem vindo a adoptar medidas de prevencdo relativas ao
transporte de substancias perigosas. Salienta-se a adop¢do do Plano de Emergéncia —
PML (Plano Mar Limpo) e do acordo MARPOL (polui¢do marinha), ambos em 1993,
da ratificacdo Convencao sobre o Direito do Mar, em 1997, e da recente modificagao do
regime de contra-ordenacdes no ambito da poluicdo do meio marinho (deliberada em
Setembro de 2000). No ambito comunitario, foram criados diversos acordos regionais,
dos quais se salienta o Acordo de Lisboa, assinado em 1990, mas ratificado por todas as

Partes em 2008.

Ap6s o acidente do Prestige na costa da Galiza, Portugal adoptou medidas para poder
alterar as distdncias a costa dos esquemas de separagdo de trafego (EST)
particularmente no Cabo de S. Vicente, uma vez que a maioria dos incidentes de
polui¢do ocorridos nos espagos maritimos nacionais se concentram nos EST e nos
trajectos intermédios, além do acesso aos principais portos do continente (ver Fig. 1.5).
Foi alterado o EST do Cabo da Roca (que passou de 9 para 14 milhas de distancia
minima a costa) e do Cabo de S. Vicente (que passou de 5 para 14 milhas), e a
semelhanca da EST do Cabo Finisterra (alterado apds o derrame do Prestige)
desdobrou-se cada um dos corredores (o ascendente ¢ o descendente), em dois, criando-
se quatro vias de transito em cada sistema de roteamento. Em cada sentido passam a

existir dois corredores de trafego: um mais afastado em que circulardo os navios que
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transportem cargas perigosas para o meio marinho e outro corredor interior para os
restantes navios. Esta alteracdo baseou-se na necessidade de proteger os recursos
costeiros ¢ a biodiversidade da interface litoral, permitindo, por outro lado, periodos de
resposta maiores no caso de ocorrer um acidente que envolva o derrame de

hidrocarbonetos para o meio marinho (Monteiro e Gouveia, 2005).

A recuperacdo de um ecossistema apds um derrame de petroleo inicia-se assim que 0s
niveis do poluente presente sejam toleraveis pelos organismos que formam as
comunidades biologicas. A recolonizacdo depende da época do ano (reproducio),
disponibilidade de formas colonizadoras, interac¢des biologicas, factores ambientais e
propriedades fisico-quimicas do meio (Schratzberger et al., 2003, Coimbra et al., 2004).
No entanto, os efeitos toxicos de um derrame podem fazer-se sentir muito além do
tempo da recuperagdo ambiental visivel, pois os hidrocarbonetos apresentam
caracteristicas que favorecem a sua acumulacdo nos tecidos, sdo potencialmente
mutagénicos e carcinogénicos e causam uma série de efeitos adversos que podem
posteriormente diminuir o potencial de crescimento e por em risco a capacidade de

reproducao.

1.3 — Efeito dos hidrocarbonetos nos organismos

Tal como referido anteriormente, o impacto dos derrames de petréleo nas comunidades
marinhas ¢ variado, e depende em larga medida do tipo de petrdleo derramado (crude,

fuel, nafta) e do local atingido. Provocam mortalidades imediatas e por vezes massivas,
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por anoxia, hipotermia ou envenenamento nas espécies que tomam contanto directo com
o crude (peixes, aves, mamiferos, comunidades de substratos fixos (como mexilhdes),
crustaceos). A mancha superficial reduz drasticamente a luz e as trocas gasosas entre o
oceano ¢ a atmosfera, levando a diminuicdo da producao primaria (fitoplancton). Ao
sedimentar e se acumular nos sedimentos, estes compostos sao degradados lentamente e
serdo progressivamente libertados diversos produtos de biodegradacio e/ou metabolitos
de toxicidade variavel, que podem ser acumulados nos tecidos dos organismos. Porém,
nas zonas costeiras de baixa profundidade, os processos fisicos de turbuléncia, das
correntes, as dragagens ¢ a deposicdo das mesmas e a bioturbagdo dos sedimentos
provocados pelos organismos bentdnicos, promovem a redistribui¢do dos

hidrocarbonetos a eles associados (McElroy et al., 1989; Law & Biscaya, 1994).

Assim, o efeito dos hidrocarbonetos nos organismos depende da sua forma
biodisponivel (por norma de baixa solubilidade e elevada lipoficidade), da
concentragdo, das propriedades do meio (como temperatura, salinidade, quantidade de
matéria organica, etc), assim como do organismo em si. As vias de entrada dos
compostos estdo intimamente ligadas ao modo de vida dos organismos, podendo ser
alimentar, respiratoria ou de contacto. Todos estes factores irdo condicionar a

acumulacdo, o efeito toxico e o metabolismo destes compostos.

1.3.1 - Biodisponibilidade e bioacumulagao

Por defini¢do, biodisponibilidade ¢ a forma quimica do contaminante no ambiente que
se encontra disponivel para desenvolver uma acc¢do bioldgica no organismo ou, mais
especificamente, ¢ a percentagem da quantidade total do contaminante que ao entrar em

contacto com o organismo ¢ realmente absorvida pelo mesmo (Spacie, et al., 1995).
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Uma vez no meio aquatico, os hidrocarbonetos podem ser encontrados em varios
compartimentos do meio: agua, particulas em suspensdo e biota. A baixa solubilidade e
hidrofobicidade, caracteristica dos hidrocarbonetos de petréleo, influenciam
grandemente o grau com que os hidrocarbonetos sdao acumulados nos organismos
(Guzzella & Paolis, 1994). Os compostos mais soltveis (de baixo peso molecular) sdao
também os mais volateis, e estdo menos biodisponiveis para acumulagdo, enquanto que
os de peso molecular elevado, ao apresentarem menores solubilidades na dgua, poderao
ndo estar biodisponiveis na forma dissolvida. Por outro lado, a baixa solubilidade
reflecte uma elevada hidrofobicidade e lipoficidade, facto este que se sobrepde ao efeito
de baixa concentragdo dos compostos organicos na agua, ou seja, mesmo que a
concentragdo dos hidrocarbonetos seja muito baixa, estes sdo rapidamente incorporados
nos tecidos dos organismos (bioacumulagdo), devido a sua grande lipoficidade
(traduzida pelo coeficiente de particdo octanol/agua (Kow)). Este equilibrio pode ser
atingido durante horas, para os compostos mais soluveis (log Ky <3, como o tolueno)
até semanas ou mesmo meses, para compostos mais hidrofébicos (log Koy >7, como o
hexaclorobifenilo) (Widdows e Donkin, 1992). Para compostos “superlipofilicos” (Kqw
>10°) a bioacumulagio sofre um decréscimo, devido ao aumento de tempo necessario
para que se atinja o equilibrio efectivo dentro dos tecidos. Este ¢ mais ou menos de 6
meses, para compostos com Koy =10°, aumentando até 10 anos para compostos com
Kow >106, ndo se observando bioacumulagdo significativa para compostos com Kg,,
>10". A diminuicio da bioacumula¢io de compostos superlipofilicos parece estar
associada tanto com o tamanho da molécula como com a solubilidade do composto na
agua (Livingstone et al., 1992b). A solubilidade de compostos como os hidrocarbonetos
em aguas salinas, ¢ influenciada pela temperatura e pela salinidade (em termos de forga

ionica e composi¢do): a temperatura aumenta a solubilidade 2 a 5 vezes, em intervalos
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de temperatura de 4°C a 28°C, enquanto que a salinidade diminui a solubilidade dos

hidrocarbonetos 2 vezes para intervalos 0 a 36%o (Farrington, 1989).

Outro factor importante na biodisponibilidade dos hidrocarbonetos no meio marinho ¢ a
quantidade e tipo de matéria organica particulada e/ou dissolvida existente. Os
hidrocarbonetos de maior peso molecular tendem a adsorver-se as particulas organicas e
coloides em suspensdo, devido ao elevado coeficiente de particdo octanol/agua. Estas
particulas orgénicas posteriormente floculam e sdo depositadas nas camadas superficiais
dos sedimentos (interface agua/sedimento), tornando-se os sedimentos em depositos de
compostos organicos do petroleo (Readman et al., 1982; McElroy et al., 1989; Pereira

etal., 1992; Fu, et al., 1994; Law & Biscaya, 1994).

A matéria organica dissolvida nas dguas salgadas parece aumentar a solubilizacdo dos
hidrocarbonetos, na medida em que reduz a sua presenca na forma dispersa, diminuindo
a taxa de acumulagdo nos organismos filtradores quer pela via alimentar quer pela
adsor¢ao na superficie das branquias (McElroy et al., 1989). Por outro lado, concluiu-se
que a acumulagdo de hidrocarbonetos aromaticos ¢ PCBs pelo Mytilus edulis expostos a
sedimentos contaminados faz-se primeiramente pela fase aquosa embora os sedimentos
fossem claramente a fonte do material contaminado. Este facto indica que a acumulagao
de hidrocarbonetos aromaticos pelos mexilhdes ndo ¢ favorecida pelos sedimentos
quando comparada com a acumulagdo a partir da agua (Widdows e Donkin, 1992). No
entanto, quando os compostos organicos estdo adsorvidos as particulas alimentares
(microalgas, por exemplo) os teores destes compostos podem aumentar
significativamente nos tecidos dos organismos filtradores como o mexilhdo Mytilus
edulis, embora tal aumento nao se verifique nos organismos detritivoros como no

bivalve Abra nitida, em que a influéncia da matéria em suspensdo tem menor
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importancia na acumulagdo de hidrocarbonetos, sendo o sedimento a principal fonte dos
mesmos (Widdows e Donkin, 1992).

Apos a entrada do composto no organismo, a condi¢do fisioldgica dos individuos e a
composi¢ao bioquimica dos mesmos ird ser importante na distribuicdo da contaminagao
pelos diferentes o6rgdos e na acumulagdo ao nivel do organismo total. Geralmente,
quando o fluxo de contaminantes organicos entre organismos ricos em lipidos ¢ o seu
ambiente se aproximam de um estado estaciondrio, a distribuicdo dos xenobidticos nos
tecidos pode ser correlacionada com a concentragdo lipidica destes. Assim, factores que
afectem a concentracdo lipidica tais como variagdes sazonais de armazenamento
alimentar nos tecidos digestivos e reprodutivos ¢ a formagao de ovos ricos em lipidos,
podem afectar a acumulagado e a distribuicdo dos contaminantes pelos tecidos. Por outro
lado, a desova de ovos ricos em reservas lipidicas podem representar a maior via de
excre¢do de compostos organicos hidrofébicos (Widdows e Donkin, 1992).

Assim, a bioacumulacdo dos hidrocarbonetos do petrdleo pelos organismos depende
tanto de factores abidticos como de factores bidticos, os quais vao alterar a
biodisponibilidade. A bioacumulagdo da maioria dos compostos envolve uma taxa de
acumulacdo exponencial, seguida de uma eventual estabilizagdo no equilibrio maximo
da concentra¢do nos tecidos, ambos (acumulagdo e posterior equilibrio) aumentando
com a concentragdo do composto (Livingstone e Pipe, 1992). Pensa-se que a entrada do
composto nos organismos seja essencialmente um processo passivo, envolvendo a
deslocagdo e o equilibrio do composto entre os compartimentos da fase aquosa (externa)
e biodtica (organismo). No entanto, possiveis mecanismos para uma bioacumulagdo
selectiva incluem o fendémeno de penetragdo através das membranas, locais especificos
de ligagdo, formacao de aductos macromoleculares e localizagdo em organelos celulares

tais como os lisossomas (Livingstone, 1992; Livingstone e Pipe, 1992).
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A depuragdo, tal como a acumulagdo, também parece ser um processo passivo
apresentando uma curva exponencial a qual pode ser bastante afectada pelo tempo de
duragdo da exposi¢ao ao composto. Assim, para um tempo de exposi¢ao relativamente
curto a depuragdo geralmente ¢ um processo rapido e completo, enquanto que para
tempos de exposi¢do longos a eliminacdo ¢ mais lenta e incompleta, particularmente
para hidrocarbonetos aromaticos (Livingstone e Pipe, 1992). Os mecanismos deste
processo ainda estdo pouco estudados, podendo ser interpretado em termos de uma
estabilizacdo do xenobidtico em compartimentos moleculares ou celulares, com uma
menor taxa de metabolizagdo do composto. Por outro lado, quer a estrutura quimica e a
hidrofobicidade do quimico, quer a temperatura ou estagao do ano (através dos teores
em lipidos) afectam a eliminagao deste tipo de compostos (Livingstone e Pipe, 1992).

Uma vez que o meio marinho tem vindo a ser um local de deposicao destes compostos,
especialmente nas zonas costeiras, ¢ possivel encontrar um elevado nimero de espécies
contaminadas, em maior ou menor grau. Nas Tabelas 1.3 e 1.4 sdo apresentados niveis
de hidrocarbonetos de petrdleo (alifaticos e aromaticos) acumulados por vérias espécies,
apos derrames de petrdleo e em programas de avaliagdo de qualidade ambiental em

locais contaminados com estes compostos organicos.
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Tabela 1.3 — Concentracao de hidrocarbonetos alifaticos (TAlc e UCM) e razdes de diagndstico, em varias espécies e locais do mundo.

Espécie Local TAle UCM  ucwmrmale  PrisfFit cPI 17/Pris  Referéncia
(ug/g ph) (ug/g ph)

Cerastoderma edule Galiza’ 0,32-17,6 0,35-3,93 1,07-5,61 0,64-8,32 Carro et al., 2006
Strombus gigas Florida 1,74+2,2 Snedaker et al., 1995
Corbicula fluminea Argentina' 52 Colombo et al., 2005
Pinctada radiata Golfo Pérsico 0,16 —0,42* 2,4 —24%* 8,6 — 66,7 Tolosa et al., 2005
Saccostrea cucullata, Golfo Pérsico 0,34 - 1,1* 1,82 - 26* 4,8 -24,5 Tolosa et al., 2005
Circentia callipyga Golfo Pérsico 0,24 4,2 17,5 Tolosa et al., 2005
Pteria colymbus Florida 3,241.2 Snedaker et al., 1995
Bathymodiolus azoricus  Fontes hidrotermais 11,4 -25,8 8,5-41 1-4 0,1-0,3 09-1,1 Serafim et al., 2008
Mytilus edulis Dinamarca 7,5-108 (17) 5-99(14) 1,7-145 (7,6) Granby e Spliid, 1995

Galiza® 0,33 - 0,65* 7 -25,6% 13,2 -46,3 0,52 - 1,83 1,25-2,80 Solé et al., 1996

Galiza® 7-717* Porte et al., 2000

Reino Unido 1,8 - 795% Rowland et al., 2001
M. galloprovincialis Galiza 0,13-0,83 1,5-39,7 11,2-85,6 0,9 -6,1 1,4-3,6 Porte et al., 2001 a

Galiza 0,09 - 6,2 Hermida-Ameijeiras et al., 1994 a, b

Galiza’® 0,88-5,1 0,27-14,6 0,07-2,8 0,16-8.,8 Carro et al., 2006

Golfo de Napoles 1,2 -48 Amodio-Conchiery et al., 2003

Mar Adriatico 27,6 - 108* Livingstone et al., 1995

Mar Adriatico 7,8-40,6* 79,6 - 156 Wetzel e Van Vleet 2004

Mar Ionian; Italia 0,5-10 UNEP, 1988

NW Portugal 8-33,7* 70 - 434%* Lima et al., 2007a

NW Portugal 0,1-30 0,6-2,9 0,3-2 Ferreira et al., 2003

Sul de Portugal 14 -20 80 - 205 4-12 0,8-13 1-1,1 Serafim et al., 2008

Sul de Portugal 1,1-343(3,7) 21-776(62) 5-51(19) 0,6-23(1,1) 0,7-1,2(0,9) 0,2-1,6(0,7) (esta tese)

Sul de Portugal 8,7-38,3(12,3) 50-205(100) 4-12(6) 0,5-1,7(1,00 09-1,1(1,0)0 0,2-0,9(0,5) (estatese)

Veneza 33,4 -312% Livingstone et al., 1995

Veneza 0,28 - 1,44* 19,6 - 115%* Solé et al., 2000a

Veneza 16 - 26,2* 163,4 -181,4%* Wetzel e Van Vleet 2004

1 - Estrella Pampeana; 2 - Aegean Sea; 3 — Prestige; § - valores da mediana entre paréntesis; * - valores em peso htimido, calculados a partir dos dados originais publicados em peso seco,

assumindo uma propor¢do 1:5 (ps:ph).
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Tabela 1.4 — Concentracao de PAHs em vérias espécies de moluscos e locais do mundo.

Espécie Local Data PAH (ng/g ph) Referéncia

Améijoas

Circentia callipyga Golfo Pérsico 2000-2001 10,6* Tolosa et al., 2005

Corbicula fluminea Argentina1 1999 0,2 —3,2* Colombo et al., 2005
Baia de Sao Francisco 15,6 - 144* Oros e Ross 2005

Macoma baltica Mar Baltico; Suécia 0,57 - 170* Nafet al 1994

Potamocorbula amurensis  Baia de Sdo Francisco 99,2 —200,4* Pereira et al., 1992

R. decussatus Delta do Ebro 1990 20-120° Soléetal., 2000b
Ria Formosa 1994-1995 30,4 - 1191 Barreiraetal., 2007 a,b

Rangia cuneata Bayou Bonfouca, Lousiana 16,2* DeLeon et al., 1988

Tapes semidecussata Delta do Ebro 1990 339¢ Solé et al., 1994
Galiza® 1993 11,8 - 53,4* Porte etal., 2000 a b

Ostras

Crassostrea sp. Baia da Biscaia 31,7-218,2 Orbea et al 2002

C. gigas Baia de S@o Francisco 37 - 1380* Oros e Ross 2005
Coreia 1999-2000 29 - 133* Yimetal., 2002
Delta do Ebro 1990 148° Solé et al., 1994
Delta do Ebro 1990 20 - 50" Solé et al., 2000b

C. virginica Baia de Chesapeake 15,35" Pittinger et al., 1985
Golfo do México 0,02 - 18,62 NOAA, 1995
Terminos Lagoon (México) 494 - 8500* Norena-Barroso et al., 1999

Ostrea edulis Delta do Ebro 1990 344° Soléetal., 1994
Delta do Ebro 1990 10 - 220" Solé et al., 2000b

Pinctada radiata Golfo Pérsico 2000-2001 3,12 - 23* Tolosa et al., 2005

Saccostrea cucullata Golfo Pérsico 2000-2001 1,2-9,2* Tolosa et al., 2005

Mexilhbes

Bathymodiolus azoricus Fontes hidrotermais 2002 132 - 444 Serafim et al., 2008

Mytilus spp Coreia 1999-2000 34,4 -289* Yimetal., 2002

M. californianus Baia de Sao Francisco 4,2 -219*% Oros e Ross 2005

M. edulis Baia de Dorchester, Massachusetts 413* Pevenetal., 1996
Dinamarca 1985 10-111 (16)° Granby e Spliid, 1995
Galiza 22 -270 Solé, 2000 a
Galiza® 1993 5,5-61,42* Soléetal., 1996
Galiza® 1993 5,5-9,26* Porte et al., 1996
Galiza® 1993 9,4 -270* Porte etal., 2000 ab
Mar Baltico 18,5-72,2* Baumard et al.,1999 b
Mar Baltico 76* Broman et al., 1990
Mar Baltico; Suécia 0,04 - 6,2 Nifetal., 1994
Mar do Norte 1993-1994 8,6 -12,5*% Soléetal., 1998
Mar do Norte 4-16 Solé, 2000 a
Northen Irish Sea-loughs 2000 19 - 36,8* Guinan et al., 2001
Perth, Australia 1991 1-12 Burt e Ebell, 1995
Yakina Bay (Oregon) 140 - 1320* Mix e Schaffer, 1983

M. galloprovincialis Baia de Arcachon, Franga 8 -484* Baumardetal., 1999 b
Baia de Arcachon, Franga 1995-1996 55,8 - 484* Baumard et al., 1998 a
Baia da Biscaia 1996-1997 21 -64,3 Orbeaetal., 2002
Baia da Biscaia 1991-1992 110 - 1630 Orbeacetal., 1999
Barcelona 1700 - 4200 Soléetal., 1995 b
Barcelona 1989 2700° Porte et al., 1991
Costa Catala 190-5490 Porte e Albaigés, 1993
Delta do Ebro 1990 235°¢ Soléetal., 1994
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Tabela 1.4 — Concentracao de PAHs em vérias espécies de moluscos e locais do mundo.

Espécie Local Data PAH (ng/g ph) Referéncia
Delta do Ebro 1990 1100 -2100 Soléetal., 1995 a
Delta do Ebro 1130 - 3400 Soléetal, 1995b
Delta do Ebro 1990 70-150° Solé et al., 2000b
Delta do Ebro 1989 100° Porte et al., 1991
Galiza 1995 21-203 Porte etal., 2001 a
Galiza® 2003 4,2 - 1556* Soriano et al., 2006
Galiza® 70 -3500 Laffon et al., 2006
Golfo de Thermaikos, Grécia 34 - 150* Kilikidis et al., 1994
Mar Baltico (Alemanha; Polonia) 17,4 - 776* Baumard et al., 1999 a
Mar Ligurian, Italia 0,4 - 60* Piccardo et al., 2001
Mar Negro, Crimeia 20 - 750 Shchekaturina et al 1995
Mediterraneo 19 -2675 Solé, 2000 a
Mediterraneo (Biomar I) 5,12 - 78* Baumard et al., 1999 b
Mediterraneo (Biomar II) 5-67,4* Baumard etal., 1999 b
Mediterraneo (W Franga, Corsega
Sardenha), CO(Sta Espaflh’a £, 1995 5,12 - 78* Baumard et al., 1998 d
Mediterraneo, Espanha 2003 1,4 - 78*% Zorita et al., 2007
Mediterraneo, Espanha 1996 12 -405 Porteetal., 2001 b
Mediterraneo, Espanha 1996 5-16,4* Baumard etal 1998 b, ¢
Mediterraneo, Franga 2003 5,2-62,4* Zoritaetal., 2007
Mediterraneo, Franga 1996 7,8 -15,9* Baumard et al., 1998 b, ¢
Mediterraneo, Franga 1999-2001 nd - 183* Bodin et al., 2004
Mediterraneo, Italia 2003 7,4 -326* Zoritaetal., 2007
Noruega 498* Utvik 1999, Utvik et al., 1999
NW Portugal 2005 24,8 - 109,8*" Lima et al., 2007
NW Portugal 2005 4-69,2 Limaetal., 2008
Porto de Arcachon, Franca 1995-1996 96,6* Baumard et al., 1998 a
Porto de Barcelona 1996 67,2* Baumard et al., 1998 b, ¢
Porto de Vendres, Franca 1996 67,4* Baumard et al., 1998 b, ¢
Saudafjord, Noruega 345,8*%" Naes etal., 1995
Sul de Portugal 1996-1997 145 - 5035 (651)° (esta tese)
Sul de Portugal 2003 375 -887(516)° (esta tese)
Sul de Portugal 2003 375 - 874 Bebianno et al., 2007
Sul de Portugal 2003 460 - 874 Serafim et al., 2008
Veneza 1995 20 - 1800* Wetsel ¢ Van Vleet 2004
Veneza 17 - 139 Solé, 2000 a
Veneza 1993 18,2 - 100,8* Solé et al., 2000*

M. trossulus Porto de Halifax, Canada 2003 14 - 188* Yeats etal., 2008
Prince William Sound, Alasca* 18,5** Varanasi et al., 1990
Prince William Sound, Alasca® 1991 2,6 - 12642* Page et al., 2005
Prince William Sound, Alasca® 2001 2,2-119,2* Page etal., 2005

Perna perna Costa Marroquina 20002001 1-70* Azdietal., 2006

Outros

Pinna muricata Golfo Pérsico 2000-2001 12,5* Tolosa et al., 2005

Sondylus sp (vieira) Golfo Pérsico 2000-2001 8,7* Tolosa et al., 2005

Yoldia eightsi Ilhas Signy, Antarctico 1988-1989 5,3-17,6 Cripps e Prindle, 1995

* - valores em peso humido, calculados a partir dos dados originais publicados em peso seco, assumindo uma propor¢do 5:1; § - valores da
mediana entre paréntesis 1 - Estrella Pampeana, Jan 1999, 1000 ton oil; 2 - Aegean Sea, Dez 1992, 79000 ton lihgt crude oil (tipo Brent); 3 -
Prestige, Nov 2002, 77000 ton heavy fuel oil; 4 - Exxon Valdez, Mar 1989, 35,500 ton Alaskan North Slope (ANS); a - pg/g ph; b - ng/g ph
equivalentes de criseno; C - ug /g lipidos equivalentes de criseno
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1.2.2 — Toxicidade e efeitos sub-letais

Os hidrocarbonetos tém efeitos toxicos a varios niveis moleculares, celulares e
bioquimicos (alteragdes do metabolismo normal, alteragdes do ADN), interactivos,
relacionados com a sua metabolizagdo, apos incorporagao pelo organismo, fisiologicos a
nivel do organismo (reducdo na taxa de crescimento e reprodugdo), populagdes e
ecossistemas. A presenca hidrocarbonetos no meio marinho tem sido associada ao
aparecimento de neoplasias no figado de algumas espécies de peixes (Krahn et al.,
1996), a atrofia e necrose do epitélio diverticular na ostra Crassostrea virginica (Gold-
Bouchot, et al., 1995), a danos nas células da glandula digestiva, como a vacuolizagao,
atrofia ou destrui¢do do epitélio, nos moluscos bivalves Mytilus edulis, Ostrea edulis ¢
C. gigas (Moore, 1985, 1988). Danos nas branquias, gonadas, tecido intersticial e
hiperplasia dos rins foram também detectados na améijoa Mya arenaria, que em casos
muito acentuados pode levar a morte. Pode também levar a reducao da laténcia das
enzimas hidroliticas lisossomais das células digestivas de varios moluscos (Lowe et al.,
1981; Lowe, 1988; Lowe e Clark, 1989). Este tipo de compostos também podem alterar
o funcionamento normal do sistema enddcrino, interferir com os processos enzimaticos

e induzir alteragdes na estrutura celular.

A presenga de hidrocarbonetos no meio marinho tem um efeito indutor na resposta
metabolica e de biotransformagdo, sendo o seu aumento passivel de quantificacdo. A
inducdo do sistema enzimadtico responsavel pelo metabolismo dos hidrocarbonetos visa
a transformacao dos produtos acumulados noutros excretaveis, por forma a diminuir o
seu efeito toxico e reduzir o seu conteudo nos tecidos. As alteragdes entre a taxa de
entrada dos compostos e a sua metabolizacdo, pode promover ora a acumulagdo dos

compostos ora a sua eliminagdo. A quantificacdo das enzimas responsaveis pelo
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metabolismo dos PAHs tem sido utilizada como indicadora de exposicao a este tipo de

compostos.

1.2.3 - Metabolismo e biotransformacao dos PAHs

A bioacumulacdo ocorre quando as taxas de entrada do composto no organismo sdo
superiores as taxas de excre¢do. Muitos compostos lipofilicos acumular-se-iam quase
indefinidamente se o organismo ndo possuisse meios de os transformar em metabolitos
mais soluveis capazes de serem excretados (Di Giulio et al., 1995).

De um modo geral, a biotransformacdo ¢ a conversdo dos compostos orginicos
lipofilicos pelos sistemas enzimaticos noutros mais polares, hidrofilicos e soluveis (Di
Giulio et al., 1995), de modo a reduzir o tempo de meia-vida biologica dos compostos e
evitar a sua acumulacdo (Vermeulen, 1996). A biotransformacdo dos compostos ocorre
em todos os o0rgdos e tecidos embora o figado (nos vertebrados), o hepatopancreas (nos
crustaceos) e a glandula digestiva (nos bivalves) sejam os 6rgaos desintoxicadores por
exceléncia (Di Giulio et al., 1995). As reacgdes de biotransformag¢do podem ser
divididas em trés tipos (ou fases) de reac¢des bioquimicas. As reacgdes da fase |
incluem reaccoes de oxidacao, reducao e hidrélise, de modo a revelar ou introduzir um
grupo funcional ou reactivo nas moléculas dos compostos (Vermeulen, 1996). A sua
funcdo principal € converter os compostos em espécies mais polares ou hidrofilicas, e
portanto, mais susceptiveis de entrar nas rotas metabdlicas (Timbrell, 2003). As
reaccOes da fase Il envolvem a conjugagdo do composto ou dos metabolitos resultantes
da fase I com constituintes celulares polares tais como o acido glucuroénico, sulfato
inorganico, aminodcidos ou glutationas. As reac¢des de conjugacdo formam conjugados

altamente soluveis em dgua, geralmente ndo toxicos, ionizaveis e facilmente excretidveis
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através da bilis, rins ou branquias (Buhler e Williams, 1989; Moore et al., 1989; Porte et
al., 1991; Livingstone, 1992; Di Giulio et al., 1995, Vermeulen, 1996). O metabolismo
da fase Ill constitui o metabolismo futuro dos metabolitos da fase II. As reacgdes da
fase III sdo catalizadas por enzimas que também estdo activas nas reac¢des da fase |
e/ou fase II. Basicamente as reacc¢des da fase III diferem das das fases I ¢ II somente
pelo facto de que os substratos sdo produtos prévios das reacgdes metabodlicas I e 11
(Vermeulen, 1996). Deste modo, a partir do momento da entrada no organismo (Fig.
1.8), podem ocorrer diversas situagdes: (1) o composto pode ser armazenado se ndo for
metabolizavel nem activo, do ponto de vista toxicologico, normalmente em ligagdo com
lipidos; (2) a forma toxica do composto pode interagir com macromoléculas endogenas,

como o ADN ou proteinas, ou com estruturas como as membranas, 0 que origina
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Figura 1.8 - Principais vias de biotransformagdo, desintoxicacdo e toxicidade, e os
resultantes efeitos moleculares, dos compostos orginicos xenobidticos nos animais (as
setas a tracejado representam os efeitos moleculares toxicos) (Adaptado de Livingstone,
1991a)
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manifestagdes de toxicidade; (3) pode sofrer a transformagdo, de modo a facilitar a sua
excrecao, podendo neste processo ocorrer a activagao do composto, durante a qual se
formam metabolitos toxicos; e por ultimo (4) o composto pode ser excretado sob a
forma quimica original ou sob a forma de produto resultante de biotransformacao
(Livingstone, 1991a).

Os PAHs sdo compostos organicos altamente acumuldveis, uma vez que apresentam
uma estrutura hidrofébica. Esta caracteristica faz com que estes compostos tenham uma
taxa de eliminagdo reduzida, potenciando a sua acumulagdo nos tecidos (van der Oost et
al., 2003). Os PAHs acumulam-se preferencialmente nos lipidos, e por conseguinte nos
orgdos com mais teor lipidico, como o figado (peixes), hepatopancreas (crustaceos) ou
glandula digestiva (bivalves). No entanto, os PAHs, ao entrarem no organismo estiao
sujeitos a metabolismo. O primeiro passo no metabolismo dos PAHs ¢ mediado pelo
citocromo P450 (CYP450), nas chamadas reacgdes de biotransformagdo ou
metabolismo da fase I, que introduz um atomo de oxigénio aos PAHs, para os tornar
mais excretaveis.

A Dbiotransformagdo ¢ considerada como um mecanismo protector que reduz a
acumulac¢ao e a toxicidade dos xenobidticos, existindo no entanto, numerosos exemplos
em que o produto das enzimas desintoxicantes ¢ mais téxico que o composto inicial,
resultando na sua activagdo procancerigena. Um exemplo da activacdo enzimatica
bastante estudado ¢ a biotransformagao do benzo(a)pireno (BaP) (Fig. 1.9). O composto
ndo ¢ carcinogénico por si s6 mas requer activagdo enzimatica, catalisada pelo sistema
MFO. O CYP450 produz uma variedade de formas hidroxiladas e epdxidas, que por sua
vez sofrem posteriores transformacgdes (pelas enzimas da fase II acima mencionadas), de

forma a facilitar a sua excregao.
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Figura 1.9 - Reaccdes de biotransformagdo do benzo(a)pireno. (Adaptado de Barreira,
20006). (1 — benzo(a)pireno (B(a)P); 2 — (+)BaP-7,8 epdxido; 3 — (-)trans-BaP-7,8 diol; 4
— (+)anti-BaP-7,8 dihidrodiol-9,10 epdxido; 5 — conjugag¢do com a glutationa).

A activacao do BaP nas suas formas cancerigenas ¢ mediada pela isoenzima CYP1Al e
envolve duas epoxidacgdes sequenciais nas posi¢cdes 7,8 € 9,10 (passo 3 da Figura 1.8),
com uma hidrélise intermédia do 7,8-epdxido pela enzima epoxido hidrolase (passo 2).
Esta sequéncia produz um diol epéxido de BaP (passo 4), sendo esta a forma
carcinogénica do BaP pois este metabolito pode formar ligacdes covalentes com a
guanina do ADN resultando em pontos de mutagdo do ADN e subsequente activacao
oncogénica (Di  Giulio et al, 1995). Outros produtos gerados na
biotransformacdo/activacdo dos xenobioticos, além dos metabolitos mutagénicos e
carcinogénicos acima referidos, sdo os radicais livres de oxigénio: o radical anido

superoxido (Oy"), o perdxido de hidrogénio (H,O;) e o radical hidroxilo (*OH).
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1.4 — O citocromo P450 e o sistema MFO

Véarios componentes sao necessarios para as reacgoes da fase I catalisadas pelo sistema
MFOQO: este sistema ¢ composto por duas enzimas principais - o citocromo P450 e a
NADPH-citocromo P450 reductase. O citocromo bs € a NADH-citocromo bs reductase
também podem participar nas reacgdes de monooxidacdo. Outros componentes
necessarios sao o NADPH, o NADH, a membrana fosfolipidica e o oxigénio molecular.
As reductases funcionam como dadores de electrdoes para o CYP450 durante as reacgdes
de oxidagdo dos xenobidticos. Colectivamente, estes componentes controlam o ciclo
catalitico monooxigenase onde um atomo de oxigénio molecular (O,) ¢ incorporado no

composto, tornando-o mais soltvel (Fig.1.10).

koH "
Fe_ !
7 Ly ™ FE'

I+ I: ) RH -
Fe lste
KUOH [E]\(

FCH
[E) ®H
(3} o,
(Fe-O) /k '
‘xx (5) I{ FE-D; — 0,

Figura 1.10 - Ciclo catalitico das reaccdes de monooxidacdo de um xenobiodtico RH,
com produto de reac¢do ROH, mediado pelo CYP450. Na 1* etapa ha a ligagdo do
substrato com Fe oxidado do centro catalitico do cit P450 que altera o potencial redox e permite
a transferéncia de electrdes pela NADPH cit ¢ reductase, reduzindo o Fe*" a Fe** (2). Na 3*
etapa ha a ligagdo do oxigénio molecular a outro ponto adjacente Fe. O complexo ndo é estavel
e facilmente autooxidavel libertando o radical O** A reacg¢do continua com a transferéncia do
segundo electrdo (4). O O, reage com protdes do meio envolvente para formar H,O a qual é
libertada deixando uma forma de oxigénio activa (5) que pode reagir com o substrato (6)
resultando numa forma hidroxilada do substrato (7). (Adaptado de Di Giulio et al., 1995).
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O citocromo P450

O citocromo P450 pertence a uma superfamilia composta por uma grande quantidade de
isoenzimas que constam de uma Unica cadeia polipeptidica, de pesos moleculares
compreendidos entre os 45 e os 60 kDa e com uma Fe-protoporfirina IX (grupo hémico)
como grupo prostético (Buhler e Williams, 1989; Gokseyr e Forlin, 1992), e absorvem a
maxima quantidade luz nos 450 nm. Estd presente numa grande variedade de
organismos, desde bactérias até ao homem (Stegeman e Livingstone, 1998). O sistema
MFO esta envolvido numa variedade vias metabolicas de compostos enddgenos e
exogenos, e possui pelo menos trés tipos diferentes de actividade. A primeira é a
chamada actividade monooxigenase, que como resultado, ¢ na presenga de O, ¢ do co-
factor NADPH ou NADH, os compostos quimicos inertes podem se submetidos a
reaccdes de hidroxilagdo, epoxidagdo, N-, O- ou S- desalquilagcdo, desaminagdo,
sulfonizagdo, desulfuragdo ¢ dehalogenagao (Di Giulio et al., 1995). Estas reacgdes sdo
executadas com uma estequiometria tipica das reacgdes de oxidase fungdo-mista

(Vermeulen, 1996; Josephy, 1997).

XH + NADPH +H" + 0, —— XOH + NADP" + H,0

A segunda actividade do sistema MFO ¢ a libertagdo de espécies reduzidas de oxigénio,
frequentemente chamada de actividade oxidase, a qual envolve uma transferéncia de
electroes directa do citocromo P450 reduzido ao oxigénio molecular, com a
concomitante formagdo do radical anido superoxido (O;), o peroxido de hidrogénio

(H203) e o radical hidréxilo (+OH). A reacgao global ¢ (Vermeulen, 1996):

NADH +H"+0; ——» NADP' + H,0,
A terceira actividade do sistema P450 ¢ a actividade reductase, a qual ocorre em

condi¢des anaerdbias e envolve a transferéncia directa de electrdes para substratos
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reduzidos, tais como alcanos halogenados ou quinonas, para produzir radicais livres
intermédios. As reacg¢des redutoras processam-se melhor em condigdes (sub)celulares
de baixa tensdo de oxigénio, na presenga de NADPH. Finalmente, as enzimas P450
podem funcionar como peroxigenases numa variedade de reac¢des de hidroxilagdo
dependente de substrato peroxido (Vermeulen, 1996, Josephy, 1997).

O ferro hémico do CYP450 aceita um electrdo de cada vez, enquanto que a NADPH e a
NADH sao dadores de 2 electroes. Assim, os electrdes providenciados pelos nucleotidos
de piridina para o grupo hémico deve passar através de um “transformador”, que aceita
pares de electroes (na forma de anido hidreto H'), mas que entrega um unico electrao
para o atomo de ferro. Esta fung¢do é providenciada por uma proteina com dois grupos
de flavinas prostéticas, como a NADPH-citocromo P450 reductase (NADPH-red). Esta
consiste num grande dominio citosolico que contém duas flavinas (FAD e FMN) como
grupo prostético e um terminal N-peptido hidrofébico que se fixa as proteinas das
membranas. O fluxo de electroes passa da NADPH para a FAD ligada a reductase,

depois para a FMN e finalmente para o citocromo P450 (Fig. 1.11) (Josephy, 1997) .

F450 Reductaze

MNADPH

Figura 1.11 - Transporte de electrdes para o CYP450, mediado pela NADPH-citocromo P450
reductase.
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O citocromo b5 e a NADH-citocromo bs reductase

O citocromo b5 (Cit bs) ¢ uma heme-proteina que estd presente nos microssomas do
reticulo endoplasmatico, e pode servir como ligacdo na transferéncia de electrdes entre a
NADH e o citocromo P450, aumentando a capacidade catalitica de CYP450 (Porter
2002; Schenkman e Jansson, 2003). O citocromo bs estd principalmente envolvido na
biosintese de lipidos, funcionando como dador de electrdes para, no minimo, trés
desaturases microssomais distintas, que sintetizam 4cidos gordos, necessarios para a
fluidez da membrana. O Cit bs ¢ também essencial na sintese de plasmalogénio e
esterois, no ciclo reprodutor, além de ser responsavel pela reducdo da hemoglobina
(Guengerich, 2005). O citocromo b5 ¢ reduzido por uma NADH- dependente de
flavoproteina, a NADH-citocromo bs reductase (NADH-red), mas também pode ser
reduzido pela NADPH-citocromo P450 reductase (Fig. 1.12). O citocromo b5 funciona
assim como um receptor/dador de electrdes, recebendo um electrdio do CYP450
reduzido, devolvendo-o seguidamente apos ocorrer uma segunda reducdo do CYP450 e

a ligag@o ao oxigénio (ocorre no passo 4 da figura 1.10).

e Citocromo b5 ~ ) )
NADH\ E— reductase —— » | Citocromo b5 X
~N
S~ R /:_ Citocromo
T _ P450
. e
Citocromo /
_
NADPH P450 reductase

Figura 1.12 - Vias de transporte de electrdes para o CYP450, no reticulo
endoplasmatico (Adaptado de Porter, 2002).
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O citocromo b5 pode aumentar a capacidade catalitica do CYP450 por trés vias: na
transferéncia directa de electroes para o CYP450 (oxidagao do CYP450 oxiferroso pelo
citocromo bs, uma reac¢do também conhecida como entrega do segundo electrao, mais
rapido do que a CYP450 reductase) ou complexando com o CYP450 permitindo uma
transferéncia dupla de electrdes da NADPH-red numa unica interac¢ao com a reductase;
pela reducdo da formacgdo do anido superoxido e por acgdes directas que favorecem a
formagao de produtos sem alteragdo do potencial redox do citocromo bs (Schenkman e

Jansson, 2003; Zang et al., 2005).

1.5 - O citocromo P450 como biomarcador de exposicdo a hidrocarbonetos

Em geral, a concentragdo total de CYP450 e as actividades especificas (EROD, BPH)
da sua isoforma CYP1Al nos invertebrados ¢ menor que nos peixes sendo
particularmente baixa nos moluscos (Livingstone et al., 1989). No entanto, a quantidade
de CYP450 e a actividade do CYPIA1l pode ser induzida pela exposicdo a
contaminantes como os PAHs (Livingstone e Farrar, 1984, 1985), envolvendo o
aumento na transcri¢do do mensageiro ARN que codifica o CYP450. Como resultado da
inducdo, a taxa de transformag¢do quimica catalisada por este sistema ¢ também
aumentada (Di Giulio et al., 1995). A indugdo do CYP450 em estudos de laboratodrio foi
verificada em mexilhdes expostos a dleos ou outros indutores de CYP450 (Livingstone
et al., 1985, 1997; Michel et al., 1993, 1994) e em peixes. Stagg et al. (2000) estudaram
os efeitos de determinados PAHs na expressdo do mRNA de CYP1A1 e na actividade
da EROD no figado de salmao.

Em trabalhos de campo, também se verifica um aumento da concentragdo e das

actividades dos componentes do sistema MFO em mexilhdes recolhidos apds derrames
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de petroleo (Solé et al., 1996), quer em programas de avaliagdo da qualidade ambiental
(Porte et al., 1991, Solé 2000 a; Bebianno et al., 2007; Serafim et al., 2008; Lopes e
Bebianno, 2008). A inducdo e aumento da isoforma CYP1Al e da actividade da
benzo(a)pireno hidroxilase (BPH) foram detectadas em mexilhdes, ostras e améijoas
(Solé et al., 1994), assim como da actividade da EROD (transforma a etoxiresorufina
em resofurina) em peixes (Corsi et al., 2003; Lavado et al., 2006; Fernandes et al.,

2008) na presenca ambiental de PAHs.

Pelo facto de a concentragdo do CYP450 e da actividade da sua isoforma CYP1Al
poderem ser induzidas na presengas de compostos organicos, foi proposto usar este
sistema de desintoxicagdo como um biomarcador de exposi¢do a hidrocarbonetos, de
modo a avaliar o impacto destes contaminantes nos organismos marinhos (Rattner, et
al., 1989; Cajaraville et al., 2000). Os biomarcadores devem, segundo Livingstone et al.
(2000) 1) providenciar uma medi¢ao temporal e espacial integrada dos contaminantes
biodisponiveies; 2) demonstrar a causa-efeito através dos processos subsequentes; 3)
identificar a importancia das diferentes vias de exposi¢ao pela aplicacdo a organismos
de diferentes habitats e niveis troficos; 4) detectar a exposi¢do a compostos rapidamente
metabolizaveis, como os PAHs; 5) ter o potencial de reflectir uma alteracio em
diferentes niveis de organizag¢do bioldgica, servindo como alertas prévios contra os
efeitos ambientais dos contaminante. Assim, o citocromo P450, a sua actividade
especifica (BPH e EROD) e as restantes componentes do sistema MFO, tém sido
utilizadas como biomarcadores de contaminagdo por hidrocarbonetos, quer apos
derrames de petroleo (Solé et al., 1996; Porte et al., 2000 b; Monteiro et al., 2006) como
em estudos de campo (Livingstone, 1988; Porte et al., 2001 a,b; Livingstone et al.,
1995; Peters et al., 1999; Shaw et al., 2004; Coimbra et al., 2004). Nestes estudos a

variagdo da concentragdo de CYP450 mostrou responder as concentragdes de PAHs
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acumulados nos tecidos dos mexilhdes, num gradiente de contaminagdo ambiental,
devido aos derrames (no primeiro caso) e devido a fontes cronicas de contaminacgao,
resultantes das actividades maritimas (no segundo caso).

Na Tabela 1.5 sao apresentados niveis de CYP450 e restantes componentes do sistema
MFO encontrados em varias espécies e locais.

Na costa Sul de Portugal poucos sdo os estudos sobre a utilizagdo do citocromo P450
como biomarcador de exposi¢ao a produtos do petréleo (Bebianno et al., 2007; Serafim
et al., 2008), embora a sua acumulagdo tenha sido avaliada na costa Sul de Portugal em
mexilhdes (Lopes et al., 1999, 2000; Lopes ¢ Bebianno, 2001) e em améijoas Ruditapes

decussatus (Barreira, 2006; Barreira et al., 2007 b).

1.6 - Objectivos

Os moluscos bivalves, pela capacidade de acumular compostos organicos de natureza
antropogénica nos seus tecidos, particularmente na glandula digestiva, sdo considerados
mundialmente como bioindicadores de contaminagdo ambiental (Burns ¢ Smith, 1981;
Moore e Lowe, 1985; Bayne, 1989; Livingstone, 1991b; Venier e Canova, 1996; den
Besten, 1998; Nasci et al., 1999; Porte et al., 2001), fazendo parte do programa “Mussel
Watch” que teve inicio no ano de 1975 devido aos seus atributos (Golgberg, 1975;
Widdows e Donkin, 1992; Venier e Canova, 1996):

1 - os individuos do género Mytilus sdo membros dominantes das comunidades
costeiras e estuarinas, quer do hemisfério Norte como do Sul, minimizando os
problemas inerentes na comparacao de dados;

2 - sdo sedentarios e portanto melhores integradores de contaminagdo quimica que as

espécies moveis, numa determinada area;
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Tabela 1.5 - Concentragao e actividades dos componentes do sistema MFO, e actividade da BPH (benzo(a)pireno hidroxilase) em varias espécies.

Cit 450 "'418" NADPH-red Cit bs NADH-red BPH

Espécie Local (pmol/mg (ua/mg  (nmol/min/mg  (pmol/mg  (nmol/min/mg  (u.aflumg Referéncia
prot) prot) prot) prot) prot) prot)

Crustaceos
crustaceos (varias espécies) 43-910 2-29 95 0,5-49 den Besten, 1998
crustaceos (varias espécies) 328 40 Livingstone, 1998
Carcinus maenas n.d. 3,14+1,22 3,33+£1,22 Livingstone, 1994
Carcinus maenas Plymouth 223485 31,6%13 4+0.,4 35+1,7 22,540,8 38,3+5,2 Solé e Livingstone, 2005
Procambarus clarkii Mediterraneo 266+12 47,316,7 4,740,2 35+0,9 25,1£1,1 294+1,4 Solé e Livingstone, 2005
Peixes
peixes (varias espécies) 322 30,7 Livingstone, 1998
Platichthys flesus 81,9+4,4 9,4+1,9 Livingstone, 1994
Equinodermes
equinodermes (varias espécies) 63 8,4 Livingstone, 1998
Asteria rubens Plymouth 50,5+6,2 4,5+1 10,6+1,1 67,8+14,5 341,6+56,7 24,741,3 den Besten etal., 1990, 1998
Echinus esculentus Plymouth n.d. 5,6+1,9 70,1£15,8 26,1£13,7 den Besten et al., 1990, 1998
Holoturia forskali Plymouth 39,9+18,1 13+0,9 78,9+1,3 79,6+15 0,2 den Bestenetal., 1990, 1998
Holoturia forskali Mediterraneo 40,6+6,4 12,4423 4,240,6 15,743.8 26,610,5 12,3+5,2 Solé e Livingstone, 2005
Marthasterias glacialis Plymouth 75,7£7,2 3,7+1,4 12,4+5,7 40,8+1,3 44,1+12,8 9,1+1.8 den Besten et al., 1990, 1998
Moluscos
Gastrépodes
Buccinum undatum Plymouth 14£3,3 24,1£12 1,9+0,0 31,416,4 22,340,1 3,3+0,6 Solé e Livingstone, 2005
Littorina littorea 8-54 7,5-11,2 26-70 Livingstone, 1987
Littorina littorea n.d 7,5+0,4 26+2 Livingstone e Farrar, 1985
Nucella palillus Plymouth 80+12 28,243 7,2+0,6 47,4452 51,573 7,4+4.,6 Solé e Livingstone, 2005
Patella vulgata Plymouth 73,8+1 15+£2,6 10,23+0,8 46125 13943,9 19,741,7 Solé e Livingstone, 2005
Bivalves
bivalves (varias espécies) 3-134 4-15 26-160 10-37 den Besten et al., 1998
bivalves (varias espécies) 7310 21,2 Livingstone, 1990, 1998
bivalves (varias espécies) 8-134 4-22 26-160 3-35 Livingstone, 1991 a
Arca zebra 106 8,3 76 Stegeman, 1985
Bathimodiolus azoricus Fontes hidrotermais 168 - 186 89-146 1,7-2 57-97 48-57 Serafim et al., 2008
Cardium edule 20-85 5,3-10,6 80-94 Moore et al., 1989
Cerastoderma edule Plymouth 58,614 34,5+7,6 1,60,5 72,849.5 49,4437 8,1+1,6 Solé e Livingstone, 2005
Crassostrea gigas 27,4+£2.2 5,7+0,2 46,0+1,4 Solé et al., 1994
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Tabela 1.5 - Concentragao e actividades dos componentes do sistema MFO, e actividade da BPH (benzo(a)pireno hidroxilase) em varias espécies.

Cit 450 "'418" NADPH-red Cit bs NADH-red BPH
Espécie Local (pmol/mg (ua/mg  (nmol/min/mg  (pmol/mg  (nmol/min/mg  (uaflumg Referéncia
prot) prot) prot) prot) prot) prot)

Macrocalista maculata 79 4 81 Stegeman, 1985
Mya arenaria Plymouth 78,2424 39,243,5 5,5+0,7 41,844,8 34,145,6 10£0,1 Solé e Livingstone, 2005
Ostrea edulis 24,4422 4,6+0.4 52,4+5,0 Solé et al., 1994
Scrobicularia plana Plymouth 89+4.,4 42,7+1,2 2,5+0,2 58,4+5,9 15+2,1 0,7+0,5 Solé e Livingstone, 2005
Tapes semidecussatus 47,4433 12,4+0,9 45,944.5 Solé etal., 1994
Mytilus edulis 47-134 10,3-15,4 26-76 Livingstone e Farrar, 1984
M. edulis Galiza 46 - 83 10 - 20 14-16 52-78 Soléetal., 1996

Galiza 45,7-82,7 10,4-15,6 14-16 Porte et al., 2000 b

Galiza 45,9 -58,8 14,9-20,8 11,5-13,3 Porte et al., 2000 b

Galiza 28,5-374 11,9 13,6 7,1-8,8 Porte et al., 2000 b

Mar do Norte 15,6-30,4 7,4-9,2 11,6-29,1 Soléetal., 1998

Mar do Norte 17 -43 8-16 11-42 Solé, 2000 a

47£14 54422 26+2 Livingstone e Farrar, 1985
n.d. 2,91+0,22 1,83+0,39 Livingstone, 1994
101 8,1 37 Stegeman, 1985

M. galloprovincialis Arcachon, Franca 51,5 21,8 Suteau e Narbonne, 1988

Barcelona 68,6 = 13,9 24,1 4.8 19,3 +£2,3 74,7+ 16,9 Porte et al 1991

Delta do Ebro 56,2+5,1 18,2+1,2 24.9+1,6 54,2+2.1 Solé et al 1994

Delta do Ebro 477 +7,2 179+1,2 16,4 +2,5 63,1 £5,6 Porte et al 1991

Delta do Ebro 41 - 86 16 - 29 8-25 40 - 62 Solé et al., 1995a

Delta do Ebro 30-70 14 -27 8-19 50-90 Solé et al., 1995b

Galiza 43 - 83 10-20 14-16 45 - 78 Solé, 2000 a

Galiza 43 - 67 15-18 44 - 63 Porteetal., 2001 a

Mediterraneo 40 - 80 14 -27 8-25 80-135 Solé, 2000 a

Mediterraneo 56 - 86 20 - 25 20 - 25 76 - 266 Porte et al., 2001 b

Sul de Portugal 15,1-653 2,6-11,7 3,1-158 7,9 - 38,1 16,3 - 1272 (esta tese)

Sul de Portugal 46,1 -69,5 6,4-16,1 59-164 14,1 -78,3 19,1 - 68,9 (esta tese)

Sul de Portugal 46,3 - 78,2 Bebianno et al., 2007

Sul de Portugal 61,7 - 80,0 10-16 11-14 42-86 58-114 Serafim et al., 2008

Veneza 24-66 8-33 43 - 82 Solé, 2000 a

Veneza 24-57 8-12 51-82 Solé et al., 2000a

Veneza 56-66 27-33 Livingstone et al., 1995
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3 - sdo relativamente tolerantes a grandes variacdes das condigdes ambientais, incluindo
niveis moderadamente elevados de muitos tipos de contaminantes;

4 - s3o filtradores e concentram muitos compostos quimicos nos seus tecidos, com um
factor de bioacumulacdo de 10 a 10°. Este facto por vezes facilita a quantifica¢io de
contaminantes em traco nos seus tecidos comparativamente com a agua;

5 - a quantificagdo de compostos quimicos nos tecidos dos bivalves providencia-nos
uma avaliacdo da biodisponibilidade, a qual ndo ¢é aparente a partir da quantificagdo dos
contaminantes nos compartimentos ambientais (4dgua, particulas em suspensdo e
sedimento);

6 - comparativamente aos peixes e crustaceos, os bivalves tém menores niveis de
actividade dos sistemas enzimaticos capazes de metabolizar contaminantes organicos.
Assim, as concentra¢des dos contaminantes nos tecidos dos bivalves reflectem com
maior precisdo a magnitude da contamina¢do ambiental;

7 - as populagdes de mexilhdes sdo relativamente estaveis e sdo suficientemente grandes
para amostragens sucessivas, permitindo obter variacdes temporais nos niveis de
contaminagdo a curto e a longo prazo;

8 - podem ser rapidamente transplantados ¢ mantidos em gaiolas em locais de interesse,
tanto em zonas intertidais como subtidais, onde as populacdes ndo se desenvolvem
normalmente por inexisténcia de substratos adequados;

9 - os mexilhdes sdo uma espécie comercialmente importante a nivel mundial, ¢ a
quantificagdo de contaminag¢do quimica tem interesse no que diz respeito a satde

publica.

A exposi¢do cronica dos organismos marinhos a concentragdes subletais de

contaminantes, como compostos do petroleo (alifaticos e aromadticos), tem varios



efeitos a longo prazo, como sejam a sua acumulagdo nos tecidos, a reducao do potencial
de crescimento, interferéncias na alimentacdo e na reproducdo e alteragdes de
comportamento, sendo geralmente os individuos jovens mais sensiveis que os adultos
(Libes, 1991; GESAMP, 1993). Muitos compostos organicos sdo potencialmente
cancerigenos, podendo constituir uma ameaga tanto para as espécies em questdo como
para o homem (USEPA, 1976; Libes, 1991; GESAMP, 1993).

As zonas portuarias e a influéncia de descargas de origem urbana constituem fontes
cronicas de poluicdo por compostos organicos de natureza antropogénica, tendo por
vezes consequéncias importantes a longo prazo, uma vez que os organismos estao
permanentemente expostos a concentracdes subletais destes produtos, provocando ndo
s6 alteragdes fisiologicas nos individuos como também alteragdes nas suas
caracteristicas organolépticas. Ao longo da costa Sul de Portugal consideram-se fontes
crénicas de hidrocarbonetos as zonas que sofrem o impacto de marinas e de portos de
pesca ou comerciais, normalmente situados perto de centros populacionais, onde a
influéncia dos esgotos urbanos também se faz sentir. Por outro lado, a proximidade dos
esquemas de separacao de trafego maritimo a costa e o trafego costeiro relacionado com
as actividades de pesca e turismo, podem ser fontes cronicas de hidrocarbonetos de
petroleo.

Deste modo, pretende-se com esta dissertagdo avaliar os niveis de compostos organicos
de natureza antropogénica nomeadamente hidrocarbonetos do petroleo (alifaticos e
aromaticos policiclicos) ¢ os seus efeitos, nos mexilhdes Mytilus galloprovincialis,
recolhidos ao longo da costa Sul de Portugal em locais com diferentes graus de
contaminagdo. As zonas de amostragem abrangem areas com um marcado impacto
populacional e industrial, com o consequente trafego maritimo resultante das

actividades comerciais, de pesca, ¢ de recreio. Sdo portanto zonas com um nivel de
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contaminagdo cronica importante. Foram também seleccionados locais onde os niveis

de contaminag¢do sao menores, de modo a servir como uma area de referéncia.

Esta dissertagdo inicia-se com o presente Capitulo, onde se apresenta a composicao € as
principais caracteristicas dos hidrocarbonetos do petrdleo e se caracterizam as fontes,
fazendo referéncia aos derrames ocorridos em Portugal. Caracteriza-se o
comportamento do o6leo no mar apdés um derrame e¢ o destino dos compostos,
evidenciando o seu potencial de acumulacdo nos tecidos e aos seus efeitos toxicos e
subletais. Foi também descrito o mecanismo de desintoxicacdo que os organismos
possuem na presenca de hidrocarbonetos, sendo estas reac¢des de monooxidacao
mediadas pelo sistema MFO dependente do CYP450, que visa biotransformar e excretar
os compostos, de modo a proteger o organismo dos seus efeitos.

No Capitulo 2 ¢ descrita a recolha das amostras e s3o descritos os métodos analiticos
utilizados para a quantificacdo e identificacdo dos hidrocarbonetos do petroleo
(alifaticos e aromaticos) acumulados nos tecidos dos mexilhdes. Inclui-se ainda a
metodologia para a andlise bioquimica dos componentes do sistema MFO. Refere-se
ainda os métodos estatisticos utilizados.

No Capitulo 3 apresenta-se a variacdo espacial, sazonal e temporal da fraccdo dos
hidrocarbonetos alifaticos (n-alcanos , isoprenoides ¢ UCM), acumulados em mexilhdes
recolhidos em diferentes locais da costa Sul de Portugal. A avaliacdo da origem e tipo
desta contaminagao ¢ avaliada por marcadores quimicos.

No Capitulo 4 analisa-se a frac¢@o dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs)
nos tecidos dos mexilhdes. A variagdo sazonal e espacial ¢ também avaliada, com o
objectivo de caracterizar o grau de contaminagdo quer em termos de concentragdo total

como em termos de PAHs individuais. A origem e possiveis fontes destes
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hidrocarbonetos na costa Sul de Portugal, sdo identificadas tanto por razdes diagndstico
entre isomeros de PAHs, como pela comparagdo com “assinaturas” tipicas.

ApOs a exposicdo a contaminantes organicos, os organismos tendem a metabolizar estes
compostos em formas mais ou menos soluveis e excretdveis. O primeiro passo na
metabolizacdo destes compostos ¢ mediado pelo sistema monooxigenase de funcao
mista, dependente do CYP450. A inducdo dos componentes do sistema MFO tem sido
usada como biomarcador de exposicdo a compostos organicos, uma vez que as
concentragdes do sistema MFO reflectem as concentracoes de PAHs do meio
(Livingstone, 1988, Porte et al., 1991, Sol¢ et al., 1995, Porte et al., 2001 ab). Deste
modo, no Capitulo 5 analisa-se a variacdo dos componentes do sistema MFO na
glandula digestiva dos mexilhdes, e avalia-se a relacdo entre o CYP450 e os teores de
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos acumulados na parte edivel dos mexilhdes.

Uma forma de confirmar (ou ndo) a relagdo entre a exposicdo a contaminantes e a
capacidade de resposta dos biomarcadores ¢ a exposi¢cdo em laboratério em condigdes
controladas. No entanto, estas ndo reproduzem completamente as caracteristicas
ambientais reais. Nos ultimos anos, foi considerada a importancia de integrar a
componente ambiental quando se avalia o efeito do composto toxico nos organismos.
Assim, no Capitulo 6 foi aplicado o conceito da biomonitorizagdo activa (BA), na qual
organismos de um local “limpo” sdo transplantados para um local mais contaminado, e
vice-versa, permitindo o estabelecer relagdes causa-efeito entre a acumulagdo de
contaminantes ¢ os seus efeitos em condi¢des ambientais reais (Viarengo et al., 1995;
Nasci et al., 1999, Roméo et al., 2003 a, b). Nesta experiéncia, a bioacumulagio e
depuragdo das concentragdes dos hidrocarbonetos (alifaticos e aromaticos) foram
avaliados, assim como os seus efeitos ao nivel dos componentes do sistema MFO, de

forma a compreender a metabolizagdo destes compostos nos mexilhdes. Por fim, no
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Capitulo 7 ¢ apresentada a discussao geral, na qual se relaciona as concentragdes e
principais origens dos hidrocarbonetos do petroleo na costa Sul de Portugal, e as suas

relagdes com o sistema MFO, no mexilhdo M. galloprovincialis.
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2 - MATERIAL E METODOS
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2.1 - RECOLHA DE AMOSTRAS

Amostras de mexilhdo Mytilus galloprovincialis (5 a 6 cm de comprimento; n=100)
foram recolhidas em 8 locais da costa Sul de Portugal: Sagres (SG), Lagos (LG),
Portimao (PT), Vilamoura (VM), Faro (FR), Olhdo (OL), Tavira (TV) e Vila Real de
Santo Antonio (VRSA) (Fig. 2.1), em situacdo de baixa-mar durante as marés-vivas
(infralitoral) e foram transportados vivos para o laboratério. Apos 24 horas de
depuracdo, os organismos seleccionados para as andlises quimicas (n=50) foram
congelados a -20 °C, e os organismos destinados as analises bioquimicas (n=50) foram
dissecados e as glandulas digestivas congeladas em azoto liquido e armazenadas a -80

°C até a analise.
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Figura 2.13 — Locais de amostragem de M. galloprovincialis na costa Sul de Portugal.

2.2 - ANALISES QUIMICAS

2.2.1 - Material de vidro

O material de vidro utilizado em todas as andlises quimicas foi previamente

descontaminado durante 15 minutos num banho de ultra-sons (Selecta), com 5 litros de
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capacidade, usando um detergente alcalino a 5%, EXTRAN AP 13 (Merck, Alemanha),
lavando-se posteriormente com agua destilada. Foi posteriormente lavado com acetona,
envolto em papel de aluminio e colocado na estufa a 50 °C. As pipetas Pasteur e todo o
material a ser pesado (vials) foram deixados 12 horas em mufla a 450 °C. Foram

guardados até a sua utilizacao envoltos em papel de aluminio.

2.2.2 - Solventes e adsorventes

Os solventes (grau de pureza para analise vestigial) foram adquiridos a Merck com
excepcdo do n-hexano que foi purificado no laboratério por destilagio de
fraccionamento com uma coluna Dufton. A pureza final foi confirmada por GC-FID
Perkin-Elmer “AutoSystem XL”. O iS0-octano ¢ o acetonitrilo utilizados tinham grau de
pureza para analise vestigial em GC e HPLC. A agua usada foi de qualidade Milli-Q. O
sulfato de sodio anidro, a silica-gel (40-60 um mesh) e a alimina (70-230 um mesh)

foram a activar a 350, 120 e 350 0C, respectivamente, durante 8 horas.

2.2.3 - Extraccdao e fraccionamento

Os hidrocarbonetos do petrdleo foram extraidos em triplicado em amostras compostas
de 3 a 4 mexilhdes (£ 8 gramas), que foram descongeladas a temperatura ambiente,
mantendo os organismos apoiados na concha de modo a que o liquido intervalvar

escorresse. Os tecidos foram separados das conchas e pesados, macerados com sulfato
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de soédio anidro (Na,SO4) até se formar um po6 solto. O macerado foi extraido em
Soxhlet com 250 ml de uma solucao de n-hexano:diclorometano (4:1) durante 24 horas.
Apos arrefecer a temperatura ambiente o volume do extracto foi concentrado até cerca
de 30 ml num rotavapor Biichi R.114 acoplado a um banho Waterbath B48. O extracto
foi transferido para tubos de rosca de 100 ml e saponificado com 10 ml de NaOH a 6%,
num banho-maria a 30 °C, durante 18 horas. A fase organica foi separada da fase aquosa
com 3 lavagens de n-hexano:diclorometano (4:1). O volume final da fase orgénica foi
concentrada no rotavapor e posteriormente evaporada a secura com um jacto suave de
azoto, num banho quente (30°C) (Thermolyne Type 17600 Dri-Bath), sendo
ressuspendida em 10 ml de n-hexano.

Seguidamente procedeu-se a purificagdo e fraccionamento da amostra por cromatografia
de adsorc¢ao, utilizando colunas (30 cm comprimento ¢ 1 cm diametro interno) de silica
gel-alumina (40-60 um e 70-230 wm, respectivamente) (8g + 8g) em n-hexano,
activadas a 120 e 450 °C, respectivamente. A frac¢do da amostra que contém os
hidrocarbonetos alifaticos (HA) (frac¢ao 1) foi eluida com 50 ml de n-hexano, e a
fracgdo que contém os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) (fracgdo 2) foi
eluida com 25 ml de n-hexano-diclorometano (9:1) e 25 ml de n-hexano-diclorometano
(4:1). As duas fracgdes recolhidas foram concentradas até aproximadamente 1 ml e
posteriormente evaporadas a secura com azoto, num banho quente. A frac¢do dos
hidrocarbonetos alifaticos foi diluida em 300 ul de iso-octano (Merck) ¢ a dos
aromaticos policiclicos em 300 pl de acetonitrilo (Merck).

Esquematicamente, o procedimento foi o seguinte:
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3-4 organismos

(Na,SO4)

V

Extracc¢ao por Soxhlet 24 horas

(n-hexano:diclorametano 4:1)

\

Saponificagdo

(NaOH 6%; 30°C 18 horas)

/

Separar a fase organica

(3 vezes com n-hexano:diclorametano 4:1)

{

Fraccionar e purificar

(cromatografia silica-alimina 8+8 gramas)

\

Hidrocarbonetos Alifaticos (HAs) -<=— n-hexano

/ \

GC-FID n-hexano:diclorametano —=>  Hidrocarbonetos

(9:1 +4:1) Aromaticos Policiclicos (PAHs)

HPLC-UV

2.2.4 — Analise e quantificacdo dos hidrocarbonetos alifaticos (HAS)

Os hidrocarbonetos alifaticos foram analisados por cromatografia de gasosa (GC) com
um detector de ionizacdo de chama (FID). Foi utilizado um cromatografo Perkin-Elmer
“AutoSystem XL” com um injector automatico. As temperaturas do injector e do

detector foram de 280 e 330 °C, respectivamente, e o gas de arraste utilizado foi o hélio,
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com um fluxo de 2 cm’min™. Utilizou-se uma coluna do tipo DB5 (J&W, Scientific,
USA) com uma fase estaciondria de 5% fenil-metil-polisiloxano, com 30 metros de
comprimento e didmetro interno de 0,25 mm. O programa de temperaturas constava de
uma rampa inicial de 70 °C durante 1 minuto, aumentando até 300 °C a 6 °C min™', que
se manteve por 15 minutos. Os diferentes HAs foram identificados e quantificados
através da comparacdo com os tempos de retencdo dos HAs do padrdo. O padriao de
HAs ¢ composto pelos n-alcanos C15, C16, C17, C18, C19, C22, C23, C24, C28, C32,
C36 e pristano, diluidos em iS0-octano em concentragdes que oscilam entre 6,66 e 13,33
ng/ml. Na Figura 2.2 estd representado um cromatograma obtido para o padrdo de HAs.
A concentragdo de HAs das amostras de mexilhdo é expressa em ng/g peso humido
(ng/g ph). Por cada conjunto de 5 amostras foi injectado um solvente (para limpar a

coluna) e um padrao.
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Figura 2.2 — Cromatograma do padrao de n-alcanos .
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Os limites de deteccdo foram determinados calculando a quantidade de amostra

necessaria para obter um pico com 3 vezes a altura do ruido da linha de base dos

cromatogramas (Lindsay, 1992) (Tab. 2.1). Ao longo do processamento das amostras,

foram efectuados ensaios em branco, fazendo uma extrac¢ao de sulfato de s6dio numa

quantidade semelhante a das amostras, e analisados do mesmo modo. Nao foram

detectados HAs nos brancos. A reprodutibilidade foi assegurada pela analise de trés

replicados por cada amostra, cujo desvio padrao ndo excedeu os 25%.

Tabela 2.1 - Limites de deteccdo dos hidrocarbonetos alifaticos (HAs) e

aromaticos policiclicos (PAHs) analisados.

HAs PAHs
Limite de detecgao Limite de deteccao
Composto (ng/e) Composto (ng/e)

n-Ci,4 0,2 Naftaleno 0,11
n-Cis 0,2 Acenaftileno 0,13
N-Cig 0,1 Acenafteno 0,24
n-C, 0,2 Fluoreno 0,02
n-Cig 0,3 Fenantreno 0,01
n-Cio 0,1 Antraceno 0,01
n-Cy, 0,2 Fluoranteno 0,02
Nn-Cy; 0,2 Pireno 0,02
N-Cyy 0,2 Benzo(a)antraceno 0,01
Nn-Cyg 0,1 Criseno 0,01
n-Cs, 0,2 Benzo(b)fluoranteno 0,01
n-Cse 0,2 Benzo(k)fluoranteno 0,01
Pristano 0,1 Benzo(a)pireno 0,01
Fitano 0,1 Dibenzo(a,h)antraceno 0,06
Benzo(g,h,i)perileno 0,03

Indeno(123-cd)pireno 0,01

2.2.5 — Analise e quantificacdo dos PAHs

A andlise e quantificacdo dos PAHs foi efectuada por HPLC-UV (Cromatografia

Liquida de Elevada Pressdo) através do uso de uma bomba binaria Spectra System
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P2000, ligada a um detector Spectra System UV3000HR, acoplado a uma interface
Spectra SystemSN4000, com um processador de dados ChromQuest Chromatography
Data System. A coluna utilizada foi do tipo C-18 Lichrocart 250-3 Lichrospher PAH 5
um (Merck) com pré-coluna Lichrocart 4-4 Lichrospher (Merck). Usou-se como
eluentes dgua e acetonitrilo (a 50% durante 10 minutos) seguidos de acetonitrilo durante
35 minutos e de agua e acetonitrilo a 50 % durante 3 minutos.

Os diferentes PAHs foram identificados através da comparacdo dos tempos de retengao
e dos espectros UV-Vis entre 200 e 450 nm, com o dos PAHs do padrdao. O padrao
utilizado contém uma mistura de 16 PAHs (EPA 610 PAH Mix, Sigma), constituido por
naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno, pireno,
benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)pireno,
dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno e indeno(1,2,3,cd)pireno. A quantificagdo
dos PAHs individuais das amostras foi efectuada através da comparacdo com as areas
dos picos do padrao diluido 1:200 a 254 nm. Por cada conjunto de 5 amostras foi
injectado um solvente (para limpar a coluna) e um padrdo. A concentracdo dos
diferentes PAHs ¢ expressa em ng/g peso huimido (ng/g ph). Na Figura 2.3 esta
representado um cromatograma obtido para o padrao de PAHs. Os limites de detec¢ao
foram determinados calculando a quantidade de amostra necessaria para obter um pico
com 3 vezes a altura do ruido da linha de base dos cromatogramas (Lindsay, 1992), e
variaram entre 0,01 e 0,24 ng/g (Tab. 2.1)

A quantificacao dos PAHs foi validada pela analise de material de referéncia SRM 2977
(NIST — Tecido liofilizado de mexilhdes Perna perna). Cerca de 2 gramas (n=3) de
SRM 2977 foi extraido, purificado e analisado do mesmo modo que as amostras. Na

Tabela 2.2 estdo apresentados os valores certificados, as concentragdes obtidas e as
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taxas de recuperacao dos diferentes PAHs do material de referéncia, que variou entre

55,1 (pireno) e 122,6 % (naftaleno).
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Figura 2.3 - Cromatograma do padrao de PAHs

Tabela 2.2 -Comparacao da concentragdo de PAHs obtidos no material de referéncia

SRM 2977 (NIST) com as certificadas, e respectivas taxas de recuperagdo (n=3).

SRM 2977 (ng/g p.seco)

Compostos Concgn_tragc”)es Concen_tra(;()es Taxa de
certificadas obtidas recuperacéo (%)
Naftaleno 19 £ 5** 23,3+0,72 122,6
Acenafteno 4,2 +0,4%* 4,45 +0,28 106,0
Fluoreno 10,24+ 0,43 10,9+ 3,11 106,9
Fenantreno 35,1£3,8 31,7+ 4,42 90,3
Antraceno 8 + 4** 5,8+0,28 72,5
Fluoranteno 38,7+ 1,0 24,6 £2,62* 63,6
Pireno 789 +3,5 43,5+19,6 55,1
Benzo(a)antraceno 20,34 + 0,78 22,8 +3.3 112,1
Criseno 49 4 D ** 39,3+ 6,34 80,2
Benzo(b)fluoranteno 11,01 £0,28 9,1+1,32 82,7
Benzo(k)fluoranteno 4+ 1** 3,98 +1,21 99,5
Benzo(a)pireno 8,35+0,72 7,94+ 1,7 95,1
Dibenzo(a,h)antraceno 1,41+0,19 1,28 +£0,2 90,8
Benzo(g,h,i)perileno 9,53 +£0,43 8,73+ 1,01 91,6
Indeno(1,2,3 cd)pireno 4,84 + 0,81 4,20 £1,1 86,8

* Significativamente diferente; ** Valores de referéncia
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2.3 - ANALISES BIOQUIMICAS

2.3.1- Fraccionamento subcelular

As frac¢des microssomais das glandulas digestivas dos mexilhdes obtiveram-se segundo
o método de Livingstone ¢ Farrar (1984) e Livingstone et al. (1985, 1989, 1995).
Amostras compostas de 6 glandulas digestivas (2-3 gramas; n=3) foram pesadas para a
determinagdo do peso hiimido, e todos os procedimentos subsequentes realizados a 4°C.
As amostras foram homogeneizadas, ainda congeladas, com tampao de homogeneizac¢ao
composto por 10 mM de Tris-HCI pH 7,6 contendo 0,5 M de sacarose e 0,15 M de
KCI, numa proporg¢ao de 1:3,5 (peso do tecido:volume de tampao). A homogeneizacdo
foi realizada com um homogeneizador Ultra Turrax T25 (Janke & Kunkel) durante 2
minutos, mantendo a amostra em banho de gelo. O homogeneizado foi seguidamente
centrifugado a 500 g a 4 °C, durante 15 minutos e o sobrenadante centrifugado a 12000
g durante 45 minutos, também a 4 °C, numa centrifuga Beckman J2 MC. Este novo
sobrenadante foi posteriormente centrifugado a 100000 g durante 90 minutos numa
ultra-centrifuga Beckman XL 80. O precipitado resultante desta centrifugag¢do foi
cuidadosamente lavado com um pequeno volume de tampao microssomal (20 mM Tris-
HCI pH 7,6 e 20% glicerol (p/v)), a 100000 g durante 30 minutos. Este ultimo
precipitado ¢ denominado fraccdo microssomal, que contém pequenas vesiculas da
membrana do reticulo endoplasmatico, os ribossomas. Por fim a fracgdo microssomal ¢é
ressuspendida em tampao microssomal de modo a resultar numa concentragdo proteica
de 5 a 10 mg/ml (o que equivale a 1 grama de tecido fresco em 0,5 ml de tampao),
guardando-se em aliquotas a —80 °C ndo mais de duas semanas. Esquematicamente, o

procedimento foi o seguinte:
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glandula digestiva

{

homogeneizar
(sol. tampao homogeneizagdo 1:3,5 p/v)

centrifugar
(500 g, 15 min)

v
v V

sobrenadante residuo
(12 000 g, 45 min)

y
\ Y

sobrenadante residuo
(100 000 g, 90 min)

y
\ y

sobrenadante residuo microssomal == lavar (sol. tampao microssomal, 100 000 g, 30 min)

2.3.2— Sistema Monoxigenase de Funcao Mista (Sistema MFO)

O sistema MFO, também denominado sistema de monooxigenase dependente do
citocromo P450, ¢ um complexo multienzimético que funciona como uma cadeia de
transporte de electrdes, cujos componentes principais sdo o citocromo P450 (CYP450) e
a NADPH citocromo ¢ reductase (NADPH-red). Os componentes do sistema MFO
foram analisados na fraccdo microssomal da glandula digestiva de mexilhdes M.

galloprovincialis por espectrofotometria UV-Vis

A - Citocromo P450 (CYP450)

As concentragdes totais de citocromo P450 (CYP450) e o pico “418” (P418) foram

quantificadas pela diferenca de espectro de monoxido de carbono (CO) entre amostras
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reduzidas com ditionite de sdédio (Livingstone, 1988), usando um coeficiente de
extingdo de 91 mM-1lcm™ (Estabrook e Werringloer, 1978), num espectrofotometro de
feixe duplo UV-3000 Shimadzou. O protocolo laboratorial foi o seguinte:

- 1 ml de 100 mM Tris-HCI pH 7,6, 900 ul de dgua milli-Q e 100 ul de
microssomas foram misturados e divididos por duas cuvetes;

- o monodxido de carbono foi borbulhado numa cuvete (amostra) com um fluxo
de 70 bolhas min™, durante 1 minuto. Seguidamente 1é-se a linha de base
com a cuvete da amostra ¢ a de referéncia (sem CO), através de um
varrimento de espectro entre os 400 e os 500 nm.

- adicionaram-se alguns graos de ditionite de sddio as duas cuvetes e leu-se a
diferenga de densidade optica entre os 400 ¢ os 500 nm, em triplicado,
utilizando a correc¢do da linha de base.

O pico a baixo comprimento de onda observado no mesmo espectro, com Ay a cerca
de 418 nm, mas variando entre 416 e 420 nm (Livingstone e Farrar, 1984), foi também
quantificado em termos de unidades arbitrarias. (altura do pico Amax - 490nm x 10° ).
Segundo Livingstone e Farrar (1984), este pico pode ser devido a uma molécula
resultante da quebra do citocromo P450, mas devido a sua grande abundancia ¢
geralmente classificada como uma outra hemoproteina, tal como um citocromo ou uma
peroxidase.

O calculo da concentragdo do citocromo P450 obtém-se da seguinte forma:

AA x 10° pmol ml™ 1 10° pl
X X = pmol mg™' prot
e (mM'em™) % V amostra (ul)* [prot] (mg ml™)

(*) 2 V amostra — considera-se metade do volume da amostra pois esta ¢ dividida por duas
cuvetes. AA ¢ a diferenca de absorvancia do pico obtido aos 450 nm.
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Para a quantificagdo correspondente ao pico 418 ¢ utilizada a seguinte equacao:

AA x 10° 10° ul
X = unidades arbitrarias (u. a.)
% V amostra (ul) * [prot] (mg ml™)

*) %2 V amostra — considera-se metade do volume da amostra pois esta ¢ dividida por duas
cuvetes. AA ¢ diferenca de absorvancia do pico obtido aos 418 nm.

B - Citocromo bs (Cit bs)

O citocromo bs foi quantificado de modo semelhante, medindo a diferenga de
absorvéncia entre os 409 e os 425 nm, com um coeficiente de extingdo de 185 mM'cm™
(Estabrook & Werringloer, 1978), cujo protocolo laboratorial foi o seguinte:
- em duas cuvetes colocaram-se 500 pl de 100 mM Tris-HCI pH 7,6; 400ul de
agua milli-Q e 50 ul de microssomas. Seguidamente regista-se a linha de base;
- na cuvete da referéncia adiciona-se 50 pl de dgua milli-Q e na da amostra
adiciona-se 50 ul de NADH (0,5 mg/ml de 4gua milli-Q). Regista-se a diferenga
de densidade Optica entre os 400 e os 450 nm, em triplicado, utilizando a
correccdo da linha de base.
Os resultados da concentragdo do citocromo bs obtém-se a partir do seguinte calculo,

onde ¢ feita a correc¢do devida ao aumento da absorvancia provocada pela adi¢do do

NADH:
(AOD + 0,0007) V cuvete (pl) 10°

X X = pmol bs mg™' prot
e (mM'em™) V amostra (pul) [prot] (mg ml™)

onde AOD ¢ a diferenca de absorvancia entre o pico obtido aos 409 e o pico obtido aos 425 nm.
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C - NADPH citocromo c reductase (NADPH -red)

A actividade da enzima NADPH citocromo ¢ P450 reductase (NADPH-red) foi
determinada através do aumento de absorvancia a 550 nm provocada pela redugdo do
citocromo €. O citocromo reduzido tem um maximo de absorvancia a 550 nm e um
coeficiente de extingdo £=19.6 mM 'ecm™ (Shimakata et al., 1972). O principio segundo
o qual se fez a medi¢ao baseia-se na seguinte reac¢ao:

NADPH + H" + 2 cit Coxia —p NADP" +2H" + 2c¢it Creq

A quantificagdo foi efectuada utilizando 50 pl de microssomas num volume final de 1
ml de solugdo, que também continha 500 pl de Tris-HCI 100 mM pH 7,6; 50 ul de KCN
20 mM; 300 pl de agua milli-Q; 50 pl de citocromo ¢ 1,2 mM. As cuvetes sdo pré-
incubadas durante 1 minuto a temperatura ambiente, adiciona-se os 50 pl de
microssomas e 1é-se a linha de base. Posteriormente adiciona-se 50 pl de NADPH 6
mM, dando-se inicio a reac¢do de reducdo do citocromo C, ¢ 1é-se o aumento da
densidade optica. A quantificacdo da enzima € corrigida com o factor de correc¢do
0,0002 equivalente ao aumento da densidade Optica provocado pelos 50 ul de NADPH
num volume final de 1 ml, ao qual se chama taxa quimica. A actividade da NADPH-red
obtém-se da seguinte forma:
AA* (min™) V cuvete (ul) 10°

X X = nmol min"'mg™ prot
e (mM'em™) V amostra (ul) [prot] (mg ml™)

*AA = (Aabs-linha de base)- taxa quimica.
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D - NADH citocromo bs reductase (NADH-red)

A quantificagdo desta enzima tem o mesmo principio que a anterior, variando a
quantidade de microssomas e de agua, sendo 10 pl e 340 pl respectivamente. O factor
de correcgao utilizado para os calculos da actividade da NADH cit bs reductase foi de

0,00018, equivalente ao aumento originado por 50 ul de NADH.

2.3.3 — Determinacdo da concentracéo de proteinas

Todos os resultados das analises bioquimicas sdo referentes ao conteudo proteico dos
organismos analisados. Assim, para a determinacdo das proteinas microssomais totais
foi utilizada uma modifica¢do do método de Lowry et al. (1951). Para efectuar a
referida andlise prepararam-se trés solugdes:
e Solugdo A — Solugdo aquosa de tartarato de sodio e potassio a 7 mM,
carbonato de s6dio a 35 mM e NaOH a 0,5 M.
e Solu¢do B - Solugdo aquosa de tartarato de sodio e potassio a 7 mM,
sulfato de cobre a 40 mM e NaOH a 0,1 M.
e Solucdo C — Reagente de Folin e Ciocalteau’s diluido em dgua milli-Q

na proporcao 1:15.

Para a quantificagdo da concentracdo de proteinas foi efectuada uma recta de

calibragdo, utilizando BSA (serum de albumina de bovino, Sigma) como padrdo, a

diferentes concentracdes (0,02; 0,04; 0,1; 0,2 e 0,4 mg/ml).
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De seguida pipetam-se para tubos de ensaio, em triplicado, 250 pl dos padrdes e 250 pl
de agua Milli-Q (branco de agua), 250 ul de amostra diluida 1:50 ou 1:100 e 250 ul do
tampao microssomal (branco da amostra), diluida da mesma forma que a amostra.
Adiciona-se a cada tubo 230 ul de solugao A, colocam-se os tubos em banho-maria a
50°C durante 10 minutos. Seguidamente, adiciona-se a cada tubo 50 ul de solucdo B e
deixa-se repousar durante 10 minutos a temperatura ambiente. Adiciona-se depois 750
ul de solucao C a cada um dos tubos, que se colocam posteriormente a 50 °C durante 10
minutos. Apds arrefecimento a temperatura ambiente, a concentragdo das proteinas foi

determinada por espectrofotometria de absor¢ao a um comprimento de onda de 650 nm.

2.4 — ANALISE ESTATISTICA

Os dados (hidrocarbonetos e sistema MFOQO) sdo apresentados como média + desvio
padrao. As diferencas verificadas nos tecidos dos mexilhdes entre locais € meses foi
avaliada pela analise de variancia (ANOVA) as quais foi efectuado o teste de Duncan,
para um nivel de significancia de 0,05, através do programa Statistica 5.0. De modo a
determinar os padrdes gerais da distribuicao espacial e sazonal dos hidrocarbonetos
alifaticos e aromaticos, assim como dos componentes do sistema MFO, foi efectuada a
analise dos componentes principais (PCA) e a andlise de correspondéncia candnica
(CCA), utilizando o programa Canoco (Ter Braak, 1995). Para avaliar as fontes e
origens dos PAHs nos tecidos dos mexilhdes, o perfil de distribuigdo dos PAHs
individuais foi comparado com “assinaturas” retiradas da bibliografia, através do
programa Umetrics, por intermédio da analise PLS (Partial Least Squares). A analise de

regressao foi também utilizada nas relagdes entre o CYP450 e os PAHs.
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3-DISTRIBUICAO DE HIDROCARBONETOS ALIFATICOS (HAs) EM
MEXILHOES Mytilus galloprovincialis DA COSTA SUL DE PORTUGAL
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3.1- INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos do petréleo incluem os hidrocarbonetos alifaticos (n-alcanos,
alcanos ramificados, isoprenoides e compostos ciclicos tais como os marcadores
geoquimicos hopanos e esteranos) e hidrocarbonetos aromaticos incluindo os PAHs. A
sua andlise pode ser usada de modo a fornecer informacdo sobre as fontes de
contaminag¢do por hidrocarbonetos e a extensdo da degradacdo ambiental dos mesmos.
Os hidrocarbonetos alifaticos de origem antropogénica que entram no meio marinho
incluem o petréleo e seus derivados, produtos de combustdo e compostos sintéticos. A
via de entrada no ambiente marinho pode ser diversa, desde acidentes com petroleiros,
deposicdo atmosférica, escorréncias urbanas, industriais e domésticas. Além das fontes
antropogénicas, os hidrocarbonetos sintetizados por organismos (hidrocarbonetos
biogénicos) podem também estar presentes no ambiente, cuja fraccdo alifatica ¢ a
predominante e ocorrem em varias espécies de animais e plantas marinhos e terrestres
(Pena-Méndez et al., 2001).

Os n-alcanos sdo hidrocarbonetos saturados de cadeia linear (C,+Hani2), cuja cadeia
pode ter até 40 4tomos de carbono ou mais. A sua concentracdo ¢ maioritaria nos
hidrocarbonetos do petréleo e o predominio de um determinado n-alcano pode
identificar a sua origem. A presenca (ou auséncia) de uma lomba nos cromatogramas
obtidos durante a analise quimica através da cromatografia gasosa (GC-FID), chamada
mistura complexa ndo resolvida (Unresolved Complex Mixture — UCM), ¢ um sinal da
presenca de contaminacdo petrolifera, e/ou da presenga de uma mistura complexa de
hidrocarbonetos biodegradados. A UCM ¢ considerada o resultado de varias co-elui¢des
de isomeros e homologos de hidrocarbonetos ramificados e ciclicos, estruturalmente

complexos (Mille et al., 2007). Quanto menor for a UCM, maior sera a degradacao
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ambiental sofrida. Os hidrocarbonetos isoprenoides, pristano e fitano, presentes nos
crudes podem ser originados naturalmente (diagénicos) através de reaccdes poOs-
deposicionais envolvendo a hidrogenacao catalitica dos fitadienos. Também podem ser
biogénicos quando derivam da cadeia lateral de fitol da clorofila, quer sob condicdes de
reducdo (fitano) quer sob condigdes de oxidagao (pristano) (Mille et al., 2007).

A identifica¢do da contaminag@o por hidrocarbonetos alifaticos baseia-se na analise de
marcadores quimicos que exibem perfis caracteristicos que reflectem a origem da
contaminagdo: biogénica, pirogénica, e/ou petrogénica, assim como o grau de
degradagdo ambiental do contaminante. Os principais marcadores quimicos usados sao
os N-alcanos totais (TAlc) (soma da concentragdo individual dos n-alcanos Cl14 ao
C36), UCM; n-C17/Pristano; n-C18/Fitano; n-C17/n-C29; CPI - Indice de Preferéncia
de Carbono (soma das concentragdes individuais dos n-alcanos impares C15-C35 /
soma das concentragdes individuais dos n-alcanos pares C14-C36) e hidrocarbonetos
isoprenoides (Pristano/Fitano) (Carro et al., 2006).

Este Capitulo tem como objectivo estudar a distribuicdo espacial e sazonal da
contaminag¢do por hidrocarbonetos alifaticos em mexilhdes M. galloprovincialis
recolhidos em diferentes locais ao longo da costa Sul de Portugal, assim como

identificar as fontes dessa contaminagao através de marcadores quimicos.

3.2- MATERIAL E METODOS

Amostras de mexilhdo M. galloprovincialis foram recolhidas nos 8 locais da costa Sul
de Portugal: Sagres (SG), Lagos (LG), Portimao (PT), Vilamoura (VM), Faro (FR),

Olhao (OL), Tavira (TV) e Vila Real de Santo Antonio (VRSA) (Fig. 2.1; Cap. 2),
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durante um ano consecutivo (distribui¢do anual): Inverno I (Fevereiro de 1996);
Primavera (Abril de 1996), Verao (Agosto de 1996), Outono (Outubro de 1996) e
Inverno 11 (Fevereiro de 1997) e pontualmente 6 anos depois (distribuicdo temporal):
Inverno III (Dezembro 2003), para avaliar a evolucao da contaminagao ambiental por
hidrocarbonetos alifaticos. A recolha das amostras, a extrac¢do, fraccionamento e
analise quimica dos hidrocarbonetos alifaticos (HAs), assim como a andlise estatistica
aplicada aos dados, estdo descritos no Capitulo 2.

Os hidrocarbonetos alifaticos foram extraidos por Soxhlet com uma mistura de n-
hexano/diclorometano, fraccionados por cromatografia de adsor¢do com silica-alimina,
e quantificadas por GC-FID. O padrao de HAs é composto pelos n-alcanos C15, C16,
Cl17, C18, C19, C22, C23, C24, C28, C32, C36 ¢ pristano, diluido em iSo-octano em
concentragdes que oscilam entre 6,66 e¢ 13,33 ug/ml. Os limites de detec¢do oscilam
entre 0,1 e 0,3 ng/g. Nao foram detectados HAs nos brancos analiticos. As diferengas da
concentragdo dos hidrocarbonetos alifaticos nos tecidos dos mexilhdes entre locais e
meses foi avaliada pela analise de variancia (ANOVA) as quais foi efectuado o teste de
Duncan, para um nivel de significancia de 0,05, através do programa Statistica 5.0. De
modo a determinar os padrdes gerais da distribui¢do espacial e sazonal dos HAs, foi
efectuada a andalise dos componentes principais (PCA) e a andlise de correspondéncia
canodnica (CCA), utilizando o programa Canoco (Ter Braak, 1995), como descrito no

Capitulo 2.
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3.3 - RESULTADOS

3.3.1- Distribuicdo Anual

A - n-alcanos totais e UCM

A concentragdo total de n-alcanos (TAlc: somatério da concentragdo individual dos n-
alcanos C14 ao C36) nos tecidos de mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos ao longo
da costa Sul de Portugal esta representada na Figura. 3.1 e na Tabela 3.1. De um modo
geral, os niveis de TAlc sd3o mais elevados no Outono e no Inverno do que na
Primavera e no Verdo. Os niveis mais elevados foram detectados em VM
(essencialmente no Verao, Outono e Inverno I e II), e em OL (no Outono e Inverno I),
embora LG e VRSA também apresentem niveis maximos na Primavera e Inverno II,
respectivamente. Os valores minimos ocorrem predominantemente em FR e TV.

No Inverno I a concentragao de TAlc ¢ superior em OL (21,8 + 1,8 pug/g ph), seguida de
VM (19,3 £ 2,3 ng/g ph) e VRSA (11,3 £ 0,9 pug/g ph) (p<0,05), enquanto que nos
restantes locais o teor de TAlc ¢ semelhante sendo minimo em TV (1,8 + 0,4 ug/g ph)
(p<0,05). Na Primavera registam-se os teores minimos de TAlc ao longo do ano, com
valores que variam entre 1,5 £ 0,1 (TV) e 6,8 £ 0,5 pg/g ph (LG), e decrescem para
VM (5,4 £0,2 ng/g ph) e PT (4,5 £ 0,3 ng/g ph) sendo estatisticamente diferentes entre
si  (p<0,05). Sagres (SG) e FR apresentam teores de n-alcanos semelhantes e
superiores aos registados em OL, TV e VRSA (p<0,05). Quanto aos TAlc existentes no
Verao, verifica-se que os niveis sdo significativamente superiores em VM (11,5 £ 1,8
ug/g ph), seguida de SG (5,8 £ 0,9 pg/g ph) e PT (3,7 £ 0,5 pg/g ph) sendo semelhantes

nos restantes locais (p<0,05).
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Tabela 3.1 - Concentragdo de TAlc e UCM (média £+ desvio padrao)
(ug/g ph) e razdo UCM/TAlc, em mexilhdes M. galloprovincialis
recolhidos em diferentes locais da Costa Sul de Portugal, durante um
ano.

Més Local TAlc UCM UCM /TAIc
SG 5,7+09 160 + 29 28
LG 2,6+0,6 132 +33 51
PT 424+0,5 167 + 34 40
INVERNO I VM 193423 531 + 82 28
FR 5,5+0,6 147 £ 15 27
OL 21,8+ 1,8 231 +40 11
TV 1,7+0,4 25+ 1 15
VRSA 11,3+0,9 145 +26 13
SG 3,503 65+ 14 19
LG 6,8+0,5 139 +29 20
PT 45+0,3 72+£12 16
PRIMAVERA VM 54+ 02 93+ 19 17
FR 3,505 52+12 15
OL 2,7+0,5 60+ 10 22
TV 1,5+0,1 48 + 6 32
VRSA 2,6+ 04 91+9 35
SG 5,8+0,9 129 + 25 22
LG 1,6 0,2 45+5 29
PT 3,705 53+ 12 14
VERAO VM 11,4+1,8 216 + 41 19
FR 1,9+0,5 18+3 9
OL 2,140,5 24+4 12
TV 3,005 39+8 13
VRSA 2,2+0,2 39+7 18
SG 4,7+06 95+7 20
LG 2,9+0,3 43+ 11 15
PT 10,6 £ 1,6 207 £ 42 20
OUTONO VM 16,7 +2,5 429 + 106 26
FR 2,9+02 48 £ 12 17
OL 140+ 1,6 306 + 51 22
TV 2,7+0,2 59+ 10 22
VRSA 5,0+04 24+4 5
SG 32404 51+15 16
LG 2,6+0,2 5247 20
PT 1,1+0,1 27+3 25
INVERNO II VM 16,4+ 4,6 381 + 14 23
FR 3,6%05 31+6 9
OL 54+1,0 36+9 7
TV 1,5+0.2 21+2 14
VRSA 343+26 776 + 52 23
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Figura 3.1 — Variagdao espacial da concentragdo total de n-alcanos (média + desvio
padrdo) (ug/g ph) em mexilhdes M. galloprovincialis, recolhidos em diferentes estagdes
do ano, na costa Sul de Portugal. (letras diferentes significam diferencas estatisticas;
Duncan’s test p<0,05).

A concentragdo de TAlc no Outono ¢é superior a ocorrida no Verdo e varia entre 2,7 +
0,02 pg/g phem (TV) e 16,7 = 2,5 png/g ph (VM). Os niveis decrescem de VM para OL

(14,0 £ 1,6 pg/g ph) e PT (10,6 £ 1,6 png/g ph) enquanto que nos restantes locais da
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costa Sul de Portugal, os teores sao semelhantes (p<0,05). Por outro lado, no Inverno II,
VRSA apresenta a concentragdo maxima (34,3 = 2,6 ug/g ph) que € cerca de 32 vezes
superior a detectada em PT (1,1 £ 0,1 pug/g ph) e cerca de 3 a 4 vezes superior as
concentragdes médias dos restantes meses estudados.

A variagdo sazonal da concentragcdo de TAlc (Fig. 3.2) nos diferentes locais confirmam
que o Inverno I e II e o Outono apresentam niveis superiores na maioria dos locais

estudados, com excep¢do de LG que apresenta niveis superiores na Primavera (6,8 +

0,5 ng/g ph) e em TV no Verao (3,0 £ 0,5 pg/g ph) (p<0,05).

UCM

Em geral, a presen¢a de uma UCM nos cromatogramas dos hidrocarbonetos alifaticos
pode ser usado como um critério de diagndstico para a presenca de petrodleo (Readman
et al., 2002), reflectindo uma contaminagdo cronica por este tipo de compostos (Tolosa
et al., 2003). A UCM ¢ considerada uma mistura complexa de muitos isOmeros ¢
homoélogos de hidrocarbonetos lineares e ramificados que ndo podem ser resolvidos
pelas colunas capilares de GC, e aparece como uma “lomba” nos cromatogramas
(Bouloubassi e Saliot, 1993). A Figura 3.3 mostra alguns dos cromatogramas tipicos,
onde se identifica a UCM. Na Figura 3.4 e Tabela 3.1 apresenta-se a concentragdo
média (+ desvio padrio) de UCM (ug/g ph) nos tecidos moles dos mexilhdes
recolhidos em diferentes locais ao longo da costa Sul de Portugal, durante um ano. A
variagdo da concentracdo de UCM ¢ semelhante ao padrdo da concentragdo total de n-
alcanos, ou seja, os meses onde os teores de UCM sdo mais elevados sdo o Inverno I e
Outono (VM e OL) e Inverno II (VM e VRSA), enquanto que as menores concentragdes

se registam na Primavera e no Verao.
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Figura 3.2 - Variacdo sazonal da concentracdo total de n-alcanos (média = desvio
padrao) (ug/g ph) em mexilhdes M. galloprovincialis, recolhidos em diferentes locais da
costa Sul de Portugal. (letras diferentes significam diferencas estatisticas; Duncan’s test
p<0,05).
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Figura 3.4 - Variacdo espacial de UCM (média + desvio padrdo) (ug/g ph) em
mexilhdes M. galloprovincialis, recolhidos em diferentes estagdes do ano na costa Sul
de Portugal. (letras diferentes significam diferencas estatisticas; Duncan’s test p<0,05).

No Inverno I a concentragdo de UCM foi significativamente superior em VM (531 + 82

ug/g ph) do que em OL (231 *+ 40 pg/g ph), cujos teores sdo semelhantes aos de SG

(160 + 29 pg/g ph) e PT (167 % 34 pg/g ph). A menor concentragdo de UCM no Inverno

I foi em FR (25 £ 1 pg/g ph) (p<0,05). Na Primavera e no Verdo as concentragdes

médias de UCM ao longo da costa Sul de Portugal foram as menores. Assim, na

Primavera os niveis de UCM foram superiores em LG (139 + 29 pg/g ph), seguidos de

VM (93 £ 19 pg/g ph) e VRSA (91 £ 9 ng/g ph) e minimos em TV (48 £ 6 ug/g ph)
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enquanto que no Verdo a concentragdo de UCM variou entre 216 + 41 pg/g ph (VM) e
18 £ 3 pg/g ph (FR) (p<0,05), local que apresenta a menor concentracdo de UCM
durante o periodo em estudo. No Outono os teores de UCM foram significativamente
superiores em VM (429 + 126 pg/g ph) do que em OL (306 + 51 pg/g ph) e PT (207
42 pg/g ph), sendo semelhantes nos restantes locais (p<0,05), atingindo o minimo em
VRSA (24 + 4 ng/g ph). Quanto ao Inverno II, embora as concentragcdes de UCM sejam
semelhantes ao longo da costa e da mesma ordem de grandeza das dos meses anteriores
(p<0,05), VM e VRSA apresentam valores maximos de, respectivamente, 381 + 14 ¢
776 + 52 pg/g ph. E ainda de referir que a concentracio de UCM registada em VRSA

neste més foi a mais elevada do ano e de todos os locais (p<0,05).

A variagdo sazonal da concentracdo de UCM (Fig. 3.5) nos diferentes locais ¢
semelhante a de TAlc (Fig. 3.2), ou seja, o local com teores mais elevados de UCM ¢
VM (excepto na Primavera), enquanto que TV apresenta as menores concentragoes de
UCM ao longo do ano.

Em SG os teores mais elevados ocorreram no Inverno I e Verdo (160 £ 29 e 129 + 25
ug/g ph, respectivamente), enquanto que em LG as concentracdes sao mais elevadas e
semelhantes foram no Inverno I e na Primavera seguinte (132 + 33 e 139 +29 pg/g ph,
respectivamente), ndo variando nos restantes meses do ano (p<0,05). PT e OL
apresentam um perfil semelhante ao longo do ano, com valores maximos no Inverno I e
Outono (significativamente diferentes em OL, p<0,05) e semelhantes nos restantes
meses do ano. VM ao longo dos meses apresenta niveis de UCM maximos e
semelhantes no Inverno I, Outono e Inverno II (531+82, 429+106 e 381+14 pg/g ph,
respectivamente), € minimo na Primavera (93 + 19 ug/g ph) (p<0,05). FR ¢ TV sdo os

locais onde a concentracdo de UCM ¢ menor, comparativamente aos restantes locais
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Figura 3.5 - Variagdo sazonal da UCM (média + desvio padrdo) (ug/g ph) em mexilhdes
M. galloprovincialis, recolhidos em diferentes locais da costa Sul de Portugal. (letras
diferentes significam diferengas estatisticas; Duncan’s test, p<0,05).
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(p<0,05) mas apresentam um padrdo distinto: em FR no Inverno I os teores de UCM sao
superiores aos restantes meses (147 + 15 pug/g ph), enquanto que em TV os niveis mais
baixos sdo nos Invernos I e II (25 £ 1 e 21 + 2 pg/g ph, respectivamente) e semelhantes
nos restantes meses. Em VRSA as concentragdes de UCM decrescem ao longo do
tempo, surgindo um maximo no Inverno II (776 + 52 pg/g ph) (p<0,05),

correspondendo ao maximo registado em todo o ciclo anual, para todos os locais.

Razdo UCM/TAIc

A propor¢do entre a concentracdo dos hidrocarbonetos nao resolvidos (UCM) e a
concentragdo dos n-alcanos resolvidos (TAlc) reflecte o grau de degradacdo ambiental,
e indica se a origem dos hidrocarbonetos alifaticos ¢ recente ou cronica. Valores
elevados de UCM quando acompanhados de concentragdes elevadas de n-alcanos sao
indicadores de contaminagdo recente, normalmente acompanhadas por niveis elevados
de pristano e fitano, de origem petrogénica. Contrariamente, concentragdes menores de
UCM e TAlc, embora apresentem uma razdao UCM/TAlc na mesma ordem de grandeza,
reflectem contaminagdo cronica por hidrocarbonetos do petroleo.

Na Tabela 3.1 apresenta-se os resultados da razio UCM/TAlc em mexilhdoes M.
galloprovincialis recolhidos em diferentes locais da costa Sul de Portugal, durante um
ano consecutivo. A propor¢do UCM/TAlc ¢ da mesma ordem de grandeza em toda a
costa, variando entre 14 ¢ 35 na maioria das estagdes do ano ¢ locais amostrados,
indicando uma contaminacio cronica destes hidrocarbonetos. E de salientar no entanto,
a presenga de valores minimos desta razao (entre 5 ¢ 9) no Verdo, Outono e Inverno II
que indicam contaminagdes recentes, ¢ maximos em LG e PT no Inverno I (51 e 40,

respectivamente), indicando uma grande degradagdo dos n-alcanos e por conseguinte
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um tipo de contaminacao mais antiga. Em VRSA no Inverno II a razao UCM/TAlIc ¢ 23,
quando tanto a concentracao de TAlc e UCM sdo extremamente elevadas relativamente
aos outros locais e meses (34,3 + 2,6 e 776 + 52 ng/g ph, respectivamente), indicando

uma contaminacao pontualmente aguda.

Para melhor avaliar as diferengas da concentracao de TAlc, UCM ¢ UCM/TAIc entre os
diferentes locais e meses amostrados, foi aplicada a analise dos componentes principais
(PCA) ao conjunto total de dados. Na Figura 3.6 representa-se os resultados da andlise
PCA, na qual os eixos 1 e 2 representam 67% da variincia dos dados.

O grafico dos loadings (Fig. 3.6 - cores) mostra algumas diferengas sazonais na medida
em que associa na parte negativa do eixo 1 a maioria dos locais na Primavera, Verdo e
Inverno II enquanto que o lado positivo associa parte dos locais no Outono e todos do
Inverno I. Quanto ao eixo 2, parece haver distingao entre locais, pois na parte positiva
do eixo 2 agrupam-se locais predominantemente do sotavento, como VM, FR, OL, TV e
VRSA, enquanto os locais de barlavento se agrupam na parte negativa do eixo 2,
havendo mistura dos diversos locais em redor da parte negativa do eixo 1 (Fig. 3.6 -
nameros). Os loadings do PCA também mostram semelhangas entre a maioria dos
locais e estagcdes do ano em que a concentracdo de TAlc e UCM ¢ semelhante,
destacando no entanto VM, OL e PT na parte positiva do eixo 1 a medida em que a
concentracdo de TAlc e UCM aumenta, sendo VRSA no Inverno II o local com
maiores concentracoes destes hidrocarbonetos, e que por conseguinte se diferencia dos
restantes locais. No entanto a razdo UCM/TAlc (eixo 2) nao ¢ determinante em VRSA,
mas sim em SG, PT, e LG no Inverno I onde a razdo tem valores maximos. Em
oposicao ressalta OL no Inverno I (eixo 2) talvez devido a razao UCM/TAlc (11) que ¢

inferior a dos restantes locais neste més, embora nao seja a razao minima encontrada.
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Figura 3.6 — Analise dos componentes principais (PCA) da concentracdo de TAlc,
UCM e razao UCM/TAlc, nos mexilhdoes M. galloprovincialis recolhidos durante o
estudo anual, indicando os loadings legendados por meses (cores) e por locais
(nimeros). (e-: Inverno I; e-: Primavera; ¢-: Verdo; e-: Outono; «-: Inverno II; 1 - Sagres; 2 -
Lagos; 3 - Portimao; 4 - Vilamoura; 5 - Faro; 6 - Olhdo; 7 - Tavira; 8 - Vila Real de Santo
Antonio).

Por outro lado, a concentragdo de TAlc em OL no Inverno I (21,8 £ 1,8 pg/g ph; Tab.
3.1; Fig. 3.1) € superior a dos restantes locais, mas a concentracio de UCM em OL (231
*+ 40 pg/g ph; Tab. 3.1 Fig. 3,4) ¢ inferior a de VM (531 £+ 82 pg/g ph), cuja razdo
UCM/TAIc ¢ de 27, fazendo com que o PCA separe OL ¢ VM no Inverno I (eixo 2).
LG e PT no Inverno I (parte negativa do eixo 2) estdo muito relacionadas com a razao
UCM/TAIc (51 e 40, respectivamente) principalmente devido as relativamente baixas

concentragdes de TAlc em relagdo a concentracdo de UCM, do que devido a elevadas
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concentragdes de ambos, como em VM, OL e VRSA. Por seu turno, VRSA no Inverno
IT separa-se dos restantes locais e meses principalmente devido as concentragdes de
TAlc e UCM anormalmente elevadas e nao devido ao perfil da contaminacao (razao

UCM/TAL) .

B - n-alcanos individuais e isoprenoides

As concentragdes individuais dos n-alcanos (C14 ao C36)) e isoprenoides (pristano e
fitano) analisados nos tecidos de mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos ao longo de
um ano em varios locais da costa Sul de Portugal, apresentam-se nas Tabelas 3.2 a 3.6.
Os resultados mostram uma presenga generalizada de n-alcanos nos mexilhdes da costa
Sul de Portugal, ao longo do ano. O padrdo de distribuicdo espacial dos n-alcanos
individuais é dominado por uma moda nos n-alcanos de baixo peso molecular, do n-C14
ao N-C23, com maximos nos alcanos de C16, C17 e C18 e isoprenoides, durante a
Primavera e Verdo e em menor grau nos Invernos I e II e no Outono, nos quais o
predominio ¢ de hidrocarbonetos de elevado peso molecular (C24-C36), com maximos
no C27, C29 e C30.

Os n-alcanos C13, CI15, C17 e C19 s3o considerados biogénicos (zooplancton e
fitoplancton), enquanto que os n-alcanos Cl14, C16, C18 e C20 e os isoprenoides sdo
considerados petrogénicos (Carro et al., 2006; Colombo et al., 2005). Por outro lado, os
n-alcanos de elevado peso molecular como o C27, C29 e C31 sdo caracteristicos de

plantas superiores terrestres (Lipiatou e Albaigés, 1994; Bouloubassi et al., 1997).
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Tabela 3.2 - Concentracao individual dos hidrocarbonetos n-alcanos e isoprenoides (média + dp) (ng/g ph) e
razdes de diagnoéstico calculadas, em mexilhoes Mytilus galloprovincialis, recolhidos em diferentes locais da
costa Sul de Portugal, no Inverno I.

Sagres Lagos Portimdo | Vilamoura Faro Olhéo Tavira VRSA
INVERNO |
Ci14 109 £ 21 96+ 16 125 £21 1465 + 231 n.d. 256+ 19 35% n.d.
C15 241 +£20 152 +£26 213+£20 1480 + 312 161 £13 276 £22 82* 118 +22
C1l6 394 £ 72 234 +£54| 561 %127 2528 £ 463 277 £21 628 + 82 49 + 8 465 £ 117
C17 262 + 61 174 + 31 371 £ 68 1307 + 150 252 +29 338+ 34 50+8 330+ 41
Pris 643+ 119 434 + 87 496 + 98 2429 + 196 158 £ 15 664 + 103 55+11 447 +74
C18 393+93 328 £52 293 + 65 1115+ 130 285+ 30 590 + 104 146 + 30 613 +101
Fit 479 £ 108 355+76 362 + 66 1586 + 248 218+ 19 472 £33 95+ 14 774 £ 156
C19 306 + 60 209 + 46 170 £ 31 1211 + 288 243 £23 282+ 70 155 +32 315+ 56
C20 413+ 97 268 £ 56 273 £ 60 1169 + 141 297+ 19 438 £ 94 140 £ 15 677 £95
c21 543 + 127 332+49 365+ 75 1570 £ 363 347 + 35 656 + 89 178 £ 18 660 + 78
C22 642 + 138 326 + 83 437 +97 1828 + 446 427 £33 1170 £ 170 238 + 57 720 £ 153
C23 621 + 132 184* 271 £ 36 1654 + 360 358 +44 1386 + 162 170 £ 26 557 + 87
C24 434 + 68 192* 214 £33 1545 + 206 389+ 70 1484 + 176 141 £ 18 629 +25
C25 296 + 63 153* 192 £ 21 724 £ 167 380+ 83 1381 + 198 78 £ 10 590+ 75
C26 250 + 64 130* 149 + 16 398 + 74 359+ 63 1740 + 302 68+9 643 + 154
c27 228 +£32 138* 123 £ 28 340 £ 85 344 +45 2056 + 412 78 £18 771 £39
C28 179 £+ 39 157* 130+ 17 312+63 367 £92 2222 + 542 65+13 7315
C29 174 £ 26 145% 198 + 26 318 +54| 431+107 2275 + 478 61+6 769 +97
C30 126 £23 187* 98 + 13 209 +40 267 £53 1740 + 327 67+ 14 716 £ 131
C31 100 +13 185* 109 £ 11 186* 220 + 34 1211 +£172 53+9 859+ 173
C32 42% n.d. 56* 146%* 78+ 11 983 + 224 23%* 511 £101
C33 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 395+ 78 22% 320+ 26
C34 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 272 +29 18* 201*
C35 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 125%
C36 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
TAlc 5690 + 853 | 2578 £ 576 | 4177 £ 456 | 19285 + 2256 | 5482 £ 631 | 21779 £1838 | 1745 +£351 | 11337 + 884
Pris/Fit 1,34 1,22 1,37 1,53 0,72 1,40 0,58 0,58
C17/Pris 0,41 0,40 0,75 0,54 1,59 0,51 0,91 0,74
C18 /Fit 0,82 0,92 0,81 0,70 1,31 1,25 1,54 0,79
C17/C29 1,50 1,20 1,88 4,11 0,58 0,15 0,83 0,43
CPI 0,93 0,87 0,86 0,82 1,00 0,89 0,94 0,92
H. principal (%) | Pris(11) Pris (17) C16 (13) Cl16 (13) C29 (8) C29 (10) C22 (14) C31 (8)

TAlc: >nC14-C36; CPI (indice Preferéncia Carbono): (ZnC15-C35)/(EnC14-C36); *:

hidrocarboneto foi identificado; n.d.: ndo detectado; H. principal: hidrocarboneto principal (% do total).
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Tabela 3.3 - Concentracao individual dos hidrocarbonetos n-alcanos e isoprenoides (média + dp)(ng/g
ph) e razdes de diagndstico calculadas, em mexilhdes Mytilus galloprovincialis, recolhidos em diferentes
locais da costa Sul de Portugal na Primavera.

Sagres Lagos Portimao | Vilamoura Faro Olhéo Tavira VRSA
PRIMAVERA
Cl4 5610 173+ 17 157+ 19 208 +24 75+ 19 104+9 45+9 27%
C15 6011 257 £ 45 183+ 16 220 + 40 96 + 15 148 + 24 81+8 93*
Cl16 288 +46 479 £ 75 362+49 | 5094123 243 +28 249 +32| 177+25 169 + 42
C17 359+74 529+ 102 38759 416 £ 96 699 £ 175 471 £78 164 + 25 220 £ 32
Pristano 334+ 63 816 £ 85 381 £53 527 £128 359+71 351+£39 229+ 34 237+39
C18 629 +91 960 + 147 582+ 112 413+ 101 318+ 77 440+ 75 264 +41 334 +37
Fitano 314+ 50 781 + 89 371 £45 399 + 88 421+ 71 289 + 30 148 + 18 194 + 35
C19 356+ 77 561 £ 62 393 +£48 224+ 11 290 + 58 269 + 51 160 + 43 250+ 41
C20 330 + 44 493 +50 333 +48 318 £68 291 +62 230+47| 150+40 209 +28
c21 354 + 85 513 +59 271 +£49 369 + 86 160 + 32 163+£21| 144+14 162 £36
Cc22 342 £ 68 569 £ 79 377+71 391+£76 143 £ 26 167 £35 122+7 170 + 38
Cc23 261 £ 43 310 £ 62 332+30 429 + 94 73+ 13 159 +£26 69+ 14 124 £ 26
C24 75+ 15 141 £ 15 343 £36 338+ 61 57+13 117 £22 58+4 89+ 14
C25 48+ 6 131 £25 116 £ 11 224 +24 77 £16 143* 38+ 6 71+ 10
C26 53+9 195+ 25 118 £ 15 211 +30 139 + 39 n.d 35+2 92 +21
c27 57+9 303 +£ 63 153+ 16 176 + 17 198 + 37 148* 39% 128 £28
C28 77+ 16 307 +£31 194 + 28 209 + 39 163 £20 166* 34% 142 £22
C29 70 £ 9 364 + 51 188+ 19 220422 187 £ 46 148%* 28% 124 +29
C30 49+ 10 239427 177 £ 21 234 +24 148 £ 28 129%* 17* 104 + 8
C31 57+8 174 + 34 nd 188 + 43 120 £ 14 nd nd 78+6
C32 66+ 11 126* n.d 104 £ 13 69+9 n.d n.d 49%*
C33 67 +11 n.d. n.d n.d 68+ 11 n.d n.d 19 *
C34 70* n.d n.d n.d 81%* n.d n.d n.d
C35 37* n.d n.d n.d 170%* n.d n.d n.d
C36 46* n.d n.d n.d 40* n.d n.d n.d
TAlc 3503 + 347 6762 £ 454 | 4495+ 308 | 5441 +199 | 3452 +519 2723 £531 | 1501 £55 | 2560 =370
Pris/Fit 1,06 1,04 1,03 1,32 0,85 1,22 1,55 1,22
C17/Pris 1,07 0,65 1,01 0,79 1,95 1,34 0,72 0,93
C18 [Fit 2,00 1,23 1,57 1,04 0,75 1,52 1,78 1,72
C17/C29 5,14 1,46 2,06 1,89 3,74 3,19 5,90 1,78
CPI 0,83 0,85 0,77 0,84 1,21 1,03 0,80 0,92
H. principal (%) C18(18) C18 (14) C18(13) Pris (10) C17 (20) C17 (17) C18(18) C18(13)

TAlc: 2nC14-C36; CPI (Indice Preferéncia Carbono): (XnC15-C35)/(ZnC14-C36); * : somente num dos replicados este
hidrocarboneto foi identificado; n.d.: ndo detectado; H. principal: hidrocarboneto principal (% do total).
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Tabela 3.4 - Concentragdo individual dos hidrocarbonetos n-alcanos e isoprenoides (média + dp) (ng/g ph) e
razdes de diagnostico calculadas, em mexilhdes Mytilus galloprovincialis, recolhidos em diferentes locais da
costa Sul de Portugal no Verao.

Sagres Lagos Portiméo Vilamoura Faro Olhao Tavira VRSA
VERAO
Cl14 465+ 106 5719 187+ 11 417 £ 62 80+1 n.d. 58+ 11 61 +4
Ci15 593 + 140 106 + 19 258 +42 476 + 87 57+7 55+7 89+ 15 86+ 10
C16 768 £ 164 174 £ 31 504 £ 99 893 + 180 238 £40 11712 215146 155 +25
C17 376 + 73 1107 289 + 57 458 £49 118 £26 80+ 13 247 + 48 187 +28
Pristano 1294 + 186 163 +35| 564+118 1572 + 188 90+9 133+24 280 +43 231+34
C18 617+ 118 67+ 13 437+ 95 842 +216 224 +44 214 £ 40 452 +93 362 £ 50
Fitano 739 £ 140 156 £ 41 503 £ 117 886 £ 155 164 + 28 142 + 31 272 + 44 238 + 36
C19 479 + 103 72+17 336 + 50 661 + 141 154 +33 156 + 30 362 +61 234+ 19
C20 604 + 106 86+ 14 439 + 34 735+ 143 172 £ 31 143 £ 21 328 £ 58 205 +28
Cc21 626 192 110+ 15 329+ 30 954+ 170 174+ 14 170 +20 300 + 63 187+ 19
C22 571 £ 68 117+£22 413 £91 1067 + 248 221+26 167 £ 37 345+ 80 193 +26
Cc23 160 + 34 118+£27 39+8 900 £ 175 189 £32 198 £ 18 274 £ 49 154 +32
C24 5719 106 + 24 35+7 762 £ 151 180 + 30 201 £ 24 262 £52 124 £ 25
C25 47+ 10 89+ 20 55112 604 £ 105 92+10 181 £33 90+ 8 70 + 13
C26 46 + 8 76 +12 67+7 545+ 80 63+8 193 +30 n.d. 52+ 10
Cc27 100+ 19 87 +23 74+ 16 503 +101 77+ 16 208 + 10 n.d. 58+ 10
c28 47+6 52+11 107 £ 15 570 £ 84 83+ 17 173 £ 19 n.d. 555
C29 27+6 46+ 8 100 + 23 477+ 76 43+5 150 + 30 n.d. 48 +3
C30 84+ 13 51+11 84+ 12 279 £ 26 50%* 9% n.d. 38%*
C31 80+ 10 29+6 57+ 13 160 £ 30 43%* 31%* n.d. 19*
C32 74+ 10 304 43%* 143 £32 49%* n.d. n.d. n.d.
C33 56* 23* n.d. n.d. 58%* n.d. n.d. n.d.
C34 n.d. n.d. n.d. n.d. 36%* n.d. n.d. n.d.
C35 n.d. n.d. n.d. n.d. 39% n.d. n.d. n.d.
C36 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
TAlc 5784 +944 | 1554+ 176 | 3743 +489 | 11446 £ 1812 | 1915+ 506 | 2062 +494 | 3023 £498 | 2198 £ 202
Pris/Fit 1,75 1,05 1,12 1,77 0,55 0,94 1,03 0,97
C17/Pris 0,29 0,67 0,51 0,29 1,30 0,61 0,39 0,81
C18/Fit 0,84 0,43 0,87 0,95 1,36 1,51 1,66 1,52
C17 C29 13,83 2,40 2,38 0,96 2,75 0,53 - 3,90
CPI 0,76 0,97 0,66 0,83 0,75 0,95 0,82 0,84
H. principal (%) | Pris (22) | Cl16(11) | Pris(15) Pris (14) Cl6(12) | C18(10) C18 (15) C18 (16)

TAlc: 2nCl14-C36; CPI (Indice Preferéncia Carbono): (EnC15-C35)/(ZnC14-C36); *: somente num dos replicados este
hidrocarboneto foi identificado; n.d.: ndo detectado; H. principal: hidrocarboneto principal (% do total).
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Tabela 3.5 - Concentragdo individual dos hidrocarbonetos n-alcanos e isoprenoides (média + dp) (ng/g ph)
¢ razdes de diagnoéstico calculadas, em mexilhdes Mytilus galloprovincialis, recolhidos em diferentes
locais da costa Sul de Portugal no Outono.

Sagres Lagos Portimao Vilamoura Faro Olhdo Tavira VRSA
OUTONO
C14 57+ 13 57+3 390 £ 64 228 £ 18 62+5 106 + 12 116 £7 220 + 26
C15 145 + 39 124 £ 22 459 £ 97 346 £ 51 94 + 14 169 £ 33 1313 222 +24
Cl6 137£25 188 £41 507 £114 720 £ 172 241 +£ 29 315+ 70 300 + 65 337+ 58
C17 119+ 17 233 +33 463 £ 97 490 £ 113 145+ 29 372+ 53 191 £ 42 280 + 23
Pristano 414 £ 104 252 +1 1608 £ 166 825+22 161 £ 18 381 £ 50 223+ 16 509 + 83
C18 144 + 38 134+ 10 506 + 138 897 + 144 153 £35 455 £ 94 175 £ 36 382 £ 51
Fitano 307 £ 61 278 + 34 1252 £ 189 905 + 222 245+ 29 445 £76 274 + 40 227 £ 34
C19 116 £ 12 95+7 464 + 70 556 £ 133 113+ 17 346 + 24 197 £ 29 301 £62
C20 144 + 12 173 £ 39 563 £97 550 £ 155 184 + 25 335+ 56 226+ 32 335+42
c21 124 £ 18 159 £31 422 + 74 553 £78 124 £ 27 316 £ 50 170 £ 4 333£36
C22 153+ 16 163 £21 513 £67 677 £ 153 172 £ 24 372 + 47 202 + 36 384 + 58
Cc23 191 £ 21 143+ 19 499 + 56 696 + 164 139+ 30 405 £20 134+ 14 290 + 52
C24 266 £ 58 146 + 34 573 £ 86 869 £ 231 139 £ 25 631 + 85 117£3 295+49
C25 283 +£29 184 £ 20 672+ 116 1788 £ 219 141 £ 30 924 £ 176 96 £ 17 228 +2
C26 316 £ 59 158 £ 14 731 £ 164 1807 £ 406 159 £ 31 1233 £233 105* 233+ 18
c27 349 £92 159 + 42 867 £209 1968 + 450 178 £ 23 1621 £ 368 164+ 11 273 £48
C28 391 £77 180 + 27 876 £202 1865 £ 185 185+ 19 1545 £ 321 101* 272+ 59
C29 502 £ 90 170 £ 19 994 + 176 860 £ 133 178 £ 28 1574 £255 797 244 + 48
C30 426 + 84 155+ 10 449 + 86 571 £ 152 134 £ 28 1635 £ 134 108* 173 £ 38
C31 320+ 57 1574 460 £ 70 585+ 136 129+ 19 903 + 62 68 £10 151£10
C32 254 £ 40 7513 161 £ 21 321 £ 80 91=£11 338 +46 94+9 52%
C33 147+ 13 52+11 n.d. 163+ 12 58+13 101 £8 68* 64+9
C34 155%* n.d. n.d. 308* 41+6 131+£19 n.d. n.d.
C35 163* n.d. n.d. 254% 26+5 133+24 n.d. n.d.
C36 95%* n.d. n.d. n.d. n.d. 104+ 7 n.d. n.d.
TAlc 4720 £ 583 | 2905+305| 10570 £1606 | 16698 £2472 | 2877 £248 | 13987 £1562 | 2652 £212| 5041 £ 359
Pris/Fit 1,35 0,91 1,28 0,91 0,65 0,86 0,81 2,25
C17/Pris 0,29 0,92 0,29 0,59 0,90 0,98 0,86 0,55
C18/Fit 0,47 0,48 0,40 0,99 0,62 1,02 0,64 1,68
C17/C29 0,24 1,36 0,47 0,57 0,81 0,24 2,42 1,15
CPI 0,97 1,03 1,01 0,94 0,85 0,95 0,84 0,89
H. principal (%) | €29 (11) Fit (10) Pris (15) C27 (12) Fit (9) €30 (12) C16(11) | Pris(10)

TAlc: 2nC14-C36; CPI (Indice Preferéncia Carbono): (EnC15-C35)/(2nC14-C36); * : somente num dos replicados este hidrocarboneto foi

identificado; n.d.: ndo detectado; H. principal: hidrocarboneto principal (% do total).
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Tabela 3.6 - Concentragdo individual dos hidrocarbonetos n-alcanos e isoprenoides (média + dp) (ng/g ph) e
razdes de diagnostico calculadas, em mexilhdes Mytilus galloprovincialis, recolhidos em diferentes locais da
costa Sul de Portugal no Inverno II.

Sagres Lagos Portimdo | Vilamoura Faro Olhdo Tavira VRSA
INVERNO 11
Cl4 55+13 64 +13 7217 141 £ 29 39* n.d. n.d. 172+7
C15 106 + 24 59+11 62 + 14 212 +50 58%* n.d. 26+8 353+97
C16 94 + 18 102 £ 23 73+8 316 £ 71 101 £ 24 240+ 13 103+ 14 920 £ 97
C17 63+ 17 93 +24 71+£6 479 + 82 141 £ 26 242 + 8 72+4 1201 £ 111
Pristano 277 £ 46 11721 225+ 39 712 £ 185 109 £ 10 304 +6 120 + 21 914 £ 126
C18 153 +39 104+ 10 7517 653+ 119 160+9 308 £ 24 13110 1725 £ 10
Fitano 167 £ 37 157+ 17 182 +£32 562 + 140 122 +£23 285+ 13 100+ 13 1085 + 88
C19 94 +21 119+ 19 74+ 10 837+ 112 80+3 298 +26 119+9 1271 £ 123
C20 135+£25 148 £ 17 66+ 7 312+£50 153+4 319+ 16 131+13 1181 + 89
c21 193 £ 29 138+ 19 106 £ 11 140 £ 25 124 £ 21 302 £23 137+£5 1023 + 14
C22 208 + 54 140 £+ 24 1176 223 +27 141 £ 18 366 + 30 143+5 1246 + 145
Cc23 198 +43 238 £31 68 +17 31750 146 + 28 404 + 54 118+9 1642 £425
C24 202 £42 168 =40 28+6 905 £147 331+24 412 £ 56 110+ 21 2559 £ 325
C25 196 +24 139 +28 20+5 1242 +227 340 £ 36 334+39 7519 3068 £ 378
C26 188 +26 138 £36 1543 1402 + 403 305+21 306 £26 79+ 13 4090 + 675
c27 251 £28 178 £ 16 40+6 2223 + 604 434+ 73 273 +22 76 £ 19 2689 + 205
C28 251 £40 150 £ 28 65+11 1828 £341| 421 +109 271+ 19 95+24 2723 + 607
C29 230+ 57 157 + 39 47+9 2878 + 850 485 £+ 85 311 £42 53+£11| 4930+ 1065
C30 186+ 10 190 + 39 48+9 1644 + 246 224 +27 291 +30 54+ 11 1601 +310
C31l 164 £ 27 162 +£27 25+1 1057 £ 198 117+ 15 233+ 19 50+ 13 745 £ 194
C32 113+11 45+ 11 n.d. 620+ 78 57+38 314* 34* 445 + 56
C33 68+ 13 42 +£10 n.d. 392 +£57 57* 270* n.d. 320+ 62
C34 58+4 43+8 n.d. 245+ 42 33* 311* n.d. 376*
C35 55% 46* n.d. 191 £41 n.d. 243%* n.d. 374%
C36 n.d. n.d. n.d. 68* 26%* 239% n.d. 108*
TAlc 3205+£423 | 2618 +243 | 1073 £57 | 16387 +4587 | 3636 £456 | 5371 +£983 | 1539+ 190 | 34333 + 2563
Pris/Fit 1,66 0,74 1,24 1,27 0,89 1,07 1,19 0,34
C17/Pris 0,23 0,80 0,32 0,67 1,29 0,80 0,60 1,31
C18/Fit 0,92 0,66 0,41 1,16 1,31 1,08 1,31 1,59
C17/C29 0,27 0,59 1,51 0,17 0,29 0,78 1,36 0,24
CPI 0,99 1,06 0,92 1,19 1,00 0,86 0,82 1,03
H. principal (%) Pris (9) C23 (9) Pris (21) C29 (18) C29 (13) C24 (3) C22(9) C29 (14)

TAlc: 2nC14-C36; CPI (Indice Preferéncia Carbono): (ZnC15-C35)/(EnC14-C36); *: somente num dos replicados este hidrocarboneto
foi identificado; n.d.: ndo detectado; H. principal: hidrocarboneto principal (% do total).

Assim, durante o ano, varios locais apresentaram origens de n-alcanos dos dois tipos ou
seja LG, PT e VM no Inverno I (Tab. 3.2), apresentam uma distribui¢do de n-alcanos
caracteristicos de inputs petrogénicas enquanto que FR, OL e VRSA apresentam

concentragdo maxima de C29 e C31, reflectindo a contribui¢do biogénica de plantas
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superiores terrestres. Na Primavera (Tab. 3.3) FR e OL parecem ter um predominio de
n-alcanos biogénicos, enquanto que nos restantes locais sdao o C18 e o pristano que se
apresentam como o n-alcano principal. No Verao (Tab. 3.4) os n-alcanos de origem
petrogénica parecem dominar em todos os locais da costa, embora caracteristicas de
inputs algais, de zooplancton e de plantas superiores terrestres também coexistam. No
Outono (Tab. 3.5) a concentragdo de C27, C29 ¢ C30 ¢ maxima em SG, VM ¢ OL,
enquanto que nos restantes locais da costa predominam os isoprenoides, caracteristicos
de inputs petrogénicas. No Inverno II (Tab. 3.6) também coexistem n-alcanos de

origem biogénica (VM, FR e VRSA) e petrogénica (SG e PT).

Razéo C17/C29

Assumindo que a cinética de biodegradagao ¢ relativamente semelhante para o n-C17 e
o n-C29, e uma vez que o N-C29 ¢ caracteristico de plantas superiores terrestres € o n-
C17 ¢ predominante em organismos marinhos, a razao entre estes dois alcanos reflecte a
relativa parti¢do dos hidrocarbonetos biogénicos aldctones e autoctones nos mexilhdes
(Mille et al.,2006, 2007).

Ao longo do ano podemos verificar a presenca destes dois N-alcanos em todos os locais
e meses (excepto em TV no Verdo onde ndo foi detectado C29), mas cujas
concentragdes variaram. Assim, no Inverno I (Tab. 3.2) a razdo C17/C29 ¢ superior a 1
em SG, LG, PT ¢ VM (1,20 a 4,11) e inferior a 1 nos restantes locais (0,15 a 0,83)
sendo a contribuicdo de n-alcanos de origem terrestre em OL superior a dos outros
locais, onde o C29 foi o hidrocarboneto principal (2275 + 478 ng/g ph em OL e 431 *

107 ng/g ph em FR).
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Quanto a Primavera (Tab. 3.3) a contribui¢do dos n-alcanos de origem marinha (fito e
zooplacton, algas e bactérias) parece predominar em relagdao a contribuicao das plantas
superiores terrestres (razdo C17/C29 >1) em todos os locais, particularmente em SG e
TV onde se registaram os valores maximos (5,14 e 5,9 respectivamente).

No que diz respeito ao Verdo (Tab. 3.4), SG foi o local que apresentou maior razao
C17/C29 (13,83) (C17= 1294 £ 186 ng/n ph), em contraste com 0,53 em OL, onde o
contributo de plantas superiores terrestres foi mais acentuado (C29= 150 + 30 ng/g ph).
Nos restantes locais a razdo C17/C29 ¢ relativamente semelhante (2,4 — 3,9) e em VM
foi de 0,96 indicando que os contributos dos n-alcanos biogénicos autoctones e
aloctones sdo idénticos.

No Outono (Tab. 3.5) e Inverno II (Tab. 3.6) as concentracdes dos n-alcanos de origem
terrestre (C27-C31) sdo superiores as concentragdes N-alcanos de origem marinha, em
5-6 dos 8 locais da costa Sul de Portugal, como indica a razdo C17/C29, que variou
entre 0,24 ¢ 0,81 no Outono e 0,17 e 0,78 no Inverno II. Contribui¢gdes biogénicas de
origem marinha (C17/C29 >1) registam-se em TV no Outono (2,42) e no Inverno II
(1,36), em LG e VRSA no Outono (1,36 e 1,15 respectivamente) ¢ PT no Inverno II
(1,51).

A contribuicdo de n-alcanos biogénicos (quer autdctones quer aldoctones) para a
concentragdo total de n-alcanos parece evidente em todos os locais e estagdes do ano,
oscilando entre os dois tipos mas sendo a de origem marinha (C17) mais evidente na
Primavera e Verdo enquanto que no Outono e Invernos I e II a contribuicdo de alcanos

biogénicos de origem em plantas superiores (C29) terrestres ¢ dominante.

Espacialmente, verifica-se que a presenga de n-alcanos biogénicos marinhos (C17) em

SG e LG, PT deriva de inputs permanentes ao longo do ano (C17/C29 > 1), excepto no
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Outono e Inverno Il em que a presenca de n-alcanos caracteristicos de plantas
superiores terrestres (C29) ¢ mais acenuada. Em VM a razao C17/C29 ¢ indicadora de
inputs fito e zooplanctonicos (C17/C29>1) no Inverno I e Primavera, enquanto que nas
restantes estacdes do ano a razdo indica a existéncia de inputs aldéctones de n-alcanos
(C17/C29 <1). FR e TV ao longo do ano recebem contribui¢des biogénicas marinhas e
terrestres enquanto que em OL os n-alcanos de origem aldoctone parecem ser mais
importantes (C17/C29 varia entre 0,15 e 0,78) que os marinhos (C17/C29 de 3,19
somente no Verdao). VRSA apresenta fortes inputs marinhos ao longo do ano excepto no
Inverno I e IT em que os n-alcanos provenientes de plantas superiores terrestres se sobre

pdem aos marinhos.

CPI

O indice de preferéncia de carbono (Zn-Cimpar/Zn-Cpar), que representa a abundancia
relativa entre os alcanos de cadeia linear impar vs alcanos de cadeia linear par, ¢ menor
ou igual a 1 para todos os crudes e hidrocarbonetos do petroleo (Farrington et al., 1975,
Simoneit, 1983, Sol¢ et al., 1996, Mille et al., 2007). Um predominio de n-alcanos pares
(C14-C26) ¢ caracteristicamente petrogénico (Carro et al., 2006) enquanto que um CPI
predominantemente impar € caracteristico de fontes biogénicas. Estas podem ser
devidas a inputs fito e zooplanctonicos se se verificar predominio dos n-alcanos C13 ao
C19 (ou maximo de C17) (Snedaker et al., 1995) ou devido a inputs de hidrocarbonetos
constituintes das ceras das plantas superiores terrestres, se o predominio se verificar no
intervalo entre o C27-C31 (ou maximo de C29) (Bernard et al., 1995; Jeng, 2006; Mille

et al., 2006).
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O CPI foi na maioria das vezes <1 ou muito proximo de 1, indicando contaminagao
generalizada por hidrocarbonetos do petroleo, mas em que a presenca de n-alcanos
biogénicos (C17, C29; CPI >1) também se faz notar.

Os valores de CPI no Inverno I (Tab. 3.2) sdo muito proximos de 1 (0,82 a 1) indicando
a presenca de hidrocarbonetos petrogénicos em toda a costa, tal como os perfis
cromatograficos indicam (grandes UCM e uma distribui¢do importante e regular de n-
alcanos - Fig. 3.3). No entanto em LG a concentracdo dos n-alcanos pares de baixo peso
molecular (C14-C22) ¢ superior a dos de elevado peso molecular (C24-C30) enquanto
que em OL os n-alcanos impares ¢ pares de elevado peso molecular apresentam
maiores concentragdes que os de baixo peso molecular. Ambos os locais t€m um CPI
semelhante (0,87 e 0,89 respectivamente).

De uma maneira idéntica, na Primavera (Tab. 3.3) os valores de CPI variam entre 0,77 e
1,21 sendo a concentragdo dos n-alcanos impares e pares da mesma ordem de grandeza
em quase todos os locais da costa Sul de Portugal (SG, LG, PT, VM, TV e VRSA)
indicativos de inputs petrogénicos (CPI <I), enquanto que em FR e OL os n-alcanos
impares sdo predominantes (CPI>1), indicando inputs biogénicos. Destes, os n-alcanos
de baixo peso molecular (essencialmente o C17) sdo predominantes em relagdo aos n-
alcanos impares de peso molecular superior.

No que diz respeito ao Verdo (Tab. 3.4) os valores de CPI indicam que os
hidrocarbonetos sdo maioritariamente de origem petrogenica (CPI<I), embora fontes
biogénicas possam coexistir, como indica a razao C17/C29.

A semelhanca dos meses anteriores, os valores do CPI no Outono (0,84 — 1,03; Tab.
3.5) e Inverno II (0,82 — 1,19; Tab. 3.6) oscilam em redor do valor caracteristico de

hidrocarbonetos de origem petrolifera (CPI =1), onde a propor¢do entre os n-alcanos
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impares e pares ¢ semelhante. No Inverno II o predominio de n-alcanos impares de

elevado peso molecular ¢ mais evidente em VM e VRSA do que nos restantes locais.

Isoprenoides

Ao longo da costa Sul de Portugal tanto o pristano como o fitano (Tab. 3.2 a 3.6)
detectados nos mexilhdes foram os hidrocarbonetos principais em diversos locais e
épocas do ano. Estes isoprenoides ndo se encontram presentes no biota que ndo tenha
sido exposto a hidrocarbonetos de petroleo (o fitano raramente ¢ biogénico, mas ¢ um
componente do petrdleo), e sdo frequentemente considerados bons indicadores de
contaminagdo por petroleo (Boehm et al., 1996; Carro et al., 2006). Por outro lado
também houve situacdes em que as suas concentragdes sdo semelhantes, sendo a sua
razdo menor ou semelhante a 1, indicando que os niveis destes isoprenoides tém origem
petrogénica.

Assim, a razdo Pris/Fit (pristano/fitano) no Inverno I (Tab. 3.2) variou entre 0,58 (TV e
VRSA) e 1,53 (VM) indicando fontes petrogénicas devido a concentracdes elevadas
quer de pristano quer de fitano, sendo estas concentragdes superiores em VM (2429 *
196 e 1586 * 248 ng/g ph, respectivamente). A origem petrogénica dos hidrocarbonetos
em VM ¢ também corroborada pelas razdes C17/Pris (0,54) e C18/Fit (0,7) que por
serem indicadoras da relativa taxa de degradacdo entre o n-alcano linear e o isoprenoide
ramificado respectivo, indicam que as taxas de degrada¢do favoreceram mais os N-
alcanos lineares biogénicos do que os alcanos ramificados petrogénicos. Estas razdes
sdo usadas para avaliar a presenca de 6leos e a relativa biodegradacdo dos n-alcanos.

Valores baixos destes indices (< 1) sugerem a presenca de oleos degradados, enquanto

que valores elevados (4 — 8) indicam origens fitoplanctonicas. Este perfil (Pris/Fit =1;
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C17/Pris e C18/Fit <1) ¢ semelhante em toda a costa, no entanto em FR as razodes
C17/Pris e C18/Fit sao >1 (1,59 e 1,31, respectivamente), indicadoras de persisténcia ou
menor taxa de degradacdo dos n-alcanos de origem biologica (C17), que conjuntamente
com a elevada concentragdo de C29, contribuem como fontes biogénicas recentes para a
concentracgao total de n-alcanos.

Durante a Primavera (Tab. 3.3) a razdo Pris/Fit nos diferentes locais da costa Sul de
Portugal foi tal como para o Inverno I, muito proxima de 1 (0,85 em FR a 1.55 em TV),
indicando fontes petrogénicas (também corroboradas pelo hidrocarboneto principal e
pelo CPI). No entanto as razdes C17/Pris e C18/Fit também sdo indicadores de n-
alcanos biogénicos particularmente em SG, PT e OL (ambas >1), enquanto que em LG,
VM, TV e VRSA a taxa de degradacdo do C18 (C18/Fit>1) ¢ inferior a do C17
(C17/Pris <1), talvez por o C18 (o hidrocarboneto principal nestes locais) se encontrar
em concentracdes mais elevadas e por as concentragdes de Fitano serem inferiores as de
Pristano, excepto em FR, onde as razdes Pris/Fit e C18/Fit <1, indicam a persisténcia de
origem petrogénica.

No Verao (Tab. 3.4) as razdes Pris/Fit, C17/Pris e C18/Fit (proximo ou inferior a 1) em
SG, LG, PT e VM indicam presenca das fontes petrogénicas de hidrocarbonetos ao
longo da costa Sul de Portugal, por persisténcia dos isoprenoides relativamente aos n-
alcanos lineares, embora em FR, OL, TV ¢ VRSA a razao C18/Fit foi sempre >1 (entre
1,36 ¢ 1,52) indicando uma taxa de degradagdo inferior para o C18 do que para o C17
(C17/Pris entre 0,61 e 0,89). Neste més o predominio do pristano como hidrocarboneto
principal em alguns dos locais estudados também representa fontes petrogénicas.
Relativamente ao Outono (Tab. 3.5) e Inverno II (Tab. 3.6), e tal como verificado nos
meses anteriores a razdo Pris/Fit nos mexilhdes da costa Sul de Portugal (entre 0,65 e

2,25 no Outono ¢ entre 0,74 e 1,66 no Inverno II) revela a presenga de hidrocarbonetos
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de origem petrogénica. As razdes C17/Pris e C18/Fit <1 ao longo de toda a costa no
Outono também indica a persisténcia de hidrocarbonetos isoprenoides petrogénicos em
relagdo aos n-alcanos lineares, que apresentam taxas de degradacdo mais répidas.

No Inverno II a razdo C17/Pris ¢ <1 na maioria dos locais, confirmando a presenga de
hidrocarbonetos petrogénicos, enquanto que a razdo CI18/Fit s6 apresenta razdes
inferiores a 1 em SG, LG e PT, sendo superior a 1 nos restantes locais, indicando uma

presenca recente de hidrocarbonetos n-alcanos lineares.

Espacialmente a razdo Pris/Fit foi sempre <l ou muito préximo de 1, em todos os
locais e em todas as esta¢des do ano (0,55 a 2,25), indicando contaminagdo generalizada
por hidrocarbonetos de petrdleo, tal como também indica os valores de CPI. Em SG e
PT a razao Pris/fit foi sempre >1 enquanto que em LG no Outono e Inverno Il e em VM
no Outono a presenca de fitano foi mais acentuada. Maiores concentragdes de fitano em
relagdo ao pristano foram encontradas em FR durante todo o ano (Pris/Fit oscilou entre
0,55 ¢ 0,89) e em OL no Verdo e no Outono (respectivamente 0,94 ¢ 0,86). Em TV a
concentragdo de pristano foi superior a concentragdo de fitano na Primavera, Verdo e
Inverno II (razdo Pris/Fit oscilou entre 1,19 e 1,55 nestes meses) enquanto que no
Inverno I e no Outono o fitano apresentou concentracdes superiores. Ja& em VRSA a
razdo Pis/Fit oscila ao longo do ano, embora a concentragdo de fitano seja superior nos

dois Invernos.

De modo a avaliar a distribui¢ao espacial e temporal da concentragdo individual dos n-
alcanos (Tab. 3.2 a 3.6), foi aplicada a analise candnica de correspondéncia (CCA) aos
dados de n-alcanos acumulados nos tecidos dos mexilhdes, transformados em proporgao

do total. A Fig. 3.7 representa as correlagdes entre as concentragdes individuais dos n-
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alcanos (compostos) € a sua projec¢do nos eixos principais (factor loadings) enquanto
que a Fig. 3.8 representa as coordenadas das observagdes (locais) nos eixos principais
(factor scores), optimizando a diferenga entre as varidncias dos compostos e locais,
respectivamente. A CCA permite sobrepor uma segunda matriz de dados (ambientais
(temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido, etc) entre outras) que ¢ usada no célculo
dos eixos principais, € que € representada por vectores. A magnitude do vector da-nos a
boa ou ma representatividade da matriz secundaria. Neste caso a matriz secundaria
representa as razoes diagndstico dos n-alcanos e o CPI. O eixo 1 e 2 representam 41,8 %

da variancia dos n-alcanos, e 89,5% da variancia dos vectores (razoes).
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Figura 3.7 — Analise candnica de correspondéncia (CCA) da concentragdo individual
dos n-alcanos e dos isoprenoides nos mexilhdes M. galloprovincialis, recolhidos em
varios locais da costa Sul de Portugal, ao longo de um ano, indicando os loadings
(compostos) no Eixo 1 e 2.

96



Como podemos verificar, na Fig. 3.7 o CCA discrimina os n-alcanos de baixo peso
molecular (C14-C23) e os isoprenoides na parte positiva do eixo 1 e os de elevado peso
molecular (C24-C36) na parte negativa, indicando diferentes comportamentos na
distribuicao dos n-alcanos. Assim, os n-alcanos de baixo peso molecular estio mais
correlacionados com a razao C17/C29 e com a razao Pris/Fit do que com o CPI (parte
negativa do eixo 1), pois tal como referido anteriormente, um predominio de n-alcanos
de baixo peso molecular (C15, C17 e C19) ¢ caracteristico de contribui¢des biogénicas
marinhas enquanto que a razao Pris/Fit, indicadora de hidrocarbonetos petrogénicos esta
mais associada com o pristano do que com o fitano, uma vez que o pristano aparece
mais vezes como hidrocarboneto principal (concentragdes maximas) do que o fitano.
Contrariamente, os n-alcanos de elevado peso molecular estdo correlacionados com
valores mais elevados de CPI ¢ menores de C17/C29, reflectindo uma contribuicao
crénica tanto por hidrocarbonetos de petréleo (CPI), como de n-alcanos caracteristicos
de plantas superiores terrestres (C27, C29 e C31), que ocorrem varias vezes ao longo do
ano ¢ na costa como hidrocarbonetos principais. As razdes C17/Pris e C18/Fit estdo
principalmente correlacionadas positivamente com o eixo 2, e inversamente
relacionadas com a razdo Pris/Fit (parte negativa do eixo 2 e positiva do eixo 1),
indicando que as taxas de degradacdo dos n-alcanos lineares (C17 e C18) sdo
semelhantes, ¢ que quando as razdes sdo superiores a 1 indicam inputs recentes de
hidrocarbonetos em oposi¢do a valores inferiores a 1, que indicam contribuigdes mais

antigas e onde se verifica a persisténcia de isoprenoides.

Quando se representa graficamente os scores dos locais em todos os meses estudados

(Fig. 3.8 - cores), podemos verificar que o CCA discrimina na parte negativa dos eixos

1 e 2 principalmente os meses de Inverno I e II e Outono, meses em que o CPI é mais
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elevado e a razdo C17/C29 baixa e na parte positiva os meses de Primavera e Verao,

devido as razdes C17/Pris e C18/Fit, com alguma sobreposicao.
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Figura 3.8 - Andlise canonica de correspondéncia (CCA) da concentragdo individual de
n-alcanos e isoprenoides, nos mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos em varios
locais da costa Sul de Portugal ao longo de um ano, indicando os scores (locais)
legendados por més (cores), e legendados por local (nimeros). (e-: Inverno I; e-:
Primavera; e-: Verdo; e-: Outono; °-: Inverno II; 1 - Sagres; 2 - Lagos; 3 - Portimdo; 4 -
Vilamoura; 5 - Faro; 6 - Olhdo; 7 - Tavira; 8 - Vila Real de Santo Anto6nio).

A discriminagdo entre locais (eixo 2) (Fig. 3.8 - nimeros) entre barlavento e sotavento
ndo ¢ tdo evidente pois ha mistura dos oito locais em torno do eixo 2, embora na parte
negativa se agrupe SG, LG, PT, VM e OL, principalmente nos meses de Inverno (I e II)
e Outono, enquanto que na parte positiva do eixo 2 estdo representadas FR e TV na

maioria dos meses. SG no Verdo estd mais correlacionada com a razdo C17/C29 que
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apresentou o maximo de 13,83, indicando fortes contributos biogénicos marinhos para a
concentragdo total de n-alcanos, por oposi¢ao a OL em que os contributos terrestres sao
mais importantes. O CPI (indicador de hidrocarbonetos do petroleo) nestes dois locais ¢
<1 (0,76 e 0,95, respectivamente para SG e OL pelo que a separacdo de SG-Verao dos
restantes locais se deva maioritariamente a razao C17/C29.

VRSA no Inverno II, embora apresente as maiores concentragcdes de n-alcanos
individuais, esta relacionada positivamente com as razdes C17/Pris e CI18/Fit,
indicadoras de fontes recentes de contaminagao por hidrocarbonetos, tal como FR ¢ TV
no Inverno I. SG, PT e TV na Primavera e FR no Verdo parecem apresentar
contaminagoes recentes de n-alcanos (razdes C17/Pris e C18/Fit >1 no eixo 2), sendo o
contributo fito e zooplanctonico mais importante que o contributo proveniente de
plantas superiores terrestres (C17/C29, eixo 1), por oposi¢do a LG ¢ VM (no Verao) nos
quais a razdes C17/Pris, C18/Fit e Pris/Fit revelam contamina¢des mais antigas (<1),
com persisténcia dos isoprenoides, cujas razdo Pris/Fit indicam a presenga de

hidrocarbonetos petrogénicos.

3.3.2 — Distribui¢do Temporal

A variacdo temporal refere-se a amostras recolhidas em 2 situacdes de Inverno
consecutivas (Inverno I —Fevereiro de 1996) e Inverno II (Fevereiro de 1997), e outra
em 2003 a que se chamou Inverno III. No estudo temporal pretende-se avaliar o efeito
da contaminagdo por hidrocarbonetos do petréleo ao longo do tempo, na costa Sul de

Portugal.
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A - n-alcanos totais e UCM

As concentragdes totais de n-alcanos (TAlc) ao longo da costa Sul de Portugal nas trés
situacdes de Inverno (Tabelas 3.1, 3.6 e 3.7 e Figura 3.9) indicam que o Inverno III
apresenta as maiores concentragdes. De facto, a concentragdo de TAlc ao longo da costa
diminuiu do Inverno I para o Inverno II, voltando a aumentar no Inverno III, em todos
os locais excepto em OL em que a concentragdo TAlc é superior no Inverno I e em

VRSA onde os niveis s@o superiores no Inverno II (p<0,05).

Tabela 3.7 - Concentragdo de TAlc, UCM (média + desvio padrdo) (ng/g ph)
e razdo UCM/TAlc, em mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos em
diferentes locais da Costa Sul de Portugal, durante o Inverno Il1.

Més Local TAlc UCM UCM/ TAlc
SG 10,6 + 0,9 50+ 8 5
LG 87+ 1,4 59+9 7
PT 14,1238 80+9 6
INVERNO III VM 383+6,7 205 57 5
FR 6,9+0,8 86+ 17 12
OL 14,0 + 1,3 172+ 12 12
TV 10,5+ 1,6 80+ 8 8
VRSA 16,6 2,7 72+ 12

VM ¢ o local onde a concentragao total de n-alcanos ¢ significativamente superior a dos
restantes locais (Inverno 1, II e III), seguido de OL (Inverno I e III) e VRSA (Inverno II
e III). Os niveis de TAlc em FR ndo variaram significativamente ao longo do tempo
(entre 3,6 £ 0,5 ¢ 6,9 + 0,8 pg/g ph), enquanto que em SG, LG e TV a concentragdo de
TAlc ¢ inferior nos dois primeiros Invernos (p<0,05).

Contrariamente ao observado para os TAlc, as concentragdes médias de UCM ao longo
da costa decrescem do Inverno I para o III, onde se registam os menores niveis de

UCM. No entanto, em VRSA tal como observado para TAlc, ¢ no Inverno II que se
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regista 0 maximo de concentracdo de UCM (776 + 51 pg/g ph). A concentragdo de

UCM em PT, FR e OL no Inverno III ¢ mais elevada que no Inverno II, sugerindo um

input petrogénico nestes locais.
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Figura 3.9 - Concentragdo total de n-alcanos e UCM (média + desvio padrdo) (ug/g ph), em
mexilhdes M. galloprovincialis ao longo da costa Sul de Portugal, durante o estudo temporal.
(letras diferentes significam diferencas estatisticas; Duncan’s test p<0,05).
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Razdo UCM/TAIc

A razdo UCM/TAIc calculada para os mexilhdoes M. galloprovincialis recolhidos em
varios locais da costa Sul de Portugal no Inverno III ¢ apresentada na Tab. 3.7. Neste
més a propor¢ao entre a concentragao de hidrocarbonetos nao resolvidos e resolvidos ¢
inferior a dos outros (Tab. 3.1 e 3.6), devido as elevadas concentragoes de TAlc e a
relativamente baixa concentragdo de UCM, particulamente em SG e LG.
Comparativamente aos Invernos anteriores, a razdo UCM/TAlc no Inverno III nos
diferentes locais ¢ inferior, reflectido concentragdes de UCM e TALc mais semelhantes
entre si, e tal como para os Invernos anteriores de caracter cronico e de origem

petrolifera.

Quando se aplica a analise de componentes principais aos dados de TAlc, UCM e razao
UCM/TAIc obtidos durante as trés situagdes de Inverno (Fig. 3.10) verifica-se que ha
uma separagdo clara entre os trés Invernos. O eixo 1 separa na zona negativa os
Invernos II e III, enquanto os dados do Inverno I se distribuem em redor da origem. O
eixo 2 separa o Inverno III (zona positiva) dos Invernos I e II (zona negativa).

E ainda de salientar que VM no Inverno III estd mais correlacionada com a
concentragdo de TALc do que com a razao UCM/TAlc, enquanto que VRSA no Inverno
IT se relaciona principalmente com a concentragdo de UCM (eixo 1). Os locais que se
correlacionam melhor com a razdo UCM/TAIc sdo SG, LG, PT € FR no Inverno I, onde

esta razao atinge os valores mais elevados.
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Figura 3.10 - Analise de componentes principais (PCA) da concentracdo total de n-
alcanos, UCM e razdo UCM/TAlc em mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos
durante a distribui¢ao temporal. (o - Inverno I; e - Inverno II; e - Inverno IIT; 1 - Sagres; 2 -
Lagos; 3 - Portiméo; 4 - Vilamoura; 5 - Faro; 6 - Olhdo; 7 - Tavira; 8 - Vila Real de Santo
Antonio).

B - n-alcanos individuais e isoprenoides

Os resultados relativos a concentra¢do individual nos n-alcanos e isoprenoides em
mexilhdes M. galloprovincialis durante o Inverno III, ao longo de oito locais da costa

Sul de Portugal, estdo representados na Tabela 3.8.
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Tabela 3.8 - Concentragdo individual dos hidrocarbonetos n-alcanos e isoprenoides (média + dp) (ng/g
ph) e razdes de diagnostico calculadas, em mexilhdes Mytilus galloprovincialis, recolhidos em diferentes
locais da costa Sul de Portugal no Inverno IIl.

Sagres Lagos Portimdo  Vilamoura Faro Olhéo Tavira VRSA
INVERNO 111
C14 300+ 76| 301+101 109 + 13 165+ 19| 424 £58 68£6 60+ 10 568 £51
C15 295+53| 135%11 98 £21 200+42| 95+13 144 + 26 34+4 192 +24
C16 164+ 10 82+ 14 118 +21 176 £37| 152 +31 226+ 19 7210 281+ 40
C17 31960 134+22 147 £ 38 407+94| 192+28 285+ 63 138 +34 505 £ 66
Pristano 1229 £140 | 245+33 306 £ 34 442 £73| 43171 391+ 58| 570+142 541+ 72
C18 220+ 18| 19713 114£11] 431+114| 245+£38 383 +£60 185+44| 1159+ 177
Fitano 707£97| 312+42 243 £33 | 532£134| 415+£70 374 +£51 361 £92| 1100+ 122
C19 618+ 123 | 232+24| 520+£103| 827+£190|470%£110 316 £ 76 357+£53| 2269+417
C20 777+£41 709+82| 430£109| 969+248| 450=£66 239+£40| 638+130| 2653 £569
c21 868 £ 126 | 818+ 130| 431+£106| 20541369 |514+£111| 844+£111| 607+£102| 1891 +441
C22 1236 £42 {1212+ 121 | 545+ 118 | 3198 £754| 591+ 103 738+95| 566+126| 1904 + 381
Cc23 1344 +£166 | 1038 £ 163 | 1092 +229 (4874 £ 1156|800 £214| 1364 +252 507 £57| 12951279
C24 911£70| 717+ 115| 820£212|4395+1077|576+149| 1373 £265 500+£53] 1122463
C25 625+£203| 556+ 134| 799+107|7151+1855| 473+96| 1706 +227 478 £96| 743 +187
C26 60969 | 371 +£103| 1341+114|8745+1151| 229+£42| 1551+£189 793 £ 86 304 £ 74
c27 410+91| 310£68| 1108+£269| 2353 +540| 411+64| 1201 £196| 672+ 148 339+82
Cc28 493 +87| 292+55| 937+121| 643+141| 262+30| 1091 £146| 873 +£209 247 +21
C29 520+ 147 | 32891 | 1051+£258| 425+£100| 221+35| 1169+£270| 1312£76 248 £ 55
C30 293+65| 31852 | 1012+174 366 67| 220+43| 1074+ 122| 1142 £240 291+18
C31 358 +£33| 459+£72| 1193214 404 £ 66| 285127 360% | 947 £ 169 348 + 71
C32 101 £22| 208+29| 918+ 166 199 £42| 134+26 n.d. 364 £ 90 195+37
C33 50+ 11 54+10| 964 +227 140£24| 73+16 n.d. 165 £ 41 n.d.
C34 40+9| 134+£26 451* 64£9 39%* n.d. 75+ 15 n.d.
C35 39+£9 65£9 106* 42+5 27% n.d. 46 £ 4 n.d.
C36 n.d. n.d. 112%* n.d. 49%* n.d. 35% n.d.
TAlc 105924900 | 8669+1353 | 14080+2834 | 3822946651 | 6872+795 | 1395241260 | 10546£1632 | 1655312672
Pris/Fit 1,74 0,79 1,26 0,83 1,04 1,05 1,58 0,49
C17/Pris 0,26 0,55 0,48 0,92 0,45 0,73 0,24 0,93
C18/Fit 0,31 0,63 0,47 0,81 0,59 1,02 0,51 1,05
C17/C29 0,61 0,41 0,14 0,96 0,87 0,24 0,10 2,04
CPI 1,06 0,91 1,09 0,98 1,06 1,10 0,99 0,90
H. principal (%) | C23 (13) | C22(14) C26 (10) C26(23) | C23(12) | C25(12) C29 (12) C20 (16)

TAlc: ¥nC14-C36; CPI (indice Preferéncia Carbono): (2nC15-C35)/(ZnC14-C36); * : somente num dos replicados este
hidrocarboneto foi identificado; n.d.: ndo detectado; H. principal: hidrocarboneto principal (% do total).

Comparativamente ao Inverno I (Tab. 3.2) e Inverno II (Tab. 3.6), os resultados

mostram que as concentragdes individuais dos n-alcanos, na maioria dos casos ¢ inferior

no Inverno II que no Inverno I, aumentado em 6 dos locais no Inverno III, onde se

registaram os valores mais elevados.
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A distribuicdo dos n-alcanos pares e impares parece ser relativamente homogénea em
SG, LG e FR embora SG apresente picos de pristano, fitano e C23 (n-alcano principal).
A distribuicdo das concentragdes dos n-alcanos individuais em PT, VM, OL ¢ VRSA
apresentam uma moda entre nos nN-alcanos de elevado peso molecular que oscila entre o
C26-C31, C21-C27, C23-C30 e C18-C24, respectivamente, tal como ocorreu nos
Invernos I e II, indicadores de inputs de origem terrestre e petrogénica. No entanto, no
Inverno IIT os n-alcanos de baixo peso molecular de origem marinha (C15, C17 e C19)
ndo sao dominantes em nenhum local, sendo a sua concentracdo relativamente
semelhante. Os n-alcanos principais detectados no Inverno III sdo mais semelhantes aos
detectados no Inverno II (n-alcanos de elevado peso molecular) do que aos do Inverno
I, onde se regista predominios de n-alcanos de baixo peso molecular, assim como de

isoprenoides.

Razéo C17/C29

No Inverno III a razdao C17/C29 que identifica a particdo entre inputs biogénicos
marinho e inputs biogénicos terrestres, foi <1 para a maioria dos locais (entre 0,10 e
0,96), a excepg¢ao de VRSA onde a concentracdo de C17 foi superior a de C29 (razdo
2,04). Deste modo a contribui¢do de n-alcanos de origem terrestre para a concentragao
total de hidrocarbonetos parece ser mais importante que a de origem marinha, tal como
no Inverno II (Tab. 3.6). No Inverno I (Tab. 3.2) o predominio de n-alcanos marinhos ¢
evidente nos locais mais a barlavento que a sotavento, onde predominam os n-alcanos

biogénicos de origem em plantas superiores terrestres.
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CPI
O indice de preferéncia de carbono (Zn-Cimpar/Zn-Cpar) calculado para os diferentes
locais durante o Inverno III é semelhante aos Invernos anteriores (Tab 3.2 ¢ 3.6), ou

seja, ¢ muito proximo de 1, indicador da presenca de compostos do petroleo. Os valores

deste indice variaram entre 0,91 (LG) e 1,10 (OL).

Isoprenoides

Ao longo do Inverno III ndo houve predominio claro dos isoprenoides em relagao aos n-
alcanos. Embora a concentragdo de pristano em SG tenha sido a méxima registado neste
més (Tab. 3.8), a razdo Pris/Fit ¢ semelhante a de PT e TV. Tal como observado para o
CPI, a razdo Pris/Fit oscila em volta de 1 (0,49 a 1,74), indicando uma vez mais origens
petrogénicas de hidrocarbonetos, em toda a costa. Valores semelhantes de Pris/Fit foram
detectados nos Invernos anteriores. Do mesmo modo as razdes C17/Pris e C18/Fit
foram sempre inferiores a 1 em toda a costa (excepto em OL ¢ VRSA: 1,02 ¢ 1,05
respectivamente) reflectido o caracter persistente dos isoprenoides ramificados em
relacdo aos lineares, caracteristicas de contaminagdes antigas. A variacdo das razodes
Pris/Fit, C17/Pris e C18/Fit durante os trés Invernos, nos diferentes locais, ndo indicam

alteracdes significativas ao longo do tempo.

Ao aplicar a analise de correspondéncia canodnica (CCA) aos dados de n-alcanos
individuais, isoprenoides e razdes diagnostico calculadas para todos os locais e para os
tr€s Invernos (Tab. 3.2; 3,6 e 3.8), obtém-se os graficos representados nas Figuras 3.11 e
3.12, nos quais os eixos 1 e 2 explicam 42,2% da variancia dos locais e n-alcanos e

79,9% da variancia dos vectores.
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Figura 3.11 - Andlise canonica de correspondéncia (CCA) da concentragdo individual
dos n-alcanos e de isoprenoides em mexilhdes M. galloprovincialis, recolhidos em
varios locais da costa Sul de Portugal, durante os trés Invernos, indicando os loadings
no Eixo 1 e 2.

Como se pode observar, o eixo 1 da Fig. 3.11 separa os compostos de elevado peso
molecular (C25-C36) (zona negativa) dos de baixo peso molecular (C14-C22) (zona
positiva), que se relacionam predominantemente com o CPI e razdo C17/C29,
respectivamente. O eixo 2 correlaciona os hidrocarbonetos principalmente em relagdo a
razdo Pris/Fit (zona positiva) e a razdo C17/Pris (zona negativa). A representagdo
grafica dos scores relativos aos locais (Fig. 3.12), mostra uma separagdo, no eixo 1,
entre os trés Invernos principalmente devido as razdes C17/C29 e Pris/Fit (parte
positiva), em SG, LG, PT, VM e TV, enquanto que a zona negativa separa os Invernos
em termos de CPI, C18/Fit ¢ C17/Pris, maioritariamente nos Invernos II ¢ III. O eixo 2

separa na zona positiva a maioria dos locais do Inverno I, enquanto que na zona
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negativa do eixo estdo representadas a maioria dos locais do Inverno II e III, devido a

razdo C17/Pris.
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Figura 3.12 - Analise canonica de correspondéncia (CCA) da concentragdo individual
de n-alcanos e isoprenoides, em mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos em varios
locais da costa Sul de Portugal, durante trés Invernos. (o - Inverno I; e - Inverno II; e -
Inverno III; 1 - Sagres; 2 - Lagos; 3 - Portimao; 4 - Vilamoura; 5 - Faro; 6 - Olhao; 7 -
Tavira; 8 - Vila Real de Santo Antonio).

3.4 - DISCUSSAO

A avaliagdo da contaminagao por hidrocarbonetos alifaticos do petréleo na costa Sul de
Portugal incluiu diferentes abordagens como a avaliagdo anual, em que se analisaram
mexilhdes recolhidos durante um ano consecutivo e a variagdo temporal, onde se deu
énfase a evolucdo da contaminacdo em trés situagdes de Inverno (duas consecutivas e

uma passados 6 anos). Os locais de amostragem incluiram pontos expostos ao Oceano
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Atlantico, assim como locais mais confinados, protegidos pelas ilhas barreira da Ria
Formosa, onde a circulagdo de agua ¢ menos acentuada. O estudo da fracgao alifatica
dos hidrocarbonetos do petréleo ¢ importante pois fornece informagdo sobre a origem
(petrogénica VS biogénica e/ou autoctone VS aloctone) dos hidrocarbonetos, sobre a
extensdo da sua degradagdo ambiental e sobre a persisténcia deste tipo de compostos
nos organismos marinhos. Tem sido largamente utilizada na caracteriza¢dao da evolugao
da contamina¢do devido a acidentes com petroleiros, como em monitorizagdes
ambientais em zonas costeiras, em varios pontos do Globo (Burns e Smith, 1981;
Bernard et al., 1995; Boehm et al., 1996; Vasquez et al., 2000; Pastor et al., 2001;
Tolosa et al., 2005). Nos locais onde se estudou a contaminagdo por hidrocarbonetos do
petréleo nos varios compartimentos bidticos e abidticos em simultdneo, a concentracao
de hidrocarbonetos nos organismos reflectia a encontrada no ambiente quer em termos
de quantidade quer em termos de perfil caracteristico dos hidrocarbonetos (Vasquez et

al., 2000; Pastor et al., 2001; Tolosa et al., 2005).

A concentragdo de TAlc em mexilhdes recolhidos nos varios locais da costa Sul de
Portugal variou entre 1,1 £ 0,1 e 34,3 + 2,6 pg/g ph (mediana 3,7) no ciclo anual (Fig.
3.1 e 3.2; Tab. 3.1) e entre 1,1 £ 0,1 e 38,3 + 6,7 pg/g ph (mediana 7,8) no ciclo
temporal (Fig. 3.9; Tab. 3.1 e 3.7), sendo da mesma ordem de grandeza dos encontrados
em mexilhoes M. galloprovincialis recolhidos na costa NW de Portugal (8 — 33,7 pg/g
ph) (Lima et al., 2007), nos canais de Veneza (7,8 — 40,6 pg/g ph em locais mais
expostos no Mar Adriatico e entre 16 — 26,2 pug/g ph em locais mais confinados), numa
zona cuja contaminagdo ¢ cronica (Wetzel e Van Vleet, 2004), assim como em Napoles

(0,6 - 48 ng/g ph) (Amodio-Cocchieri e Cirillo, 2003) e em mexilhdes M. edulis nos
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canais cronicamente afectados da Dinamarca (7,5 — 108,8 ng/g ph) (Granby e Spliid,
1995) (ver Tab. 1.3 — Capitulo 1).

Os niveis minimos de TAlc detectados nos mexilhdoes da costa Sul de Portugal sao
superiores aos encontrados em areas cronicamente expostas a hidrocarbonetos como
resultado das actividades urbanas e industriais na costa da Galiza (0,13 — 0,83 w/g ph)
(Porte et al., 2001a) e superiores ao niveis detectados em améijoas (Circentia callipyga)
e ostras (Pinctada radiata; Saccostrea cucullata) recolhidas no Golfo Pérsico e Golfo
de Oma, 10 anos apds a Guerra do Golfo (0,16 — 1,3 pg/g ph) (Tolosa et al., 2005) em
que a concentracdo de hidrocarbonetos nos tecidos dos organismos decresceu no
periodo de 10 anos para concentracdes comparaveis a locais ndo contaminados,
ocorrendo no entanto picos de contaminagdo em locais especificos devido a acidentes
mais recentes, nao relacionados com os derrames provocados durante a Guerra do
Golfo. E ainda de salientar que a concentragdo média anual de TAlc na maioria dos
locais e meses ¢ < 7 pg/g ph (Fig. 3.2; Tab. 3.1 e 3.7). Valores semelhantes (entre <1 e
7 ng/g ph) sdo considerados niveis basais de contaminagdo (Tab. 1.3- Cap. 1) (UNEP,
1988; Hermida-Ameijeiras et al., 1994 a, b; Burt ¢ Ebell, 1995) ou niveis de
contamina¢do moderada, principalmente devido a actividades nauticas, como refere
Carro et al. (2006), em mexilhdes M. galloprovincialis (0,88 — 5,1 pg/g ph) da costa da
Galiza recolhidos 1 e¢ 3 meses ap6s o acidente com o “Prestige”. Estes autores
concluiram que a costa estava medianamente contaminada principalmente devido a
origens cronicas caracteristicas de trafego maritimo, ¢ em menor escala, ao impacto de

derrame do “Prestige”.

Além dos picos de n-alcanos existem também isoprenoides pristano e fitano e uma

mistura complexa ndo resolvida (UCM) de hidrocarbonetos alifaticos ciclicos e
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ramificados, caracteristicos de hidrocarbonetos do petréleo (Porte e Albaigés, 1993;
Granby e Spliid, 1995; Solé et al., 1996; Wetzel e Van Vleet, 2004; Tolosa et al., 2005;
Carro et al., 2006). Nesta dissertagdo, todos os cromatogramas apresentavam UCM
entre os N-alcanos C14 e C36 (Fig. 3.3), cujas concentragdes variaram entre 18 = 3 e
776 £ 52 ng/g ph (mediana 62) no ciclo anual (Fig. 3.4 ¢ 3.5; Tab. 3.1) eentre 21 £ 2 ¢
776 = 52 ng/g ph (mediana 83) no periodo temporal (Inverno I, II e III) (Fig. 3.9; Tab.
3.1 e 3.7), indicando a presenca de produtos de origem petrogénica degradados (Solé et
al., 1996). A concentracdo mediana de UCM em mexilhdes da costa Sul de Portugal
enquadra-se, tal como os TAlc, nos valores reportados para mexilhdes da costa Catald
(1,72 — 98,8 ng/g ph) (Porte e Albaigés, 1993), dos canais da Dinamarca (5 — 99)
(Granby e Spliid, 1995) e sdo superiores aos encontrados em mexilhdes da Galiza (1,5 —
39,7 ug/g ph) (Porte et al., 2001 a) e em ostras e améijoas recolhidas no Golfo Pérsico
(1,8 — 26 ng/g ph) (Tolosa et al., 2005) (ver Tab. 1.3 — Capitulo 1). Ao longo da costa
Sul de Portugal, os niveis médios de UCM detectados nos mexilhdes sdo na maioria dos
meses e locais <100 pg/g ph, ocorrendo também um intervalo de concentragcdes
superiores, que oscilam entre 129425 e 531+£82 png/g ph. O valor maximo foi detectado
em VRSA no Inverno II (776£52 ug/g ph). Tais valores maximos sdo comparaveis as
concentragdes maximas encontradas em mexilhdes da costa NW de Portugal (434 pg/g
ph) (Lima et al., 2007), de Veneza (312 pg/g ph) (Livingstone et al., 1995), e do Reino
Unido (795 pg/g ph) (Rowland et al., 2001), em locais cronicamente contaminados por

hidrocarbonetos de petroleo (Tab. 1.3 — Cap.1).

Ao longo deste estudo, a propor¢do entre a frac¢do ndo resolvida (UCM) e a fracg¢do
resolvida dos hidrocarbonetos (TAlc) foi também calculada, de forma a estudar o grau

de degradacdo ambiental dos hidrocarbonetos alifaticos. Assim, durante a distribui¢do
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anual, a razao UCM/TAlIc variou entre 5 e 51 (mediana 19) nos diferentes locais (Tab.
3.1), enquanto que no Inverno III variou entre 4 ¢ 12 (mediana 6) (Tab. 3.1 e 3.7),
indicando diferentes graus de degradacdo ambiental. Estes resultados sdo semelhantes
aos dos mexilhdes da costa da Galiza recolhidos trés meses (13-46) e trés anos (11-86)
apos o derrame do “Aegean Sea”, respectivamente (Solé et al., 1996; Porte et al., 2000 a
b). Assim, a degradagdo ambiental da contaminagdo por petroleo ¢ diferente ao longo da
costa Sul de Portugal, desde pouco degradado (razdo UCM/TAlc <10) (Inverno III),
reflectindo uma contaminagdo recente (Solé et al., 1996), a degradagdo mediana
UCM/TAIc entre 10 e 20) verificada na maioria dos locais, e ainda, a situacdes de
degradagdo muito acentuada (UCM/TAIc >20) em LG e PT no Inverno I (51 e 40,
respectivamente), indicando que a contaminacao tinha uma origem mais antiga (Clark e

Blumer, 1967).

A distribuicdo sazonal das concentragdes totais de TAlc, UCM e razdo UCM/TAlc ao
longo do ciclo anual e temporal (Fig. 3.6 ¢ 3.10), indica que a concentragdo dos
hidrocarbonetos alifaticos no Inverno I e Outono sdo significativamente diferentes dos
restantes meses, embora a concentracado média no Inverno II seja superior a detectada na
Primavera ¢ no Verdo, principalmente devido aos niveis detectados em VRSA. A
analise dos componentes principais (Fig. 3.6) separa este local, conferindo-lhe assim
uma caracteristica de excepg¢do. O Inverno I desta-se ainda pela razdo UCM/TAlc, por
existir maior degradagdo, relativamente aos outros meses, identificando o local OL, por
apresentar a menor razao UCM/TAlc.

A evolu¢do temporal da contaminacdo por hidrocarbonetos alifaticos (Fig. 3.9, 3.10)
indica um aumento da concentracdo de TAlc do Inverno I para o IIl, com um maximo

em VM, enquanto que a UCM diminui do Inverno I para o III, sendo este semelhante ao
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Inverno II. O facto de haver maiores propor¢des de TAlc em conjunto com UCM
menores (UCM/TAlc <10), sugere contaminagdes recentes, em que ainda nao houve
degradacdo ambiental acentuada. Este comportamento revela que a contaminagdo no
Inverno III ¢ mais recente que nos Invernos precedentes (Fig. 3.10), destacando VRSA
no Inverno II devido as maiores concentragoes de TAlc e UCM, e VM no Inverno 111,
por apresentar o valor maximo ¢ menor degradagdo ambiental (UCM/TAlc 5). A
variagdo espacial da concentragao de TAlc e UCM revela que VM e OL, seguidos de PT
(Fig. 3.6 e 3.10) sdo os locais onde se registam ao valores mais elevados de
contaminag¢do, ao longo do ano e também no estudo temporal, ndo considerando VRSA
no Inverno II. Os locais que apresentam menores niveis de contamina¢do média sdo FR
e TV, enquanto que os restantes apresentam niveis de contaminagdo intermédia. A
analise PCA destaca também VM, OL e PT no ciclo anual (Fig. 3.6) ¢ VM e OL no
ciclo temporal (Fig. 3.10), como os locais mais contaminados, separando também estes

locais sazonalmente.

A distribuigdo individual das concentragdes dos n-alcanos (C14 ao C36), dos
isoprenoides (pristano e fitano), assim como de algumas razdes diagndstico (Pris/Fit,
C17/Pris, C18/Fit, CPI e C17/C29) foram usadas para identificar a origem e o tipo da
contaminag¢do ao longo da costa Sul de Portugal.

A contaminagdo por hidrocarbonetos na costa Sul de Portugal ¢ devido
predominantemente a fontes petrogénicas, tal como reflectido no hidrocarboneto
principal (principalmente pristano e n-alcanos pares como o C16 e C18, ou o C22 e
C26), no CPI e na razdo Pris/Fit, ambas menores ou semelhantes a 1 (petrogénico) em
toda a costa e durante o periodo estudado (anual e temporal). De facto, o CPI oscila

entre 0,7 ¢ 1,2 (mediana 0,89) no periodo anual (Tab. 3.2 a 3.6) e entre 0,91 ¢ 1,10
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(mediana 1,1) no Inverno III (Tab. 3.8), enquanto que a razao Pris/Fit oscila entre 0,6 e
2,3 (mediana 1,1) e entre 0,49 e 1,74 (mediana 1,04), respectivamente no ciclo anual e
temporal. Dados semelhantes foram detectados em mexilhdes da costa da Galiza, onde
se avaliou a contaminacdo ambiental por hidrocarbonetos, a qual foi devido
principalmente a fontes petrogénicas (Solé et al.,1996; Porte et al., 2000 a b; Carro et
al., 2006) (Tab. 1.3). Outro modo de avaliar a presenca e degradagao de hidrocarbonetos
petrogénicos € através das razdoes C17/Pris e C18/Fit, em que valores baixos revelam a
influéncia de processos de degradagdo biologica e ambiental (evaporagdo,
fotodegradagdo) sobre os alcanos lineares comparativamente aos ramificados e sugerem
a presenga de 6leos degradados (Wang et al., 1999 a; Mille et al., 2006). Neste trabalho,
as razdoes C17/Pris e CI18/Fit apresentaram na maioria das vezes valores <I,
corroborando assim as caracteristicas petrogénicas da contaminagdo (CPI<I, Pris/Fit
<1), sendo estes valores menores no Inverno I relativamente ao II e III, confirmando

também que a contaminagao ¢ mais recente no Inverno III.

Além das fontes petrogénicas, os hidrocarbonetos sintetizados por organismos
(hidrocarbonetos biogénicos) também podem estar presentes no ambiente, cuja fraccdo
alifatica ¢ a predominante e ocorrem em varias espécies de animais e plantas marinhas e
terrestres (Youngblood e Blumer, 1973; Pefia-Méndez et al., 2001). O perfil da
distribuicdo da concentracao individual dos n-alcanos e as razdes de diagndstico, sdo
também utilizados para separar a origem (petrogénica e/ou biogénica), e identificar o
tipo autdctone e/ou aldctone dos hidrocarbonetos biogénicos. Assim, embora os
hidrocarbonetos pares ¢ os isoprenoides (ambos caracteristicos de inputs petrogénicos)
tenham sido identificados como os hidrocarbonetos principal na maioria dos locais (CPI

<1), em alguns locais o CPI foi superior a 1. O valor deste indice pode ser superior a 1
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tanto devido a um predominio de n-alcanos impares de baixo peso molecular (C15,
C17, C19), como devido a um predominio de n-alcanos impares de elevado peso
molecular (C27,C29,C31), indicando em ambas as situagdes Nn-alcanos de origem
biogénica. O C17 foi o hidrocarboneto principal em FR e OL na Primavera,
representando 20 e 17%, respectivamente, da concentragdo total de n-alcanos. A razao
C17/C29 (indica o predominio autoctone ou aldctone das fontes biogénicas) nestes
locais (3,74 ¢ 3,19 respectivamente), indica que a contribui¢do de hidrocarbonetos de
fontes marinhas ¢ superior a terrestre. Valores elevados desta razdo foram também
identificados em VM (Inverno I: 4,11), na Primavera em todos os locais, mas
particularmente elevadas em SG (5,14) e TV(5,9) (nestes dois locais, o C17 ndo foi o n-
alcano principal, mas apresentou concentragdes superiores ao C29), e no Verdo em SG
(13,83) e VRSA (3,9). Esta predominancia do C17 em relagdo ao C29 pode estar
relacionado com fendmenos de upwelling e de elevada produtividade, principalmente na
Primavera e no Verdao em SG.

O pristano também tem origem bioldgica, derivado quer de reac¢des pos-deposicionais
envolvendo a hidrogenacdo catalitica dos fitadienos e/ou resultante da oxidagdo
(pristano) ou redugdo (fitano) da cadeia lateral de fitol da clorofila (Mille et al., 2006).
Nestes casos, a concentracdo de pristano representa entre 25 a 60% da concentracao
total dos hidrocarbonetos alifaticos, € os valores da razdo Pris/Fit oscila entre 15 ¢ 96
(Snedaker et al.,1995; Carro et al., 2006). Nesta disserta¢do, embora o pristano tenha
sido dominante em algumas situagdes (10 e os 22% da concentragdo total), a razdo
Pris/Fit e a razdo C17/Pris (respectivamente 1,22 a 2,25 anual e 0,23 a 0,79 temporal)
nesses locais, sdo caracteristicas de fontes petrogénicas de pristano (Solé et al., 1996;

Porte et al., 2000 a b; Carro et al., 2006).
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Os valores de CPI >1 podem também ser devidos a n-alcanos impares de elevado peso
molecular (C27, C29 e C31) caracteristico de plantas superiores terrestres, reflectido na
razdo C17/C29 <I. De facto, o0 C29 e o C31 foram os hidrocarbonetos principais em
FR, OL e VRSA (8, 10 e 8% respectivamente) no Inverno I, em SG no Outono (11%) e
em VM, FR e VRSA (respectivamente 18, 13 e 14%) no Inverno II. No Inverno I a
razdo C17/C29 foi <1 em FR, OL, TV e VRSA; no Verdo a origem terrestre foi mais
acentuada somente em VM e OL; no Outono e Inverno II a origem terrestre foi
predominante (<1) excepto em LG, PT e TV. Tais predominios terrestres nos Invernos I
e II e Outono podem estar relacionados com a escorréncia de detritos vegetais terrestres
para o meio marinho.

O comportamento dos n-alcanos individuais e isoprenoides descrito anteriormente €
corroborado pela analise candnica de correspondéncia (CCA) que separa no periodo
anual (Fig. 3.7 e 3.8) a Primavera e o Verdo no quadrante superior direito em termos de
razdo C17/C29 >1 e n-alcanos de baixo peso molecular, em oposi¢ao aos Invernos I e 11
e Outono que se associam mais a valores mais baixos de C17/C29 (<1) e a n-alcanos
impares de peso molecular superior (C24-C36). Esta projeccao do CPI e razdo C17/C29
¢ semelhante a verificada no estudo temporal (Fig. 3.11 e 3.12), confirmando que os
Invernos II e III sdo diferentes do Inverno I (cuja maioria dos pontos se situa no eixo

(+1) e (+2)), mais relacionado com n-alcanos de baixo peso molecular.

As fontes de hidrocarbonetos do petroleo para o ambiente marinho costeiro estdo
associadas ao trafego maritimo, actividades portudrias e marinas, escorréncias das
chuvas, escorréncias urbanas industriais/domésticas, derrames acidentais com
petroleiros e/ou manobras de de-lastro, lavagem de tanques, e doca-seca (UNEP, 2002).

De facto, tal como referido no Capitulo 1, a costa Portuguesa ¢ atravessada por algumas
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das principais € mais movimentadas rotas de navios de e para o Mediterraneo, Norte da
Europa, Africa e América (Fig. 1.5 - Cap. 1) e sofre varios acidentes por ano (Fig. 1.6 e
1.7). Assim, as concentragdes de TAlc e UCM registadas na costa Algarvia podem, em
grande parte, estar associadas a fenomenos acidentais deste tipo. Por outro lado, os
pontos de amostragem situaram-se em zonas de portos de pesca, comerciais ou de
recreio, com dimensdes ¢ volume trafego diferentes, expostas ao oceano ou mais
confinadas (Ria Formosa), ou na foz de rios, apresentando por conseguinte
contaminagdes petrogénicas diferentes, desde concentragdes consideradas basais, até
concentragdes caracteristicas de locais cronicamente afectados. VM e OL, eram a data
da amostragem, respectivamente, a maior marina (1000 embarcagdes) e o maior porto
de pesca (2000 embarcagdes; 13500 ton de pescado (DGPA, 2004) do Algarve (IPNT,
2004), contribuindo assim para o elevado trafego maritimo costeiro, que aumenta
consideravelmente no Verdo. VM apresentava no seu anteporto, cerca de 30-40
pequenos barcos de pesca que se encontravam ancorados até ao inicio dos anos 2000.
Por outro lado, a ribeira de Quarteira pode também ser uma fonte pontual de
hidrocarbonetos provenientes de escorréncias urbanas e das estradas, uma vez que
desagua no canal de acesso a marina. O porto de OL, situado no interior da Ria
Formosa, tinha em 1996-1997 um porto de abrigo para pequenas embarcacdes de
recreio, que tal como o elevado numero de barcos de pesca, contribui para a
contaminagdo do meio. Além disso, nos canais principais de navega¢ao circulam ainda
navios de grande porte, de transporte de combustivel e gas, de e para os depositos do
porto comercial de FR e do aeroporto, assim como duas companhias de transporte de
passageiros para as ilhas barreira, além do elevado nimero de pequenas embarcagdes
particulares. As actividades portuarias associadas (abastecimento de combustivel,

estaleiros, oficinas) e respectivas escorréncias, também contribuem para as fontes de
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contaminag¢ao por hidrocarbonetos do petroleo. Outras fontes de hidrocarbonetos podem
ser as escorréncias das estradas, urbanas e industriais e saneamento basico (ETARs).

As escorréncias das chuvas, com consequente “lavagem” das estradas, e a proximidade
a cursos de agua, podem também contribuir para os teores de hidrocarbonetos alifaticos
acumulados pelos mexilhdes. As fontes principais de agua doce para a regido do
Algarve sdo os rios Arade, Gilao e Guadiana, que em conjunto com ribeiras de menor
dimensdo e toda a bacia de drenagem da regido, podem contribuir com inputs sazonais
de hidrocarbonetos para o meio, provenientes das escorréncias das estradas (e/ou
pontes) e lixiviacdo dos solos. Assim, o maximo registado em VRSA no Inverno II
talvez possa ser devido a algum derrame recente associado a um periodo de chuva
intensa. De facto a pluviosidade média anual no Inverno II (843,1 mm) ¢é superior a
média anual para a regido (696,4 mm) (http\\snrih.pt), estando VRSA sujeita ainda ao
impacto de aquaculturas, da ponte internacional, e do trafego de embarcagdes de pesca e
recreio, de VRSA e Espanha. No Outono e Invernos a presenga de C29 nos tecidos dos
mexilhdes ¢ mais pronunciada (C17/C29 <1) e pode também estar associada a detritos e
matéria vegetal terrestre que ¢ arrastada pelo rio desde zonas mais interiores até a foz.
Do mesmo modo, o aumento das concentragdes de TAlc em toda a costa no Inverno III,
com um valor maximo em VM (38,3 £ 6,7 pg/g ph) semelhante ao registado em VRSA
no Inverno II (34,3 > 2,5 png/g ph) também pode estar associado a periodos de elevada
pluviosidade, embora no Inverno III os niveis de precipitacio média (547 mm) tenham
sido inferiores ao niveis média para a regido (696 mm). Dado que a precipitagdo
registada no Inverno III por si s6 ndo explica o aumento acentuado, e generalizado ao
longo da costa, das concentragdes de hidrocarbonetos, e o facto da razao UCM/TAlc
(<7) indicar origens recentes ¢ pouco degradadas de hidrocarbonetos, talvez tenha

ocorrido algum derrame nao acidental na costa pela passagem de petroleiros de e para o
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Mediterraneo (deslastro, lavagem de tanques, etc), tendo sido posteriormente trazido até

a zona costeira pelas correntes.

Do mesmo modo que os factores ambientais influenciam a acumulagdo dos
hidrocarbonetos, o estado de saude dos organismos, periodos de caréncia/abundancia de
alimento, fase do ciclo reprodutivo, etc., também pode alterar as concentracdes totais
nos tecidos. Os hidrocarbonetos sdo compostos organicos lipofilicos, que se acumulam
preferencialmente nos tecidos ricos em lipidos, como glandula digestiva e as gonadas.
No mexilhdo M. galloprovincialis a desova comega na Primavera, coincidindo com o
aumento da temperatura ¢ da clorofila a (Caceres-Martinez e Figueras, 1988, David et
al, 2008). Depois da desova massiva, uma rapida gametogénese ocorre, restabelecendo
a condicdo de desova, que da origem a posturas aleatdrias e mais fracas no inicio do
Verdo, ap6s o qual os individuos se encontram na fase de repouso ou indiferenciacdo
sexual (Cancio et al, 1999; David et al, 2008). Deste modo, o decréscimo da
concentragdo de TAlc e UCM no periodo da Primavera e Verao talvez se deva ao efeito
de “depuracdo” ocorrido com a libertagdo das células sexuais e consequente decréscimo
dos teores lipidicos totais (Cancio et al, 1999) que, antes de se repetir no principio do
Verao se deverdo restabelecer, podendo por conseguinte aumentar de novo as
concentragdes de hidrocarbonetos no Verdo, como se veio a verificar. Nos meses de
Primavera e Verdo ocorre também a maior abundancia de alimento, que se reflecte na
razdo C17/C19 >1, indicadora de hidrocarbonetos biogénicos marinhos, fito e

zooplanctonicos.
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3.5- CONCLUSOES

A concentragdo total de hidrocarbonetos alifaticos nos mexilhdes da costa Sul de
Portugal permite classificar a zona em trés classes: (1) pouco contaminada ou com
concentragdes de niveis basais (TAlc < 2 pg/g ph; UCM < 10 pg/g ph) (Hermida-
Ameijeiras et al., 1994 a, b; Burt e Ebell, 1995), (2) medianamente contaminada devido
a actividades nauticas (TAlc 7 a 10 pg/g ph; UCM 10 a 20 pg/g ph) (Solé et al., 1996;
Porte et al., 2000; Carro et al., 2006), e (3) afectadas cronicamente (TAlc >10; UCM >
20 pg/g ph) associado a portos e marinas com trafego maritimo acentuado, transfega de
combustivel de e para os depdsitos de armazenamento, e escorréncias
industriais/domésticas e das estradas (Granby e Spliid, 1995; Wetzel e Van Vleet,
2004). FR e TV inserem-se na primeira categoria enquanto que SG, LG, PT apresentam
niveis de hidrocarbonetos alifaticos medianos, inserindo-se portanto na segunda
categoria. VM e OL s3o os locais que apresentam caracteristicas cronicas de
contaminagdo por hidrocarbonetos. Em VRSA, a mediana das concentragdes de TAlc
(4) e UCM (74) até ao Outono sdo tipicas de locais medianamente contaminados, pelo
que o pico de contaminacdo registado no Inverno II (cerca de 8,5 vezes superiores aos
valores medianos de TAlc e 12 vezes superior @ mediana de UCM), se deva a situagdes
anormais de pluviosidade, com consequente aumento do caudal do Rio Guadiana e/ou a
algum tipo de derrame ocorrido neste periodo.

A variacdo sazonal (anual e temporal) revela menor contaminacdo na Primavera e no
Verdo, e mais elevada no Outono e Invernos I e II (se se incluir VRSA) e III A
contaminagdo ao longo do tempo na costa Sul de Portugal decresce segundo a ordem
Inverno II < I <III, sendo mais antiga no Inverno I (UCM/TAlc > 20), seguida do

Inverno II (UCM/TAlIc entre 10-20) e mais recente no Inverno IIT (UCM/TAlc < 10).
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A analise da distribuicdo individual dos n-alcanos e isoprenoides corrobora a origem
essencialmente petrogénica da contaminagdo nos mexilhdes (n-alcanos pares; CPI e
Pris/Fit <1), e dos seus tipos de degradacdo, indicando tanto contaminagdes antigas
(C17/Pris e C18/Fit <I) como mais recentes (C17/Pris e C18/Fit > 1). A origem
biogénica (CPI >1) ¢ marinha na Primavera e Verdo (C17/C29 >1), e terrestre no

Outono e Inverno (I, IT e IIT) (C17/C29 <1).
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4 - DISTRIBUICAO DE HIDROCARBONETOS AROMATICOS
POLICICLICOS (PAHs) EM MEXILHOES Mytilus galloprovincialis DA COSTA
SUL DE PORTUGAL
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4.1 - INTRODUCAO

Os hidrocarbonetos aromadticos policiclicos (PAHs) sdo contaminantes organicos
persistentes, tendo sido encontrados em todos os compartimentos bioticos: atmosfera,
solos e sedimentos, coluna de agua e seres vivos terrestres e aquaticos. Sao ubiquos e
fazem parte dos contaminantes mais estudados nos programas ambientais, em conjunto
com os PCBs (bifenis policlorados), devido a sua toxicidade, persisténcia e acumulagdo
ao longo das cadeias alimentares (Solé, 2000 a). Sdo toxicos, reactivos e alguns sdo
considerados cancerigenos, como o benzo(a)pireno..

Os PAHs sao formados por dois ou mais anéis de benzeno e podem ser originados pela
transformag¢do da matéria orgdnica durante a formacdo do petrdleo (petrogénicos);
transformagdo de certas classes de compostos organicos nos solos ou sedimentos
(diagénicos), ou pela sintese directa por organismos (biogénicos), combustdo
incompleta ou pirdlise dos combustiveis fosseis (piroliticos).

As duas principais fontes de PAHs para o ambiente sdo os combustiveis fosseis,
principalmente o crude ou petroleo, e a combustdo incompleta de material organico
(OSPAR 2001). Os PAHs sdo emitidos na produc¢do de energia, processos industriais
térmicos (industria do aluminio, ferro e ago, € os processos de combustdo das refinarias
e da coqueria da siderurgia e metalurgia, que utilizam carvao ou coque), fornos de
combustdo, incineradoras de residuos, fornos de combustio de madeira industriais
(produg¢do de papel) ou domésticos, motores de veiculos, actividades ndauticas e
portudrias, etc., assim como a partir de fontes naturais (vulcoes, fogos florestais). Os
PAHs sdo também os principais componentes do asfalto (estradas), alcatrdo (pneus),
betume e produtos semelhantes utilizados na preservagdo e protec¢do de madeiras,

como o creosoto (OSPAR, 2001).
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Para as principais fontes de contaminagdo os padrdes composicionais dos PAHs
também sdo diferentes. Algumas razdes de diagnostico entre PAHs individuais t€ém sido
utilizadas como indicadores da origem dos PAHs, e tém por base a temperatura de
formagdo dos compostos. A formacao do petrdleo requer temperaturas baixas, na qual a
transformagao da matéria organica origina PAHs de 2 ou 3 anéis de benzeno (como o
naftaleno, o antraceno ou o fenantreno) e uma elevada propor¢do de compostos
alquilados, caracteristicos de PAHs de origem petrogénica. Por outro lado, elevadas
temperaturas de combustdo resultam em compostos de 4, 5 ou 6 anéis (como o
benzo(a)antraceno, o criseno, o benzo(a)pireno, o benzo(gh,i)perileno ou o
indeno(1,2,3cd)pireno) e quantidades minimas de compostos alquilados (Yunker et al.,
2002 a,b). Deste modo cada fonte individual de PAHs ¢ caracterizada por um padrao
molecular especifico (Burns et al, 1997; Baumard et al, 1999a; Yuker et al, 2002 a,b,
Barreira et al, 2007c). Como os isémeros de PAHs tém as mesmas caracteristicas fisico-
quimicas, tém também um padrdo semelhante de dilui¢do e distribuicdo com a matéria
particulada ¢ outros compartimentos ambientais (Dickhut et al., 2000; Oros e¢ Ross,
2005). Assim, determinadas proporgdes entre pares de isomeros de PAHs tém sido
aplicadas como tragadores quimicos distintos ou indicadores de diagnéstico, de modo a
diferenciar entre possiveis fontes de PAHs em amostras ambientais. Tais propor¢des ou
razdes podem ser tuteis na distingdo entre INputs petrogénicos e piroliticos, quer sejam
derivados da combustao do petrdleo ou produtos refinados (Solé et al, 1996; Porte et al,
2001a), ou derivados da combustdo de biomassa (fogos florestais, lareiras,
incineradoras, carvao) (Oros e Ross, 2004).

Adicionalmente, os padrdoes composicionais de PAHs duma fonte pura ou de amostras
ambientais ricas em PAHs de uma tunica fonte podem ser consideradas como

“impressdes digitais” ou “assinaturas” dos PAHs existentes. A analise multivariada
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PLS (Partial Least Squares) tem sido utilizada na identificacdo de fontes de
contaminagdo de PAHs pela projeccdo das assinaturas em conjuntos de dados
ambientais, quantificando a variancia que pode ser explicada ou prevista por cada fonte

(Mugde 2002; Page et al, 2005; Barreira et al, 2007 b,¢).

E objectivo deste Capitulo avaliar a distribui¢io espacial e sazonal da concentragio de
PAHs nos mexilhoes M. galloprovincialis da costa Sul de Portugal. Pretende-se ainda
caracterizar a costa Sul de Portugal em termos de maior ou menor grau de
contaminag¢do, assim como identificar as fontes e origens dos PAHs, através da analise

das razoes diagndstico entre pares de isdbmeros, ¢ da utilizagao de assinaturas tipo.

4.2 - MATERIAL E METODOS

Para avaliar a evolucdo da contaminag¢do ambiental por hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs), foram recolhidas amostras de mexilhdao M. galloprovincialis em 8
locais da costa Sul de Portugal: Sagres (SG), Lagos (LG), Portimao (PT), Vilamoura
(VM), Faro (FR), Olhao (OL), Tavira (TV) e Vila Real de Santo Anténio (VRSA) (Fig.
2.1; Cap. 2). As amostragens decorreram durante um ano consecutivo (distribui¢do
anual): Inverno I (Fevereiro de 1996); Primavera (Abril de 1996), Verdo (Agosto de
1996), Outono (Outubro de 1997) e Inverno II (Fevereiro de 1997) e pontualmente 6
anos depois (distribuicao temporal): Inverno III (Dezembro 2003).

Os PAHs foram extraidos por Soxhlet em amostras compostas de 3 individuos (n=3)

durante 24 h, com uma mistura de n-hexano/diclorometano, fraccionados por
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cromatografia de adsor¢dao com silica-alumina, e quantificadas por HPLC-UV. Foi
utilizado o padrao EPA 610 (16 PAHs), cujos limites de detec¢cao variaram entre 0,01 e
0,24 ng/g. A quantificacdo dos PAHs foi validada pela analise de material de referéncia
SRM 2977 (NIST), com taxas de recuperacao >80 - 112%. Nao foram detectados PAHs
nos ensaios em branco. Os dados sdo expressos em ng/g ph e sdo apresentados como
média + desvio padrdo. As diferengas da concentragdo de PAHs nos tecidos dos
mexilhdes entre locais e meses foi avaliada pela analise de variancia (ANOVA) as quais
foi efectuado o teste de Duncan, para um nivel de significancia de 0,05, através do
programa Statistica 5.0. De modo a determinar os padrdes gerais da distribuicdo
espacial e sazonal dos PAHs, foi efectuada uma Analise de Correspondéncia Candnica
(CCA), utilizando o programa Canoco (Ter Braak, 1995). Para avaliar as fontes e
origens dos PAHs nos tecidos dos mexilhdes, o perfil de distribuicdo dos PAHs
individuais foi comparado com ‘“assinaturas” retiradas da bibliografia, através do

programa Umetrics, por intermédio da analise PLS (Partial Least Squares).

4.3 - RESULTADOS

4.3.1 - Distribuicdo Anual

A - PAHs Totais

A concentracdo total de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (TPAHs) (ng/g ph) ¢ a
soma da concentragdo individual de cada um dos 16 compostos analisados nos
mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos em oito locais da costa Sul de Portugal,

durante um ano consecutivo e sdo apresentados na Figura 4.1. Os resultados mostram a
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presenca generalizada de PAHs nos mexilhdes ao longo da costa Sul de Portugal, sendo
o Inverno I ¢ o Outono os meses que apresentam maiores de concentragdes médias
mensais de TPAHs em toda a costa (1464819 e 1101£299 ng/g ph, respectivamente),
enquanto que as menores concentracdes médias mensais se registam na Primavera
(776320 ng/g ph), Verao (808+379 ng/g ph) e Inverno II (675+426 ng/g ph) e sao

semelhantes entre si.
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Figura 4.1 - Variagdo espacial da concentragdo total de PAHs (média + desvio padrao)
(ng/g ph) em mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos em diferentes meses, ao longo
da costa Sul de Portugal. (letras diferentes significam diferengas estatisticas; Duncan’s

test, p<0,05).
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No Inverno I a concentragdo de TPAH ¢ superior em VM (5035925 ng/g ph) e OL
(2291£363 ng/g ph) (p<0,05) relativamente aos restantes locais, onde os teores de
TPAH sao semelhantes, oscilando entre 1159192 (LG) e 499423 ng/g ph (VRSA). Na
Primavera os teores de TPAH sdo superiores e semelhantes em LG, PT ¢ VM
(1438+323; 1453190 e 1220+232 ng/g ph, respectivamente (p<0,05)) seguidos de SG,
FR, OL e VRSA (entre 557106 e 41748 ng/g ph). TV apresenta as concentragdes de
TPAH minimas (145+27 ng/g ph). No que diz respeito ao Verdo os niveis de TPAH sdo
superiores em VM e LG, cujas concentragdes (2376 * 486 e 1112 + 123 ng/g ph,
respectivamente) sdo estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). SG apresenta
concentragdes de TPAH (959+179 ng/g ph) semelhantes as encontradas em LG
(1112£123 ng/g ph) e OL (649£149 ng/g ph).

A concentragdo minima de TPAH no Verao foi detectada em PT (27753 ng/g ph)
(p<0,05). Quanto ao Outono verifica-se que a concentracdo maxima de TPAH se regista
em PT (2083+324 ng/g ph) seguida de VM (2376%486 ng7g ph). Embora semelhantes
entre si, os niveis totais de hidrocarbonetos aromadticos policiclicos em PT ¢ VM sdo
diferentes dos registados nos restantes locais, cujos valores oscilam entre 1062156
ng/g ph em SG e 404174 ng/g ph em VRSA, que ¢ o local onde a concentragdao de
TPAH ¢ minima, mas semelhantes aos niveis encontrados em TV (536+107 ng/g ph) e
FR (652128 ng/g ph) (p<0,05). Relativamente ao Inverno I e II, VM ¢ o local que
apresenta niveis superiores de TPAH (2094+£290 ng/g ph) (p<0,05) seguida de OL e
VRSA, que apresentam concentracdes de TPAH semelhantes (883£166 e 814+123 ng/g
ph, respectivamente) (p>0,05). Nos restantes locais da costa os valores de TPAH
oscilam entre 585+91 ng/g ph (LG) e 174£26 ng/g ph (PT) (p<0,05). Por outro lado, a
distribuicdo sazonal da concentragdo total de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos

nos diferentes locais da costa Sul de Portugal (Fig. 4.2) é < 1000 ng/g ph na maioria dos
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Figura 4.2 - Variacdo sazonal da concentragdo total de PAHs (média + desvio padrio)
(ng/g ph) em mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos em diferentes locais da costa
Sul de Portugal. (letras diferentes significam diferengas estatisticas; Duncan’s test,

p<0,05).
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locais e meses excepto em VM onde a concentracdo de TPAH ¢ sempre superior a 1000
ng/g ph durante todo o ano (média 2513+1473 ng/g ph). LG, PT e OL apresentam
concentragdes médias anuais de TPAH semelhantes (1056310, 956809 ¢ 1097734
ng/g ph, respectivamente). FR (476+178 ng/g ph) e TV (371£180 ng/g ph) sdo os locais
que apresentam as menores concentragdes de TPAH ao longo do periodo amostrado. O
Inverno I e/ou o Outono sdo os meses em que a concentragdo de TPAH ¢ superior a dos
outros meses, particularmente em SG (1062+156 ng/g ph), PT (2083+£324 ng/g ph),
VM (5035+925 ng/g ph), FR (652+128 ng/g ph), OL (2291+363 ng/g ph) e TV
(536107 ng/g ph), decrescendo no Inverno II para o nivel minimo de TPAH , em
todos os locais excepto em LG onde os niveis de TPAH foram superiores na Primavera
14384323 ng/g ph) e em VRSA em que os teores de TPAH foram superiores no Inverno
IT (814£123 ng/g ph).

Uma vez que os PAHs de 2 e 3 anéis (do naftaleno até ao antraceno) sao relacionados
com derrames de hidrocarbonetos petrogénicos (como o diesel e o fuel ) (Burt e Ebell,
1995) enquanto que os PAHs de 4, 5 e 6 anéis sdo primariamente produzidos como
resultado das combustdo de combustiveis fosseis (Burt e Ebell, 1995), representa-se na
Figura 4.3 a distribuicdo dos PAHs individuais por nimero de anéis aromaticos, como
percentagem da concentracdo total. Ao longo da costa Sul de Portugal, os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos formados por 4 anéis sdo predominantes,
essencialmente devido ao benzo(a)antraceno que por si so representa entre 20 (PT no
Verao) ¢ 44% (SG no Inverno II) da concentragao total de PAHs. No entanto, o criseno
¢ também predominante em alguns locais, principalmente no Verdo em SG (23%), PT

(63%), VM (28%) e OL (34%).
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Figura 4.3 - Padrdo de distribuicio dos PAHs, agrupados por nimero de anéis
aromaticos, em mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos em diferentes locais da costa
Sul de Portugal.

Quando considerado todo o conjunto de dados, estes dois compostos juntamente com os
outros PAHs de 4 anéis aromaticos, representam em média 66% da concentracdo total
de PAHs, enquanto que os de 2+3 anéis e 5+6 anéis representam apenas 17 e 18%,
respectivamente. No entanto, os locais com menor concentracdo de PAHs de 2+3 anéis

sdo LG, VM e OL na maioria dos meses, com aumento da propor¢ao de PAHs com 4
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% Lipidos

anéis, enquanto que FR, TV e VRSA sdo os locais em que em cada més a proporcao de
PAHs de 2+3 anéis € superior, atingindo o méximo (46%) em VRSA no Outono, devido
ao acenafteno que foi o principal PAH detectado. No Inverno II o acenafteno foi
também o principal PAH em VRSA, no entanto a distribuicdo de PAHs por anéis ¢
equitativa (33, 31, 36% respectivamente para 2+3, 4 e 5+6 anéis). O mesmo padrao foi
detectado em FR no Outono (30, 36 e 34%) mas neste caso o principal PAH foi o
criseno, de 4 anéis aromaticos. Os PAHs de 5+6 anéis apresentam percentagens que
oscilam entre 4% (PT na Primavera), 34% (FR no Outono) e 36% (VRSA no Inverno

I1), mas nenhum dos PAHs de 5 e 6 anéis ¢ predominante em relacao aos restantes.

Na Figura 4.4 apresenta-se a variagdo média sazonal (Fig 4.4A) a espacial (Fig. 4.4B)
do teor em lipidos nos tecidos dos mexilhdes recolhidos em varios locais da costa Sul de
Portugal, expressos em percentagem do peso fresco da amostra. Como se pode verificar,
ndo existe diferenca sazonal no teor em lipidos, que oscila entre 3,6£1,2 ¢ 4,2+1,4 %
durante o ano, mas parece existir uma diferenga espacial, na medida em que a
percentagem de lipidos nos mexilhdes de SG e OL (5,4+£1,1 e 5,2+09 %,

respectivamente) € superior a dos restantes locais.
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Figura 4.4 - Variagdo sazonal (A) e espacial (B) do teor em lipidos (% do peso fresco) nos
tecidos moles dos mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos ao longo da costa Sul de Portugal
(média + desvio padrio) (letras diferentes significam diferencas estatisticas; Duncan’s test,
p<0,05).

133



Embora os PAHs sejam altamente lipofilicos, o que favorece a sua acumulacdo em
tecidos ricos em lipidos, o local onde a concentracdo de PAHs (VM) ¢ mais elevada,
ndo ¢ o mesmo onde se regista o maior teor em lipidos (SG). Assim, embora a
acumulagdo de PAHs nos tecidos dos mexilhdes apresente uma tendéncia crescente com

o teor em lipidos, esta ndo ¢ significativa (r = 0,27) (Fig. 4.5).
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Figura 4.5 - Relacdo entre a concentracao total de PAHs e o teor em lipidos nos tecidos
moles dos mexilhdes M. galloprovincialis, considerando todo o conjunto de dados
(n=40).

B - PAHSs Individuais

As concentragdes individuais dos 16 PAHs analisados (ng/g peso hiimido) (média *
desvio padrao) nos tecidos de mexilhoes M. galloprovincialis recolhidos em diferentes
locais da costa Sul de Portugal estdo representados nas Tabela 4.1 a 4.5. Os resultados
mostram, tal como para os hidrocarbonetos alifaticos, uma contaminacdo generalizada
pelos 16 PAHs referenciados pela USA EPA como toxicos, mutagénicos e
cancerigenos. De uma maneira geral os compostos entre o fluoranteno (Flu) e o

benzo(b)fluoranteno (BbF) sdo os compostos predominantes, atingindo-se 0 maximo
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Tabela 4.1 - Concentracao individual de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (média + dp) (ng/g ph), em mexilhdes
Mytilus galloprovincialis, recolhidos em diferentes locais da costa Sul de Portugal no Inverno 1.

Sagres Lagos | Portimao | Vilamoura Faro Olhéo Tavira VRSA
INVERNO |
Naftaleno (N) 1,6 £0,3 1,9+0,3 17,1 £2.,6 1,5+0,3 1,9+0,2 0,6 +£0,1 17,6 +£3,3 24+0,3
Acenaftileno (Acftil) 12,8 +£2,2 7.8+1,1 16,6 £2,3 40,1 +9,2 4,2+0,5 37,7+6,1 30,5+5,0 10,1 +2,1
Acenafteno (Acften) 33,1+£7,2 36,0 £8,3 489+ 6,4 63,0+£15,9| 105,1+3,7 42,7+ 6,6 85,1+ 10,0 65,8+ 6,6
Fluoreno (Flr) 8,6 £0,9 54+1,2 6,7+ 1,0 20,8 £3,6 10,3 +£1,8 13,4+£28 7,4+1,0 8,1£1,6
Fenantreno (Fen) 13,5+£2,5 62+1,4 16,2 +2,3 454+99 179+1,9 226+53 2,8+04 139+2,1
Antraceno (Ant) 3,2+0,2 2,8+0,6 5,4+0,6 20,3 +4,7 1,6 £0,2 45+0,8 43+0,3 2,1+£0,3
Fluoranteno (Flu) 50,9+6,5|218,5+42,7({113,4+20,9|1185,5+321,2 50,0+ 1,7 357,2+27,4 24,6 £4,0 27,1 +£2,7
Pireno (Pir) 71,7+12,5] 190,2+27,2| 47,5+10,6 309,5+422| 745+12,3 116,2 + 14,1 36,1 £7,1 30,8 £4,1
Benzo(a)antraceno (BaA) 235,6 £ 50,9 | 302,8 68,0 | 252,4 £ 47,0 | 2060,2 +£489,0 | 202,7 £ 13,2 | 591,2+125,6 | 102,9 + 14,1 150,9+ 11,4
Criseno (Cris) 129,5+16,5| 226,2+46,3 | 1354 +£21,2| 7699+156,5| 91,8+19,0| 481,9+96,1| 1157+12,1 87,9+ 14,7
Benzo(b)fluoranteno (BbF) 1204+21,5| 77,7+39| 61,7+92| 261,7+642| 369+70| 1823+177| 69,6131 55,1+ 12,0
Benzo(k)fluoranteno (BKF) 156+13| 385+54| 241+42 39,1467 105+1,6| 63,614, 18,0 £2,3 243+5,0
Benzo(a)pireno (BaP) 33,174 269+49| 502+10,5| 1151+30,5| 252+4,0| 337,4+852 258+3,7 159+ 1,9
Dibenzo(a,h)antraceno (DahA) 133+1,7 23.7+6,0 104+1,5 29,3 +3,7 10,3%* 2,6* 14,6 + 1,4 72+0,7
Benzo(g,h,i)perileno (BPer) 3,7+0,3 23+0,5 25+04 74,8+ 11,8 0,4 +0,04 289+7,3 4,1+£1,0 0,3+0,04
Indeno(1,2,3 cd)pireno (IndP) 1,0 £ 0,04 1,1 £0,02 1,8+0,2 52,8+ 10,9 0,4 + 0,05 102+1,3 0,8+0,2 0,1+0,01
TPAH 748 £ 117 1159+ 192 794 £ 122 5035+ 925 638 £ 67 2291 + 363 552 £56 499 + 23
PAH principal (% do total) BaA (32) BaA (26) BaA (32) BaA (41) BaA (32) BaA (26) Cris (21) BaA (30)

TPAH: soma da concentracdo individual dos 16 PAHs; *: somente num dos replicados este hidrocarboneto aromético foi identificado
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Tabela 4.2 - Concentragdo individual dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (média + dp) (ng/g ph), em

mexilhdes Mytilus galloprovincialis, recolhidos em diferentes locais da costa Sul de Portugal na Primavera.

Sagres Lagos Portiméo |Vilamoura| Faro Olhéo Tavira VRSA
PRIMAVERA
Naftaleno (N) 52+0,9 20,6 + 3,7 21,9+4,7 13,1 £3,5 83+ 1,1 55+£0,8| 2,7+02 n.d.
Acenaftileno (Acftil) 474 +£5,7 18,2+43 27,6 £ 6,1 18,6 2,3 22,6 £4,6 1,6 £0,2 12,6* 17,3+1,0
Acenafteno (Acften) 57,7+£8,0 73,7+7,8 43,1+9,4 642+173| 572+13,6 21,0+4,8| 149£2,6 252+1,9
Fluoreno (Flr) 5,1+£0,7 19,4 £4,6 16,2 +£3.4 154+4,1 56+1,2 1,1+0,1 5,3+£0,8 3,4+0,8
Fenantreno (Fen) 11,3+1,1 512+7,1 17,5+43 10,5+2.4 23,6 +£5,7 6,0£1,0 35+04 85+1,7
Antraceno (Ant) 25405 11,1 £2,0 15,1 £2,0 6,5+12 1,4+03 0,7+0,1| 0,7+0,03 0,6 £ 0,02
Fluoranteno (Flu) 26,1+69| 2339+451| 102,6+7,6| 191,3+50,6| 268+7,1| 479+10,1| 16,7+3,1 17,5+3,1
Pireno (Pir) 50,0+ 13,4 178,9+39,5 51,9+ 94 97,4 +£23,1 45,8 +£9,7 23,9+6,1 7,7+1,4 482+ 11,3
Benzo(a)antraceno (BaA) 113,6 £27,1 | 533,5+115,8 | 193,7+124| 168,1 £38,7| 138,3+33,7 529+77| 46,2+9,5| 2694 +30,6
Criseno (Cris) 130,1 £32,6 | 149,8 +33,1| 909,1 + 1824 | 346,7+82,7| 69,8+16,6| 139,5+17,6| 21,5+1,0 423 +11,0
Benzo(b)fluoranteno (BbF) 723+£173 74,3 £8,8 437+9,0 112,7+£16,6| 44,1113 548+11,8 7,8+£0,3 31,8+5,7
Benzo(k)fluoranteno (BkF) 12,4+2,7 85,0%* 12,1£1,4| 116,6+252 153+2,9 38,8+2,5| 4,7+0,7 10,7+ 1,6
Benzo(a)pireno (BaP) 12,7£2,4 8,9% 3,4£0,5 353+7,0 15,1+3,7 179+25| 33+0,6 0,9+0,1
Dibenzo(a,h)antraceno (DahA) 79+14 10,5+ 1,6 0,1+ 0,02 54,0+11,7 254 +4,1 10,0+1,5| 2,8+0,2 0,7£0,1
Benzo(g,h,i)perileno (BPer) 1,9+0,3 18,8% 1,0+ 0,2 53+0,9 58+1,1 0,6 +0,1 0,5+0,1 0,3 +0,04
Indeno(1,2,3 cd)pireno (IndP) 1,1+ 0,02 6,2+ 0,02 1,2+0,1 4,6+0,2 2,5+0,1 0,1%* 0,5+0,1 0,9 +£0,04
TPAH 557 £ 106 1438 + 323 1453 +£ 190 1220 +£ 232 508 £ 83 417 £48 145 £ 27 472 £ 50
PAH:s principal (% do total) Cris (23) BaA (37) Cris (63) Cris (28) BaA (27) Cris(34) | BaA(32) | BaA(57)

TPAH: soma da concentracdo individual dos 16 PAHs; *: somente num dos replicados este hidrocarboneto aromatico foi identificado; n.d. — ndo detectado
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Tabela 4.3 - Concentragdo individual dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (média + dp) (ng/g ph), em mexilhdes
Mytilus galloprovincialis, recolhidos em diferentes locais da costa Sul de Portugal no Verao.

Sagres Lagos Portimdo | Vilamoura Faro Olhéo Tavira VRSA
VERAO
Naftaleno (N) 57+0,7 3,840,5 7,7+0,8 152+2,5| 12,3+0,8 n.d. 1,4+0,3 0,2 0,05
Acenaftileno (Acftil) 36,1+£93 13,1+ 1,4 22,9% 2,8+05| 55+1,0 n.d. 1,6 0,2 49+0,8
Acenafteno (Acften) 492 +85 358+4,7| 31,052 56,0+ 13,5 352+9,1| 42,0+88| 43.6+59| 67,7165
Fluoreno (FlIr) 19.9+4,9 44+1,1 43409 64+1,1| 67+14| 18,1+48 53+0,9 45+08
Fenantreno (Fen) 142+29 8,4+0,8 3,4+0,6 240+53| 14,5+33 22402 3,9+0,7 8,6+2,1
Antraceno (Ant) 58+14 0,8+0,1 45+1,0 10,0 £1,3 12403 3,6+0,6 0,8+0,2 3,1£0,7
Fluoranteno (Flu) 179,9 + 43,3 90,064 | 369+87| 441,4+90,7| 275+51| 740+147| 247+36 12,1 £2,4
Pireno (Pir) 164,3 +37,5 110,7+93 | 347+64| 1444+379| 533+11,7| 43,1+10,7| 448+10,7 478+56
Benzo(a)antraceno (BaA) 257,8+52,7| 3293+593| 558+14,0| 953,1+£2253| 68,7+13,7| 202,1+442| 123,5+29,1| 113,3+283
Criseno (Cris) 120,4 +26,3 4257+757| 340+84| 4851+969| 47,8+129| 157,5+27.6| 763+168| 63,0+158
Benzo(b)fluoranteno (BbF) 54,7494 446+93| 304+81| 1451+253| 10,6+25| 467+121| 251+52 24,7+5,0
Benzo(k)fluoranteno (BkF) 47,7+82 23,5+23 17,5 +3,1 408+10,8| 72+18| 344+58| 20,7+4,0 73+0,8
Benzo(a)pireno (BaP) n.d. n.d. 8,4+2,1 33,0£64| 70+1,0| 292+66 103 +2,1 40,9 +9,5
Dibenzo(a,h)antraceno (DahA) 11,5+ 1,4 21,7* 0,7+0,1 150+ 1,6 0,2+0,1 6,4+0,7 24+0,5 7,2+1,1
Benzo(g,h,i)perileno (BPer) 22+0,3 11,1 £1,9 0,3 +0,03 2,3+0,3 0,9+0,1 1,2+0,1 0,7%0,1 1,7+0,2
Indeno(1,2,3 cd)pireno (IndP) 12+0,1 3,7£1,0]  0,2+0,02 1,1£0,04| 1,0£0,01 1,0£0,02| 03£0,01 1,340,03
TPAH 959 + 179 1112+ 123 277+53 2376+ 486 300£60 | 649+ 148 385+ 72 408 + 74
PAHs principal (% do total) BaA (27) Cris (38) BaA (20) BaA (40) BaA (23) | BaA (31) BaA (32) BaA (28)

TPAH: soma da concentracdo individual dos 16 PAHs; *: somente num dos replicados este hidrocarboneto aromatico foi identificado; n.d. — ndo detectado
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Tabela 4.4 - Concentragdo individual dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (média + dp) (ng/g ph), em mexilhdes Mytilus
galloprovincialis, recolhidos em diferentes locais da costa Sul de Portugal no Outono.

Sagres Lagos Portimdo | Vilamoura Faro Olhéo Tavira VRSA
OUTONO
Naftaleno (N) 0,1+ 0,02 53+12 462 +11,0 73+1,5 492 +72 14,1* 47,6 +62 5,9+0,5
Acenaftileno (Acftil) 28,9% 8,0+12 46,5+9,3 22,0434 424 +8,7 17,8 +2,7 31,5+5,0 158 +2,7
Acenafteno (Acften) 57,9499 67,7+9,1 101,4+22.7 83,5 + 14,0 75,9 + 10,3 41,7 +6,7 278+7,8 | 1350134
Fluoreno (Flr) 54+14 133425 13,9+ 3,4 56+1,1 7.9+ 1,4 9,4+1,7 7,9+ 1,4 8,619
Fenantreno (Fen) 122+25 12,0+2,0 27,1+6,5 25,1+6,1 149+29 30,1 £7,0 18,6 +4,2 13,9+3,1
Antraceno (Ant) 32+0,7 2,1+0,3 52+09 6,8+ 1,6 2,4+0,5 17,0£3,5 2,4£06 62+12
Fluoranteno (Flu) 127,0 £32,3 37,092 204,0 £27,7 254,83+ 58,9 55+12 | 101,8+129 252+43 39,3+7,7
Pireno (Pir) 197,2+23,0 | 101,1£233 227,1 £453 157,1 £358 483+ 11,5 84,4+ 13,0 447+9.7 250+72
Benzo(a)antraceno (BaA) 311,2+£63,1 | 312,1+66,3 | 720,3+140,7 | 541,7+111,4 61,6 14,5 | 5003 +111,1 | 181,6+52,4 55,5+ 14,0
Criseno (Cris) 150,5+36,3 | 191,0+42,1 417,5 £ 96,5 233,9+495 | 122,0+£250 | 201,7+57.3 71,8 13,5 46,1+ 10,8
Benzo(b)fluoranteno (BbF) 59,0+ 12,7 | 112,3+28,0 135,5+31,9 149,4 + 32,6 85,1 +£21,4 | 127,8+29,8 17,8 +3.8 24,5+ 5.4
Benzo(k)fluoranteno (BkF) 43,7+ 10,4 57,3+13,5 51,0+8,5 147,6 + 33,8 582+12,5 37,9+5,7 20,6 + 4,1 12,4+3,7
Benzo(a)pireno (BaP) 33,5+82 475+8,0 26,5+ 4,9 59,3+13,9 42,1+10,3 32,3+5,1 156+29 4,7+0,7
Dibenzo(a,h)antraceno (DahA) 243 + 4,6 163+25 54,0 £ 10,4 94,1+12,9 302+5,6 213+33 19,6 £ 4,2 8,6+ 1,6
Benzo(g,h,i)perileno (BPer) 19,2 +3,6 24+0,3 52+1,1 442 +11,0 56+1,2 11,1 £1,9 22+0,3 32+0,3
Indeno(1,2,3 cd)pireno (IndP) 7,5+1,0 2,8+ 0,6 1,6 £0,3 333+8,0 1,8+0,1 4,1+0,3 1,3+0,05 1,0+0,1
TPAH 1062 + 156 988 + 191 2083 + 324 1866 + 374 652+ 128 1246 + 246 536+ 107 404 + 74
PAH:s principal (% do total) BaA (29) BaA (32) BaA (35) BaA (29) Cris (19) BaA (40) BaA (34) Acften (33)

TPAH: soma da concentragdo individual dos 16 PAHs; *: somente num dos replicados este hidrocarboneto aromatico foi identificado




Tabela 4.5 - Concentragdo individual dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (média £+ dp) (ng/g ph), em mexilhdes
Mytilus galloprovincialis, recolhidos em diferentes locais da costa Sul de Portugal no Inverno Il.

Sagres Lagos Portimdo | Vilamoura Faro Olhéo Tavira VRSA

INVERNO II

Naftaleno (N) 0,4+0,1 49,2+£92 23+0,5 30,6 +3,0 0,3* 0,4+0,1 1,0+0,1 82+ 14
Acenaftileno (Acftil) 7610 56,1£11,0 9,1£22 312+7,1 n.d. 83+2,1 11,5+ 1,4 274+ 4,1
Acenafteno (Acften) 245+3,0| 522+104| 248+45 1208+ 15,2 | 54,0+42| 558+114 37,8+54| 2144+278
Fluoreno (Flr) 2,7+0,5 6,0+1,5 3,9+0,9 27,1£6,1 38+0,8 9,0+23 8,7+1,4 9,1+1,7
Fenantreno (Fen) 8,5+1,7 10,1£1,7 4,1+0,6 36,6+56| 33+04| 106+29 63+1,5 6,5+0,9
Antraceno (Ant) 2,0+0,5 4,0+0,9 1,4+0,3 132+2,1 1,0+0,3 22+04 1,5+0,3 2,8+0,4
Fluoranteno (Flu) 18,5+3,9 26,6+3,6| 265+3,7 121,04 21,4 | 262 +3,4| 146,6 + 30,7 28,1 +7,1 38,8+9,5
Pireno (Pir) 251442 136,0+29,1 17,7423 106,1+£21,0 | 87,2+16,9| 43,7+9.4 21,7+49 60,0 + 15,1
Benzo(a)antraceno (BaA) 144,8+25,7| 105,7+223| 42,7+10,0| 876,0+161,0| 34,3+6,8 | 345,6+ 86,1 433 +10,6 85,1+ 12,8
Criseno (Cris) 45,0 + 10,1 38,7+53| 279+73| 454,6+77,6| 48,1+59]|129,6+34,0 54,1+9,7 67,1 + 14,3
Benzo(b)fluoranteno (BbF) 35,1+8,1 36,9+5,8| 11,4+20 154,0+39,0| 294+75| 458+7.1 12,0£2,0 61,5+ 12,5
Benzo(k)fluoranteno (BKF) 11,4 +2,6 154+3,9 32£0,6 83,4+228 8,9+0,7| 332+43 63+1,6| 131,7+£248
Benzo(a)pireno (BaP) 0,9+0,2 14,8+29 2,0£03 57,0+£10,0| 33+04| 34,662 49+12 20,4+ 4,5
Dibenzo(a,h)antraceno (DahA) 0,7+0,1 19,1 £4,1 0,8+0,1 3,604 0,6 £0,1 17,1 £3,6 0,7+0,1 58,7+5,7
Benzo(g,h,i)perileno (BPer) 0,2+0,05 95+£1,6 0,2 +0,03 1,4+03| 0,4+0,01 0,4+0,1 0,2 0,02 149+22
Indeno(1,2,3 cd)pireno (IndP) 0,3+0,1 52+0,2 0,1+0,02 1,1+0,1 0,2* 0,1 +0,02 0,1+0,0 8,0+1,7
TPAH 328 +57 585+ 91 174 + 26 2094 + 290 282+61 | 883166 238 +38 814+ 123
PAHs principal (% do total) BaA (44) Pir (23) BaA (25) BaA (42) Pir (31) BaA (39) Cris (23) Acften (26)

TPAH: soma da concentragdo individual dos 16 PAHs; *: somente num dos replicados este hidrocarboneto aromatico foi identificado; n.d. — ndo detectado

139



entre o benzo(a)antraceno (BaA) e o criseno (Cris) nos 8 locais e nas 4 estagdes do ano. Os
compostos entre o naftaleno (N) e o antraceno (Ant) assim como entre benzo(g,h,i)perileno
(BPer) e o indeno(1,2,3, cd)pireno (IndP) sdo os compostos que apresentam as menores
concentragdes, nos locais e meses em estudo.

No que diz respeito ao Inverno I (Tab 4.1), o hidrocarboneto principal ao longo da costa é o
benzo(a)antraceno (BaA), representando entre 26 ¢ 41% do TPAH, em LG e VM,
respectivamente. O criseno (Cris) foi o PAH principal nos mexilhdes recolhidos em TV,
representando 21% da concentragdo de TPAH. A concentragao dos compostos de 2 e 3 anéis
sdo baixas e da mesma ordem de grandeza, havendo um enriquecimento em acenafteno em
todos os locais, sendo maximo em FR (105,1+3,7 ng/g ph). Neste grupo de PAHs (2 ¢ 3
anéis), o fenantreno também apresenta um aumento da sua concentracdao relativamente aos
outros compostos de 3 anéis, com concentragdes maximas de 45,4+9,9 ng/g ph (VM). Dos 4
compostos com 4 anéis de benzeno o BaA ¢ dominante, com valores que oscilam entre
102,9£14,1 (TV) e 2060,2+489 ng/g ph (VM), seguido do criseno embora o fluoranteno
também apresente niveis elevados, principalmente em VM (1185,5+321,2 ng/g ph) e OL
(357,2+27,4 ng/g ph). Os PAHs de 5 e 6 anéis aromaticos, tal como os PAHs de 2 e 3 anéis,
estdo presentes em toda a costa em concentragdes reduzidas, sendo o BbF e o BaP os mais
importantes. De facto o BaP atinge a concentragdo maxima no Inverno I em OL (337,4+85,2
ng/g ph), seguido de VM (115,1%£30,5 ng/g ph). A concentracdo de BPer ¢ sempre superior a
concentragdo de IndP em toda a costa, atingindo niveis superiores em VM e OL

As concentragdes de TPAH decrescem do Inverno I para a Primavera (Tab. 4.2) em 6 locais, e
aumentam em LG e PT que em conjunto com VM sdo os locais que registam TPAH
superiores. TV tem a menor concentragdo de TPAH registada. Neste més o criseno foi

predominante em metade dos locais amostrados (entre 23 (SG) e 63% (PT) da concentracao
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TPAH), enquanto que o BaA representa entre 32 (TV) e 57% (VRSA). O naftaleno apresenta
teores superiores em LG e PT, enquanto que dos compostos com 3 anéis aromaticos o
acenafteno ¢ o mais importante, com uma contribuicdo do acenaftileno em SG ¢ VRSA.
Segue-se o fenantreno com niveis superiores em LG (51,217,1 ng/g ph) e FR (23,6+5,7 ng/g
ph), enquanto que o fluoreno e o antraceno sao os PAHs com 3 anéis presentes em menores
concentragdes. O BaA e o Cris sdo os PAHs de 4 anéis predominantes variando os seus teores
entre, respectivamente, 46,2+9.5 (TV) e 533,5+115,8 ng/g ph (LG) (BaA) e 21,51 (TV) e
909,1£182,4 ng/g ph (PT) (Cris). O fluoranteno em LG, PT, VM, OL e TV ¢ mais importante
que o pireno, apresentando este ultimo concentragdes superiores as de fluoranteno em SG,
FR, e VRSA. O BbF ¢ o PAHs de 5 anéis com teores mais elevados na maioria dos locais. O
benzo(ghi)perileno, cujas concentracdes sdo superiores as de IndP, atinge niveis mais
elevados em LG (18,8 ng/g ph) e minimos em TV (0,5 ng/g ph).

No Verao (Tab. 4.3), as concentragdes dos 16 PAHs em 4 locais (SG, VM, OL e TV) sdo
superiores as da Primavera precedente, cuja distribuicdo dos PAHs individuais ¢ semelhante a
dos meses anteriores, isto ¢, o acenafteno ¢ o PAH de 3 anéis predominante, o BaA e o Cris
tornam a ser os PAHs principais com concentragdes que variam entre 20 e 40% do TPAH,
com contributos importantes de fluoranteno e pireno. O BbF e o BKF sdo os mais importantes
entre os PAHs de 5 anéis, com o BaP maximo em VRSA, onde a concentracdo de BPer ¢
superior a de IndP.

De um modo geral as concentragdes individuais dos PAHs estudados voltam a aumentar do
Verao para o Outono (Tab. 4.4), particularmente em SG, PT, FR, OL e TV. PT ¢ o local com
niveis de TPAH mais elevados, essencialmente devido ao BaA (720,3+140,7 ng/g ph) e ao
Cris (417,5£96,5 ng/g ph). Apresenta também um aumento de naftaleno, como em FR e TV.

O acenafteno ¢ dos PAHs com 3 anéis, o principal em todos os locais, com niveis entre
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27,8+7,8 ng/g ph (TV) e 135+ 13,4 ng/g ph (VRSA), onde este composto ocorreu em maiores
concentragdes que os restantes 15 PAHs, sendo cerca de 33% do TPAH. As concentragdes
dos restantes PAHs de 3 anéis oscilam entre 2,1+0,3 (LG - Ant) e 46,6+£9,3 ng/g ph (PT —
Acftil). Quanto aos compostos de 5 anéis aromaticos, os BbF e BKF predominam
relativamente ao BaP e ao DahA, cujos niveis sdo superiores em VM, que por sua vez
também regista um enriquecimento em DahA (54+11,7 ng/g ph). O mesmo aumento de DahA
ocorreu em FR (25,4+4,1 ng/g ph).

No Inverno II, as concentracdes dos PAHs sdo inferiores as do Outono e Inverno I
precedentes. Assim, ao longo de um ano a costa Sul de Portugal apresenta uma contaminagao
por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos decrescente ao longo do tempo, com algumas
excepgoes relativamente a alguns compostos € em alguns locais. O padrdo de distribuicdo dos
16 PAHs ao longo da costa ¢ idéntica a dos meses anteriores, ou seja, um predominio de
Acften nos PAHs de 3 anéis, de BaA e Cris nos de 4 anéis, de BbF ¢ BkKF nos PAHs de 5
anéis aromaticos e de BPer sobre IndP. No entanto verificam-se algumas particularidades,
como sejam o pireno (4 anéis) aparece pela primeira vez como PAH principal em LG
(136£29,2 ng/g ph) e FR (87,2+£16,9 ng/g ph) com niveis de 23 e 32% respectivamente e o
Acften (2 anéis) em VRSA (26%), onde as concentracdes de BPer (14,9+2,2 ng/g ph) e IndP

(8+1,7 ng/g ph) foram as mais elevadas nos mexilhdes de toda a costa.

De modo a avaliar a distribui¢do espacial e temporal da concentracao individual dos PAHs,
foi aplicada a analise canonica de correspondéncia (CCA) a concentracdo PAHs individuais
acumulados nos tecidos dos mexilhdes, transformados em proporcao do total. Como matriz
secundaria foi utilizada a propor¢ao dos PAHs agrupados por nimero de anéis, ou seja 2+3

anéis, 4 anéis e 5+6 anéis. A Fig. 4.6 representa as correlagdes entre as concentracdes
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individuais de PAHs (varidveis) e a sua projec¢do nos eixos principais (factor loadings)
enquanto que a Fig. 4.7 representa as coordenadas das observagdes (locais) nos eixos
principais (factor scores), optimizando a diferenga entre as variancias dos compostos e locais,

respectivamente. Os eixos principais 1 e 2 explicam 92,2% da variancia.
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Figura 4.6 - Andlise canonica de correspondéncia (CCA) da concentragcdo individual dos
PAHs, nos mexilhdes M. galloprovincialis, indicando os loadings no Eixo 1 ¢ Eixo 2.
(Abreviaturas dos PAHs indicadas na Tabela. 4.1 e seguintes)

Como se pode verificar (Fig. 4.6) os PAHs individuais acumulados pelos mexilhdes
distribuem-se agrupados por anéis, em que o eixo 1 separa os compostos de 2+3 e 5+6 anéis
na zona positiva e os de 4 anéis na zona negativa, tal como também evidenciado pelos
vectores, que t€m comportamento inverso, ou seja a8 medida que a concentragdo de PAHs de 4

anéis aumenta, a concentragdo de PAHs com 2+3 e 5+6 diminui. O mesmo efeito foi
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observado na Fig. 4.3. Os compostos fluoranteno, benzo(a)antraceno e criseno sao os PAHs
de 4 anéis cuja distribui¢do da concentracao ¢ semelhante entre si e diferente da distribui¢ao
do pireno, também de 4 anéis, que aparece na zona positiva do eixo 1, junto a origem, e
agrupado com compostos de 3 anéis, indicando que a concentragdo de pireno ¢ relativamente
semelhante a de compostos como o antraceno, fenantreno ou fluoreno. De facto, o BaA ¢é o
composto que predomina na maioria dos casos, seguido do criseno (Tab. 4.1 a 4.5) enquanto
que o pireno tem concentracdes inferiores. Por outro lado, o eixo 2 separa os compostos de 2
(naftaleno) e 3 anéis (acenafteno, acenaftileno, fluoreno, fenantreno e antraceno) na zona
negativa, ¢ os compostos de 5 e 6 anéis na zona positiva, sugerindo um comportamento
oposto entre si. O vector 2+3 esta relacionado com o eixo 1, tal como o vector de 4 anéis,
enquanto que o vector 5+6 estd relacionado com o eixo 2, separando também os compostos
por peso molecular. Assim, verifica-se que os compostos de 4 anéis se correlacionam
inversamente com os restantes, ¢ que os compostos de 2 e 3 anéis apresentam uma variagao

inversa a dos compostos de 5 e de 6 anéis.

No que diz respeito a variagdo sazonal e espacial das concentragdes individuais de PAHs
determinadas nos tecidos de M. galloprovincialis (Fig. 4.7 - cores) verifica-se que a maioria
dos locais no Inverno I e Outono estdo agrupados, relativamente as restantes estagdes do ano,
com algumas diferencas espaciais. De facto, quando se representam os scores por locais (Fig.
4.7 - nimeros), o eixo 1 separa SG, VM, OL e em menor grau LG e PT, na zona negativa e os
locais FR, TV e VRSA na zona positiva, indicando diferentes tipos de contaminacio entre os
locais, onde no primeiro predominam os PAHs de 4 anéis e 5+6 anéis, indicadores de PAHs
piroliticos, € no segundo ha um aumento de compostos de 243 anéis e um decréscimo de

PAHs de 4 anéis, indicando provaveis fontes petrogénicas.
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Figura 4.7 - Andlise candnica de correspondéncia (CCA) da concentracio de PAHs, nos
mexilhdes M. galloprovincialis, indicando os scores legendados por més (cores), e
legendados por local (nimeros). (e-: Inverno I; e-: Primavera; ¢-: Verdo; e-: Outono; «-: Inverno II;
1 - Sagres; 2 - Lagos; 3 - Portimao; 4 - Vilamoura; 5 - Faro; 6 - Olhdo; 7 - Tavira; 8 - Vila Real de
Santo Antonio).

O eixo 2, com o qual se correlaciona o vector 5+6 anéis, separa os locais que apresentam
concentragdes superiores de PAHs de elevado peso molecular como VM na Primavera e
Outono e OL no Inverno I e Primavera, tal como verificado na Fig. 4.3. Nestes locais, as
concentragdes de BbF, BaP, BPer e IndP s3o superiores as encontradas nos restantes locais
(Tab. 4.1 a 4.5). Em FR, TV e VRSA as concentragdes de PAHs de 2+3 anéis sdo superiores,
nomeadamente em naftaleno e/ou acenafteno, cuja concentragdo foi maxima em VRSA no
Outono em detrimento dos compostos de 5+6 anéis, fazendo com que a sua projec¢do se
localize no canto inferior direito. Porém nestes locais também se faz sentir a influéncia de

PAHs de 4 anéis como em VRSA na Primavera ou TV no Verdo, cujas projeccdes se
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localizam na zona negativa do eixo 1, assim como os PAHs de 5 e 6 anéis, que no Outono

(FR) e Inverno IT (VRSA) se localizam na zona positiva do eixo 2 (Fig. 4.6 ¢ 4.7).

Varias razoes entre isomeros de PAHs foram aplicadas como indicadores de diagndstico para
identificar as principais fontes de PAHs encontradas nos mexilhdes, cujos valores recolhidos
na bibliografia sdo apresentados na Tabela 4.6. Os resultados obtidos para os mexilhdes da
costa Sul de Portugal encontram-se na Tabela A1 (Anexo), enquanto que nas Figuras 4.8 ¢ 4.9

se mostra a sua representagao grafica.

Tabela 4.6 - Razdes de diagnostico para diferentes fontes de PAHs.

Pirolitica Petrogénica
Fen/Ant*? <10 >10
Flu/Pir ? >1 <1

Ant/Ant+Fen®  Flu/Flu+Pir® BaA/BaA+Cris® IndP/IndP+BPer®

Petroleo <0,10 <0,40 <0,20 <0,20
Combustao do petroleo 0,40- 0,50 0,20- 0,50
Petroleo e combustio (mista) 0,20-10,35

Combustio >0,35

Combustdo de biomassa e carvao >0,10 >0,50 >0,50

a— Mille et al., 2007; b —Yuker et al., 2002b, Oros e Ross 2005, Oros et al., 2006

Durante o periodo anual, a razdo Fen/Ant (0,6 - 16,68) foi menor que 10 na maioria dos casos
e maior que 10 somente em 5 casos, indicando origem de PAHs essencialmente pirolitica. Do
mesmo modo a razdo Flu/Pir, cujos valores oscilam entre 0,11 e 3,83, também indica fontes
piroliticas de PAHs, embora esta tendéncia ndo seja tdo acentuada como na razao Fen/Ant.
Assim, quando se graficam os resultados das razdes Fen/Ant vs Flu/Pir (Fig. 4.8), verifica-se
que a principal origem dos PAHs nos mexilhdes apresenta, durante a maior parte do ano,

caracteristicas piroliticas, nomeadamente em VM e OL (em todas as estagdes), PT (em 4 das
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5 estagdes), LG (no Inverno I e na Primavera), SG (no Verdo) (Flu/Pir >1 e Fen/Ant <10).

Nestes locais existem portos de pesca ou marinas, nos quais o trafego maritimo ¢

relativamente intenso. Por outro lado, FR (no Inverno I, Primavera e Verdo) ¢ VRSA (na

Primavera) apresentam PAHs de origem petrogénica (Flu/Pir <l e Fen/Ant >10). Fontes

mistas de PAHs surgem quando uma das razdes diagndstico indica PAHs de origem pirolitica

e a outra de origem petrogénica.

O Inverno I, o Outono e o Inverno II sdo os meses onde as contribuigdes mistas sdo mais

evidentes, essencialmente devido a razdo Flu/Pir < 1, principalmente em SG, FR, TV e

VRSA, enquanto que na Primavera somente SG apresentou origens mistas de PAHs. No

Verao as contribui¢des mistas de PAHs surgem em TV e VRSA.
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Figura 4.8 - Representagdo grafica da razdo fenantreno/antraceno (Fen/Ant) Vs

fluoranteno/pireno (Flu/Pir), durante o periodo anual. (1 - Sagres; 2 - Lagos; 3 - Portimio; 4 -

Vilamoura; 5 - Faro; 6 - Olhdo; 7 - Tavira; 8 - Vila Real de Santo Antonio).
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Para melhor distinguir a origem dos PAHs nos tecidos dos mexilhdes, foram calculadas
outras razdes de isomeros que distinguem entre PAHs piroliticos com origem na combustao
incompleta de combustiveis fosseis dos PAHs com origem na combustdo da biomassa. Tais
razdes sdao: Ant/Ant+Fen; BaA/BaA+Cris; IndP/IndP+BPer e Flu/Flu+Pir (Tabela 4.6). Os
resultados (Fig.4.9; Tab. Al, Anexo) obtidos para a razdo de diagnostico Ant/Ant+Fen
indicam que a origem dos PAHs nos mexilhdes derivam principalmente da combustdo,
surgindo apenas 5 locais onde a origem dos PAHs ¢ dos derivados do petrdleo (LG no
Verao, FR no Inverno I, Primavera ¢ Verdao, e VRSA na Primavera). Estes resultados estao
em conformidade com o observado na razdo Fen/Ant, que também revelou predominancia
de PAHs piroliticos. O antraceno e o fenantreno sao PAHs volateis de 3 anéis formados
principalmente nos processos de combustdo, sendo a sua principal via de entrada no
ambiente marinho a deposi¢do atmosférica (Oros e Ross, 2005). A maioria dos locais
apresenta valores da razdo Flu/Flu+Pir consistente com PAHs emitidos pela combustao
incompleta de combustiveis fosseis ou uma mistura de PAHs provenientes da combustio de
madeira (ou possivelmente do seu tratamento com creosote) e/ou carvao, com ocorréncias
menores de petroleo (ou combustiveis) ndo queimado. A razio Ant/Ant+Fen >0,10
corresponde na maioria dos casos a valores da razao Flu/Flu+Pir >0,40 suportando a
conclusdo de que os produtos piroliticos sdo uma forte componente das amostras mais
contaminadas. A mesma tendéncia ¢ verificada pelos resultados da razdo BaA/BaA+Cris ¢
IndP/IndP+BPer, com PAHs resultantes primariamente da combustdo ¢ da combustio de
produtos do petroleo, e em muito menor grau de fontes mistas ou da combustdo de

madeiras e ou de petroleo ndo queimado.
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Dados os diferentes perfis moleculares para madeira/erva e gasolina/diesel/carvao, ¢ provavel
que a combustdo de madeira tenha maior influéncia na razdo Flu/Flu+Pir enquanto que a
combustido de combustiveis fosseis (emissdes de veiculos e barcos) tem mais influéncia nas
razdes BaA/BaA+Cris e IndP/IndP+BPer. Assim, ao longo da costa Sul de Portugal, os PAHs
encontrados nos tecidos dos mexilhdes parecem indicar tanto origens petrogénicas como
piroliticas, sendo estas principalmente originadas pela combustdo de produtos do petrdleo

e/ou biomassa (madeira, erva, carvao).

Outra forma de clarificar a origem dos PAHs nos mexilhdes da costa Sul de Portugal ¢
comparar a sua distribuicdo com perfis ou assinaturas caracteristicas, através da andlise
multivariada PLS. Dado a escassez de trabalhos relativos a concentragdes individuais de
PAHs na costa Sul de Portugal, varias assinaturas recolhidas na literatura foram aplicadas
para desenvolver o X-Block no PLS (Mediterraneo, Alasca, Atlantico norte, zonas urbanas).
Embora estas assinaturas possam ndo estar directamente relacionadas com a origem de PAHs
na costa Sul de Portugal, sdo indicativas de diferentes fontes de PAHs. Foram utilizadas 22
assinaturas, desde petroleo com varios graus de degradagdo, diesel, creosoto, carvao,
combustdo da madeira, até niveis basais de PAHs encontrados em diversos locais, entre
outros. Na Tabela A2 (Anexo) estdo representadas as diferentes concentragdes dos PAHs
individuais nas diferentes assinaturas. Deste modo, um conjunto relativamente grande de
assinaturas e fontes foi obtido, assegurando uma melhor avaliagdo da origem dos PAHs nos
mexilhdes da costa Sul de Portugal. Cada assinatura (X-Block) foi ajustada aos dados de
PAHs dos mexilhdes (Y — Block) recolhidos em todos os locais e estagdes do ano. A
variancia explicada pelas assinaturas mais representativas das diferentes origens ¢ apresentada

na Fig. 4.10.
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Figura 4.10 - Analise PLS das assinaturas de PAHs aplicada aos tecidos moles de M.
galloprovincialis (Abreviaturas das assinaturas como na Tabela A2, Anexo).

Em alguns locais menos de 10% da variancia total dos dados de mexilhdes ¢ explicada, pelo
que as assinaturas utilizadas ndo foram suficientes para explicar a origem dos PAHs. Talvez
se deva a que as assinaturas ndo sejam correctas para esses locais ou também devido a
metabolizacdo dos compostos por parte dos mexilhdes, que pode alterar as concentragdes dos
PAHs parentais. Na maioria do locais mais de 100% de variancia explicam os resultados,
devido a sobreposicdo de assinaturas. Os PAHs encontrados em locais como FR, TV ou
VRSA sdo pouco ou nada explicados pelas assinaturas utilizadas enquanto que na maioria dos
locais a variancia explica entre 20% a 100% das concentracdes de PAHs. Nestes casos as
principais fontes de PAHs provém das assinaturas 1 a 11. As assinaturas 1 a 7 sdo assinaturas
de petréleo originais ndo combustado com varios graus de degradagdo, desde derrames

recentes até extremamente degradado. Este tipo de assinaturas estdo presentes nos mexilhdes
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de quase toda a costa Sul de Portugal, apresentando variancias elevadas em PT e OL na
Primavera e FR no Outono, sendo as Unicas assinaturas relevantes no primeiro e ultimo caso.
Indicam a presenca de PAHs ambientalmente degradados resultantes das actividades néuticas
ou portuarias. A assinatura 8 refere-se a PAHs piroliticos resultantes das actividades
domésticas, e estd também presente na maioria dos locais. A assinatura 9, caracteristica de
sedimentos de portos, apresenta elevadas propor¢des de PAHs de 4, 5 e 6 anéis, e muito
pouco de PAHs de 2 e 3 anéis, indicando PAHs piroliticos derivados da combustdo de
combustiveis fosseis. E indicadora do trafego maritimo costeiro e actividades portuarias. As
assinaturas 10 e 11 compreendem PAHs provenientes da combustdo da madeira, quer nas
cinzas (WS) como na fase gasosa (WB), e ambas sdo ricas em PAHs de 4, 5 e 6 anéis. A sua
presenga nos mexilhdes da costa Sul de Portugal pode estar associada a fogos florestais assim
como ao aquecimento doméstico. As assinaturas 12 e 13 sdo provenientes de dois tipos de
gasoleo originais (“Alaskan diesel” e “A2 diesel fuel”), com elevada proporc¢ao de naftaleno e
fenantreno e baixa propor¢ao de compostos de 5 e 6 anéis. Pode estar relacionada tanto com o
trafego maritimo como pelas escorréncias das estradas, uma vez que parte do combustivel &
emitido pelos escapes sem ter sofrido pirdlise (Abrantes et al., 2004), encontrando-se presente
em todos os locais, sendo a varidncia explicada superior em VRSA no Inverno II. As
assinaturas 14 ¢ 15 correspondem a PAHs encontrados em sedimentos recolhidos offshore
(100 a 1000 m da costa), caracterizados pelo predominio de PAHs de baixo peso molecular (2
e 3 anéis). A sua presenc¢a nos mexilhdes da costa Sul de Portugal podera estar relacionada
com a ressuspensao dos sedimentos. A assinatura 17 é constituida por PAHs encontrados na
fraccdo particulada de amostras de agua do Atlantico Norte, com predominio de
benzofluorantenos, ¢ ¢ referida pelos autores como PAHs encontrados nas correntes

superficiais que entram no Mediterraneo (Lipiatou et al, 1997). Esta assinatura foi detectada
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na maioria das amostras de mexilhdes da costa Sul de Portugal. As assinaturas 18 (média de
PAHs analisados em 60 amostras de crude (Kerr et al, 1999) e 19 (creosoto, um conservante
da madeira) sdo as que explicam menor variancia dos dados de PAHs, ocorrendo no entanto
em alguns locais ao longo do ano. O creosoto ¢ usado como conservante da madeira e embora
tenha sido banido em 1999 (DL 446/99), o seu uso em embarcagdes, estaleiros, instalagdes
portudrias e fluviais podera explicar a sua presenga ocasional na costa Sul de Portugal.

A analise PLS indica que € possivel ter uma indica¢do da origem de PAHs nos mexilhdes da
zona costeira sendo essas atribuiveis a compostos piroliticos, maioritariamente constituidos
por PAHs de 4, 5 e 6 anéis, originados quer pela combustiao da biomassa quer da combustao
de combustiveis fosseis, que chegam ao meio marinho por deposicdo atmosférica,
escorréncias urbanas e trafego maritimo costeiro. A analise PLS indica também a presencga de
PAHSs petrogénicos com origem em petroleo/crude e/ou produtos refinados puros (gasolina,
gasoleo, outros), que podem decorrer das actividades portudrias como pequenos derrames
durante o abastecimento de combustivel aos barcos, ou durante as transfegas comerciais para

os depdsitos locais.

4.3.2 — Distribuicdo Temporal

O estudo temporal refere-se a amostras recolhidas em 2 situagdes de Inverno consecutivas
(Inverno I —Fevereiro de 1996) e Inverno II (Fevereiro de 1997), e outra situagdao de Inverno
em 2003 a que se chamou Inverno IIl. No estudo temporal pretende-se avaliar o efeito da

contaminagdo por PAHs ao longo do tempo, na costa Sul de Portugal
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A - PAHs Totais

Relativamente a concentragdo total de PAHs (316 PAHs) durante o estudo temporal, (Fig.
4.11), verifica-se que as concentragcdes nos mexilhdes ao longo da costa Sul de Portugal
decrescem significativamente em 6 anos. Vilamoura apresenta o decréscimo mais acentuado,
cujas concentracdes de PAHs diminuiram 82% do Inverno I para o Inverno III, e Olhdo, que
registou um decréscimo de 62%. Nos restantes locais também se observa uma diminui¢do da
contaminag¢do ao longo do tempo, mas esse decréscimo ¢ menos acentuado e semelhante. De
facto, as concentragdes de PAHs diminuem do Inverno I para o Inverno II em todos os locais
excepto VRSA onde houve um aumento dos teores de PAHs nos mexilhdes, mas do Inverno
II para o Inverno III as concentragdes de PAHs mantém-se (excepto VM) ou aumentam como

em PT,FReTV.
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Figura 4.11- Concentragdo total de PAHs (ng/g ph) em mexilhdes M. galloprovincialis da
costa Sul de Portugal, durante o estudo temporal.
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No que diz respeito a distribuicdo da concentragdo dos PAHs por anéis aromaticos (Fig.
4.12), verifica-se, tal como para a variagdo espacial e sazonal, um predominio dos compostos
com 4 anéis, embora as concentragdes tenham, tal como para os PAHs totais vindo a diminuir
do Inverno I para o III, aumentando a propor¢ao dos compostos com 2+3 anéis (petrogénicos)
particularmente em TV (54%) e 5+6 anéis (piroliticos) em FR (51%). De um modo geral a
fonte principal dos PAHs ¢é pirolitica, formada por compostos de 4, 5 ¢ 6 anéis, com
contributo importante de PAHs petrogénicos. Enquanto que as concentracdes de PAHs de 4
anéis diminuem cerca de 20% do Inverno I para o Inverno III, verifica-se um enriquecimento

de PAHs de 5 e 6 anéis e de 2+3 anéis.
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Figura 4.12 - Distribui¢do de PAHs agrupados por nimero de anéis aromaticos, nos tecidos de
M. galloprovincialis, ao longo da costa Sul de Portugal, durante o estudo temporal.
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B - PAHSs Individuais

Quanto a distribui¢do temporal dos PAHs individuais estudados, podemos verificar pelas
Tabelas 4.1, 4.5 e 4.7, que o Inverno III é dos trés Invernos o que apresenta menores
concentragdes totais de PAHs e um perfil de distribuigdo diferente do dos Invernos
precedentes. De facto, ao longo do tempo os compostos de 4 anéis sdo predominantes
essencialmente devido ao Flu, BaA e Cris, cujas concentragdes sdo maximas no Inverno I em
VM, OL, LG e PT, decrescendo para o Inverno II onde os locais com niveis madximos foram
novamente VM e OL. Durante o periodo temporal o Acften foi o PAHs de 3 anéis que de um
modo geral predomina, atingindo niveis maximos em VRSA (Inverno II) e em VM (Inverno
IIT). Em TV no Inverno III a concentragdo de Acften contribuiu com 15% do TPAH, que em
conjunto com os outros PAHs de 3 anéis e o naftaleno, perfizeram 54% do TPAH. Dos PAHs
com 5 anéis aromaticos o BbF ¢ o mais significativo, com teores maximos em VM (Inverno I
e II), em OL (Inverno I) e em LG (Inverno III). O BaP apresenta um méaximo no Inverno I em
OL, enquanto nos restantes locais e meses os niveis sdo semelhantes e inferiores. O PAH de 6
anéis aromaticos predominante nos mexilhdes em toda a costa e durante os trés Invernos € o
BPer, que em conjunto com os PAHs de 5 anéis perfazem uma percentagem que atinge o
maximo em FR no Inverno III (51%).

De modo a melhor avaliar a distribuicdo espacial e temporal das concentracdes individuais
dos PAHs acumulados nos tecidos dos mexilhdes, foi aplicada a analise CCA aos dados
transformados em propor¢do da concentragdo total. Para a andlise foram utilizados os dados
das concentragdes individuais de PAHs determinados nas trés situagdes de Inverno. A Figura
4.13 representa o diagrama dos loadings (Fig. 4.13 A) e dos scores (Fig. 4.13 B) resultante da

analise, em que o eixo | e o 2 explicam 95% da variancia.
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Tabela 4.7 - Concentragdo individual dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (média = dp) (ng/g ph), em

mexilhdes Mytilus galloprovincialis, recolhidos em diferentes locais da costa Sul de Portugal no Inverno Il1.

Sagres Lagos | Portimdo | Vilamoura Faro Olhéo Tavira VRSA
INVERNO 11
Naftaleno (N) 9,6+1,3 1,3+03 10,8+ 1,1 154£3,5| 0,1£0,01 272+55| 573+9,6| 17,7+3,7
Acenaftileno (Acftil) 2,8+0,7| 283+32 13,1 £2,4 46,5+7,2 74+1,8 38,6+£99| 299+69| 273+4,4
Acenafteno (Acften) 489+89| 32,6+44 7,7+1,6 89,6 + 14,8 79+1,5 42,1+£78| 632+12,8| 266+44
Fluoreno (Flr) 29,4+ 4,4 17,6 £ 4,6 21,8£3,9 56,5+ 12,0 4,5+0,9 39,7+ 6,0 488+7,0| 67,0+£6,9
Fenantreno (Fen) 314+74| 447+74 41,7+58 28,3+4,0 63+1,2 22,3+4,1 21,1 £2,4| 345+6,0
Antraceno (Ant) 168+1,7| 42,6+10,6| 56,5+13,3 17,6 = 4,0 2,8+03 154+3,2 12,6 +3,3 2,9+0,6
Fluoranteno (Flu) 234+59| 562+12,5| 63,5+11,8 153,5+279| 457+6,3| 87,1+128 21,7+33| 384+73
Pireno (Pir) 53,5+11,8| 76,8+11,7 40,7+7,7 804+143| 61,6+11,3| 52,6+105 11,8+2,5| 653+ 14,4
Benzo(a)antraceno (BaA) 71,5+153| 79,5+15,6| 54,4+10,0 1240149 | 563+12,8| 220,1 £22,6 20,6 53| 39,7+56
Criseno (Cris) 52,5+£10,9| 656+13,4 52,2+88 444+£79| 324+74| 1292+175| 343+88| 72,7+158
Benzo(b)fluoranteno (BbF) 19.0+3,0| 88,4=16,4 63,2+9,1 743+£1,0| 41,6+9,6 593+£32| 632+88| 657114
Benzo(k)fluoranteno (BkF) 29+06| 122+19 20,8* 70,9+ 16,5| 60,5+10,8 54,5+ 8,5 17,6 £3,7| 57,1+59
Benzo(a)pireno (BaP) 69+1,3| 212+33 4.4% 222+49| 48,6+10,3 22,7+5,9 16,6+3,4| 502+73
Dibenzo(a,h)antraceno (DahA) 3,7+£0,9 1,3£0,2 6,0% 21,5+22| 32,0+8,6 223+4,0 49+1,0| 172+29
Benzo(g,h,i)perileno (BPer) 0,7+0,1 45+0,9 1,0% 251+4,6| 281+29 24,5+5,7 3,1+0,5 47+0,6
Indeno(1,2,3 cd)pireno (IndP) 0,7+0,1 1,4£0,2 0,9% 16,4+1,8| 224+45 14,2 +1,1 0,6 £0,2 1,7+0,1
TPAH 374 + 69 574 +91 442 +99 887 + 122 458 £ 90 872+ 115 427+ 62 589+ 97
PAHS principal (% do total) BaA (19) | BbF (15) Flu (14) Flu (17) Pir (14) BaA (25) A};{)t;rzl(;;' : Cris (12)

TPAH: soma da concentragdo individual dos 16 PAHs; *: somente num dos replicados este hidrocarboneto aromatico foi identificado
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Tal como ocorrido durante o periodo anual (Figura 4.6), os PAHs individuais nos
tecidos dos mexilhdes no estudo temporal (Fig. 4.13) distribuem-se por grupo de anéis
aromaticos, assinalados por vectores. O eixo 1 separa os compostos de 4 anéis na zona
negativa e os restantes na zona positiva, enquanto que o eixo 2 separa os PAHs de 2 ¢ 3
anéis na zona negativa ¢ os PAHs de 5 e 6 anéis na zona positiva, sugerindo um
comportamento inverso entre si. O vector 2+3 esta relacionado com o eixo 1, tal como o
vector de 4 anéis, enquanto que o vector 5+6 esta relacionado com o eixo 2, separando
também os compostos por peso molecular. Assim, verifica-se que os compostos de 4
anéis se correlacionam inversamente com os restantes, e que os compostos de 2 ¢ 3
anéis apresentam uma variagdo da concentragdo inversa a concentragdo dos compostos
de 5 e de 6 anéis.

O arranjo das variaveis resulta num diagrama de scores (Fig. 4.13 B) que separa as
amostras dos Invernos I e II das do Inverno III, ao longo do eixo 1. Relativamente aos
Invernos I e II, o Inverno III apresenta menores concentragdes de PAHs com 4 anéis e
maiores propor¢cdes de PAHs com 2+3 e 5+6 anéis, com particular destaque para FR,
onde a concentracdo de PAHs com 5 anéis corresponde a 40% da concentragdo total e
os PAHs de 6 anéis a 11%, com aumento significativo de BkF, BPer e IndP. Por
oposi¢cdo SG e TV (Inverno III) sdo os locais com maior propor¢do de PAHs de 2+3

anéis, devido essencialmente ao Acften (SG e TV) e ao naftaleno (TV).
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Figura 4.13 — Analise canonica de correspondéncia (CCA) da concentracdo de PAHs,
nos mexilhdes M. galloprovincialis, indicando os loadings (A), e os scores (B). (o-:
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De modo a avaliar a origem dos PAHs nos tecidos dos mexilhdes no estudo temporal,
foram calculadas vérias razdes diagndstico, tal como efectuado no estudo anual, cujos
resultados se apresentam na Tabela Al (Anexo) e Figuras 4.14 e 4.15.
Comparativamente ao Inverno I e I, e no que diz respeito a razdo Fen/Ant (0,74 —
11,98), no Inverno III somente VRSA apresenta PAHs com caracteristicas petrogénicas
(Fen/Ant >10), enquanto que a razdo Flu/Pir indica a presenca de PAHs com
caracteristicas tanto petrogénicas (Flu/Pir <1) como piroliticas (Flu/Pir >1), tal como
sucedeu no estudo anual. Assim, quando se graficam os resultados obtidos para as
razdes diagnostico Fen/Ant vs Flu/Pir (Fig. 4.14), verifica-se que ao longo do estudo
temporal PT, VM e OL apresentam PAHs com caracteristicas piroliticas nos trés
Invernos, enquanto que locais como SG, LG, FR, TV e VRSA tém perfis mistos, ou

seja, apresentam PAHs tanto petrogénicos como piroliticos.
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Figura 4.14 - Razdo fenantreno/antraceno (Fen/Ant) vs fluoranteno/pireno (Flu/Pir),
durante o estudo temporal.
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Embora no Inverno III, TV apresente concentragdes elevadas de naftaleno (petrogénico)
e FR apresente concentragdes elevadas de compostos essencialmente piroliticos (4, 5 ¢ 6
anéis) as razdes de diagnostico Fen/Ant e Flu/Pir indicam no primeiro caso fontes

piroliticas de PAHs e no segundo caso fontes mistas.

Relativamente as razoes entre isomeros Ant/Ant+Fen; BaA/BaA+Cris; IndP/IndP+BPer
e Flu/Flu+Pir (Fig.4.15; Tabela Al, Anexo), também calculadas para os dados do
Inverno III com o objectivo de melhor clarificar as origens dos PAHs nos mexilhdes da
costa Sul de Portugal, verifica-se que, para a razdo Ant/Ant+Fen somente VRSA
apresenta PAHs petrogénicos derivados do petroleo (Ant/Ant+Fen <0,1), enquanto que
nos restantes locais do Inverno III os PAHs terdo possivelmente origem em processos
de combustdo (Ant/Ant+Fen >0,1). A razdo Flu/Flu+Pir, que distingue entre PAHs
petrogénicos derivados do petroleo (ou seus derivados) (Flu/Flu+Pir <0,4), dos PAHs
piroliticos derivados da combustdo do petroleo (ou seus derivados) (Flu/Flu+Pir entre
0,4 ¢ 0,5) ou da combustao de biomassa (Flu/Flu+Pir >0,5) indica que no Inverno III,
tal como ocorrido nos Invernos precedentes, a principal origem dos PAHs nos
mexilhdes ¢ pirolitica, quer originada na combustdo dos combustiveis fosseis como das
madeiras, embora SG ¢ VRSA apresentem PAHs derivados do petroleo ndo queimado.
A razdo BaA/BaA+Cris indica que nao houve alteracdo do tipo de contaminagdo
durante o estudo temporal, ou seja, todos os locais durante os trés Invernos apresentam
PAHs piroliticos originados pela combustio (BaA/BaA+Cris>0,35). Do mesmo modo, a
razdo IndP/IndP+BPer também indica PAHs piroliticos derivados da combustao de
produtos petroliferos (gasoleo, gasolina) na maioria dos locais (IndP/IndP+BPer entre

0,2 ¢0,4).
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Figura 4.15 - Razdes Ant/Ant+Fen; BaA/BaA+Cris e IndP/IndP+BPer em relagdo a
razdo Flu/Flu+Pir, calculadas para os mexilhdoes M. galloprovincialis, durante o estudo
temporal. (1 - Sagres; 2 - Lagos; 3 - Portiméo; 4 - Vilamoura; 5 - Faro; 6 - Olhdo; 7 - Tavira; 8
- VRSA).

162



A variabilidade da razao Flu/Flu+Pir ao longo do tempo mostra que a origem dos PAHs
nos mexilhdes da costa Sul de Portugal podem ser diversas (petréleo, combustao do
petroleo ou combustdo de biomassa) mas que quando analisadas em relagdao as razdes
Ant/Ant+Fen; BaA/BaA+Cris e IndP/IndP+BPer, estas ocorrem simultaneamente com
PAHs piroliticos maioritariamente originados por combustdo (Ant/Ant+Fen e

BaA/BaA+Cris) e combustio do petroleo (IndP/IndP+BPer).

Do mesmo modo que no estudo anual, a analise PLS foi utilizada para clarificar as
fontes de PAHs nos mexilhdes. Cada uma das 22 assinaturas utilizadas (Tabela A2,
Anexo) foi ajustada aos dados de PAHs individuais analisados nos trés Invernos,
transformados em proporg¢ao do total, cujos resultados mais representativos da variancia
explicada estdo representados na Fig. 4.16. Comparativamente aos Invernos I e II, as
variancias explicadas pelas assinaturas no Inverno III sdo de um modo geral superiores,

destacando-se LG, PT e FR, ndo excedendo nalguns locais 25%.

De um modo geral, a origem dos PAHs identificados nos mexilhdes da costa Sul de
Portugal durante o periodo temporal ¢ semelhante ao verificado no estudo anual, isto &,
as assinaturas predominantes sdo caracteristicas de produtos petroliferos com diferentes
graus de degradagdo ambiental (assinaturas 1 a 7), seguidas de PAHs piroliticos
caracteristicos de actividades portudrias (9) ou de actividades domésticas (8), bem como

da queima de madeira (10 e 11).

No Inverno III as assinaturas 9, 11 e 17 explicam grande parte da variancia em LG e PT,
enquanto que em FR a varidncia ¢ explicada principalmente por PAHs piroliticos
derivados das actividades domésticas (assinatura 8) ou petrogénicos derivados de
gasoleos ndo queimados (assinaturas 12 e 13), assim como por PAHs derivados de

petroleos (assinatura 18) e conservantes da madeira (assinatura 19). E provavel que
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nestes locais a origem dos PAHs esteja sobreposta (pois a variancia total acumulada

excede 100%), uma vez que a distribuicdo individual de PAHs nestas assinaturas ¢

relativamente semelhante).
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Figura 4.16 - Analise PLS das assinaturas de PAHs aplicada aos tecidos moles de M.
galloprovincialis, durante o estudo temporal. (Abreviaturas das assinaturas como na

Tabela. A2, Anexo)

Por outro lado, em TV (Inverno III) parece ter havido uma alteracao nas fontes de PAHs

pois a variancia dos dados ¢ explicada essencialmente por dois tipos de assinaturas que

nao ocorrem nos Invernos precedentes (18 e 19) e cujas variancias acumuladas explicam

somente 15% da variabilidade dos dados detectados nos mexilhdoes. A ocorréncia

esporadica de creosoto na costa Sul de Portugal pode estar associada a conservagao e

preservacao de barcos e instalagdes portudrias e fluviais, embora o seu uso tenha sido

restringido em 1999 (DL 446/99).
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4.4 — DISCUSSAO

Os moluscos bivalves sdo considerados bons indicadores de contaminagdo dos sistemas
aquaticos. Estes organismos sdo capazes de concentrar certos compostos nos seus
tecidos a niveis muito superiores aos encontrados na agua do mar (Martin e Richardson,
1991), integrando e providenciando informacao acerca das tendéncias da contaminagao.
Neste contexto, os mexilhdes M. galloprovincialis foram usados como organismos
sentinela para avaliar a distribuigdo, tendéncias e possiveis fontes de PAHs na costa Sul
de Portugal, quer espacial quer sazonalmente.

A concentragdo total de PAHs nos tecidos dos mexilhdes da costa Sul de Portugal
variou entre 145427 e 5035+925 ng/g ph (mediana 651 ng/g ph) no estudo anual e entre
375469 e 887£122 ng/g ph (mediana 516 ng/g ph) no estudo temporal (Inverno III) e é
semelhante e comparavel a concentragdo de PAHs detectada em mexilhdes da costa NW
de Portugal, entre Carrego e o porto de Leixdes (Lima et al., 2008), e em varios locais
no Mediterraneo como em Veneza (Wetzel e van Vleet, 2004), Barcelona (Porte e
Albaigés, 1993; Solé et al, 1995a, b; Solé 2000; Porte et al, 1991, 2001b) ou Arcachon
(Baumard et al, 1998a, b), assim como na costa da Galiza e na Baia da Biscaia (Soriano
et al, 2006; Orbea et al, 1999), no mar Baltico (Naf et al, 1994) e no Alasca (Varanasi et
al, 1990; Page et al, 2005), embora o0s niveis mais elevados por PAHs sejam
dependentes de fontes antropogénicas acidentais como derrames de petrdleo (Tab. 1.4;
Cap. 1). A concentragdo média de TPAH determinada ao longo da costa Sul de Portugal
¢, segundo Baumard et al. (1998d), considerada elevada' (>200 — 1000 ng/g ph) a muito
elevada (>1000 ng/g ph), e é superior a encontrada em améijoas R. decussatus (30,4-

1191 ng/g ph) provenientes dos mesmos locais da Ria Formosa (OL e TV) (Barreira,

! Intervalo de valores calculados para peso humido a partir dos valores originais em peso seco (Baumard et al, 1998
d), assumindo uma propor¢do peso humido/peso seco de 5:1. (<20 ng/g ph - baixa; 20-200 ng/g ph - moderada;
>200 — 1000 ng/g ph — elevada; >1000 ng/g ph — muito elevada)
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2006; Barreira et al, 2007 b). Os PAHs acumulam-se em maior grau em tecidos ricos
em lipidos, como gonadas e glandula digestiva (Livingstone, 1998). O teor médio em
lipidos no mexilhdo (média: 3,96%; intervalo: 3,6 — 4,2%; Fig. 4.4) ¢é superior ao das
améijoas (0,61 - 1,21%) (Barreira, 2006), facto que pode explicar a maior acumulagdo
de TPAH nos mexilhdes. No entanto, tal como para os mexilhdes, ndo foi encontrada
uma relagdo significativa entre a concentracdo de TPAH nos tecidos das améijoas e os
teores em lipidos (Barreira, 2006). Do mesmo modo, Devier et al. (2005), também néo
detectaram qualquer relacdo entre os niveis de TPAH e o contetdo lipidico em
mexilhdes Mytilus spp. recolhidos na baia de Arcachon (Franga). Por outro lado, outros
factores como o ciclo reprodutivo, 0 modo ¢ a disponibilidade de alimento, o ciclo
hidrologico e os parametros abidticos podem influenciar o metabolismo e a acumulacdo

diferencial de PAHs nestas espécies.

A distribui¢ao espacial e sazonal (Fig. 4.1 ¢ 4.2) da concentracdo média de TPAHs nos
tecidos dos mexilhdes indica que VM e OL seguidos de PT e LG sao os locais da costa
Sul de Portugal que apresentam maior contaminacdo por PAHs, tal como aconteceu no
Capitulo 3, em relacdo a fracgao alifatica dos hidrocarbonetos. Esta tendéncia mantém-
se no estudo temporal, no qual VM e OL continuam a ser os locais com niveis de PAHs
mais elevados, (Fig. 4.11). Como ja foi referido, VM e OL sao influenciados pelo
trafego intenso relacionado com a marina ¢ o porto de pesca (respectivamente), sendo
esta uma das principais fontes de PAHs. Concentragcdes de PAHs elevadas foram
detectadas em mexilhdes recolhidos nestes locais (Bebianno et al, 2007; Lopes ¢
Bebianno, 2007; Serafim et al, 2008) relacionadas com a navegacdo e actividades
portudrias associadas, e/ou outras fontes, como escorréncias urbanas e industriais,

esgotos nao tratados e efluentes das ETARs. Em LG (1056£310 ng/g ph) e PT
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(956+809 ng/g ph), os niveis de TPAHs elevados (= 1000 ng/g ph) também podem estar
associados as actividades piscatorias, portuarias e de lazer. De um modo geral, a
concentragdo média de TPAH nos mexilhdes em SG, FR, TV e VRSA sdo menores que
nos locais descritos anteriormente (Fig. 4.2), mas ainda assim, classificadas como
elevadas (Baumard et al., 1998d). Em Sagres a influéncia das rotas de navegagdo podem
contribuir para os teores de TPAH detectados (731+298 ng/g ph). A concentracdo de
PAHs nos mexilhdes de FR (476178 ng/g ph) e TV (371£180) ¢ a mais baixa da costa
Sul de Portugal, embora ainda se considere elevada (>200 — 1000 ng/g ph) (Baumard et
al., 1998d). Por sofrerem menores oscilagdes anuais e por apresentarem por vezes
concentragdes de PAHs <200 ng/g ph, talvez se possa classificar estes locais como
moderadamente elevados. A existéncia do porto comercial e de um pipeline usado na
transferéncia de combustiveis e gas para depositos em terra, ndo parece aumentar a
concentragdo de PAHs em FR. As fontes de PAHs em TV poderdo ser atribuidas a
escorréncias urbanas e industriais e das estradas. TV tem varias pontes sobre o rio Gildo
e trafego moderado de embarcagdes de recreio e pesca. Em VRSA, as concentragdes
médias totais de PAHs (519+170 ng/g ph) sdo também consideradas elevadas. VRSA ¢
banhada pelo quarto maior rio da Peninsula Ibérica, sofre influéncia da escorréncia das
chuvas, de aquaculturas, da ponte internacional, além do trafego de barcos de pesca e
recreio, de VRSA e de Espanha. Apresenta também contaminagdo metélica (Cd, Cr, Cu,
Pb, Zn) que pode estar associada aos combustiveis (Company et al., 2008) e/ou
proveniente das minas de S. Domingos ¢ de Las Herrerias (Company et al., 2008).
Outro tipo de contaminagdo organometalica (TBT) foi também identificado (Diez et al.,

2005).

A distribuicdo anual da concentragdo média de PAHs acumulada nos tecidos dos

mexilhoes (Fig. 4.1) indica que o Inverno I (1464+819 ng/g ph) seguido do Outono
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(1101+299 ng/g ph) sao os meses com concentragdes mais elevadas, decrescendo no
Inverno II (6751426 ng/g ph), para niveis inferiores aos da Primavera (7761320 ng/g
ph) e do Verdo (808+379 ng/g ph), tal como verificado no Cap. 3 relativamente aos
hidrocarbonetos alifaticos, podendo este facto estar associado ao ciclo reprodutivo dos
mexilhdes. Por outro lado, o aumento da temperatura do ar e da 4gua do mar favorece a
evaporacdo e degradagdo ambiental e bacteriana dos PAHs mais leves (2 e 3 anéis)
existentes na coluna de agua, alterando a biodisponibilidade individual dos PAHs, e
favorecendo a bioacumulacdo dos PAHs de peso molecular mais elevado. Teores de
TPAH superiores no Inverno-Outono e menores na Primavera-Verdo foram também
detectados por Porte et al (2000 a), associadas a periodos de chuva e ressuspensio dos
sedimentos e ciclo sexual, respectivamente.

A concentracdo média de PAHs no Inverno III (Fig. 4.11) é na maioria dos locais
semelhante a do Inverno II, excepto em VM onde se deu um decréscimo significativo.
Situacdes pontuais com concentragcdes extremamente elevadas de TPAH (>1000 ng/g
ph) foram detectadas em VM no Inverno I (5035+£955 ng/g ph), diminuindo
significativamente no periodo de 6 anos (82%), para valores de 887+122 ng/g ph
(Inverno III), classificando-se agora como elevada (>200 - 1000 ng/g ph) (Lopes e
Bebianno, 2007). Niveis de contaminagdo por PAHs muito elevados no Inverno I (Fig.
4.12) talvez possam estar também relacionados com elevadas escorréncias pluviais
(urbanas, industriais, rurais), uma vez que no ano 1996 a pluviosidade média (1249
mm), foi muito superior a média da regido (696 mm), tendo sido considerado um ano de

cheias, enquanto que em 2003 foi inferior (547 mm) (ano de seca) (http://snirh.pt).

Quando se analisa os PAHs totais por grupo de anéis (Figuras 4.3 e 4.12) e

individualmente (Tabelas 4.1 a 4.5 e 4,7), verifica-se que nos mexilhdes da costa Sul de
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Portugal, os PAHs predominantes sao os de 4 an¢is (Flu, BaA e Cris). Conjuntamente
com o Pir, os compostos tetra-aromaticos representam em média 66% do TPAHs, sendo
os niveis maximos em VM e OL. Ao longo do tempo a propor¢cao média dos PAHs de 4
anéis diminui do Inverno I (68%) para o 11 (63%) e 11l (44% do TPAH), com o aumento
simultaneo da propor¢dao de PAHs de 243 e 5+6 anéis. Os compostos de 2+3 anéis sao
mais elevados em FR e TV, mas SG, LG ¢ VRSA podem também apresentar um
aumento em PAHs de 2+3 anéis, como verificado no Outono ¢ Inverno II. Durante este
periodo de 6 anos as maiores diferencas ocorreram em FR, onde no Inverno III os PAHs
de 5+6 anéis sdo cerca de 51% da concentracdo de TPAH, ¢ em TV onde os PAHs de
2+3 anéis representam 54% do total de PAHs. Assim, esta distribuicao da concentragdo
de PAHs na costa Sul de Portugal (Fig. 4.6, 4.7 e 4.13), é também evidenciada nas
analises CCA, que mostram comportamentos distintos entre os compostos de 4 anéis
relativamente aos de 2+3 e 5+6, que por sua vez sdo também diferentes entre si, com
niveis superiores na maioria dos locais do Inverno I e Outono, relativamente a
Primavera, Verdo e Inverno II, principalmente devido aos PAHs piroliticos de 4 e 5+6
anéis. O Inverno III (Fig. 4.13) ¢ diferente do I e II pelas maiores percentagens de PAHs
petrogénicos de 2+3 e piroliticos de 5+6 anéis, destacando-se FR onde se atingiu o

maximo de 5+6 anéis.

Além de se encontrarem nos petroleos (Baumard et al, 1999b), os compostos de 4 anéis
sdo predominantes nos compostos formados durante a combustdo incompleta dos
combustiveis fosseis e biomassa. Por outro lado, os PAHs di e tri-aromaticos mais
comuns nos mexilhdes da costa Sul sdo o N, Acften, Fen, e Ant, mais soltiveis que os
anteriores e por conseguinte mais biodisponiveis. Os PAHs penta-aromaticos
B(b)+(k)F, BaP e hexa-aromaticos (BPer e IndP) (os menos soluveis na dgua) sdo

abundantes nos produtos de combustdo e estdo também presentes nos mexilhdes da
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costa Sul de Portugal. Os sedimentos da Ria Formosa, em particular na zona de OL, tém
uma elevada predominancia de PAHs de 4 anéis, sendo este padrao reflectido na
acumulagdo por parte da améijoa R. decussatus (Barreira et al 2007 a,b) e no mexilhdo
M. galloprovincialis (Serafim et al, 2008). Assim, os mexilhdes acumularam tanto os
PAHs de baixo peso molecular, que sdo mais soluveis, pois ao estarem associados a
frac¢do dissolvida, podem ser acumulados nos tecidos mais rapidamente e em maior
escala (Axelman et al., 1999), como os PAHs de elevado peso molecular. Estes, devido
a sua baixa solubilidade e elevado coeficiente de particdo octanol/agua, tendem a estar
adsorvidos ao alimento, a matéria em suspensdo ¢ sedimentos, que ao serem
redissolvidos e ressuspendidos, se podem tornar mais biodisponiveis para acumulagdo

(Alvarez-Legorreta et al., 1994).

As caracteristicas dos PAHs relativas a sua formacdo, podem ser utilizadas para
determinar a sua origem, e estimar a importancia relativa dos PAHs derivados do
petrdleo, dos derivados da combustao (matéria organica e/ou da combustdo do petroleo)
(Lipiatou e Saliot, 1991; Yunker et al., 1996, 2002 b; Budzinski et al., 1997). Dentro
dos isdémeros tri-aromaticos, o fenantreno ¢ termodinamicamente mais estdvel que o
antraceno. A pirdlise da matéria organica a temperaturas muito elevadas gera PAHs
caracterizados por uma razado Fen/Ant baixa (<10), enquanto que a formacao lenta do
petrdleo a temperaturas baixas leva a valores muito mais elevados da razdo Fen/Ant
(>10 — 25) (Raoux, 1999; Page et al., 2006). Do mesmo modo, o fluoranteno (Flu) ¢ o
pireno (Pir) sdo considerados produtos tipicos da pirdlise, gerados a partir da
condensagdo a altas temperaturas dos compostos de baixo peso molecular (Page et al.,
1999). Durante a combustdo o pireno ¢ mais estavel que o fluoranteno, portanto um
predominio de Flu sobre o Pir ¢ caracteristico de produtos piroliticos (Fen/Pir >1),

enquanto que nos PAHs derivados do petréleo o Pir ¢ mais abundante que o Flu (Flu/Pir
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<1) (Tab. 4.6) (Budzinski et al, 1997; Baumard et al, 1999; Soclo et al, 2000; Porte et

al, 2001).

As razdes Fen/Ant e Flu/Pir calculadas para os mexilhdes da costa Sul de Portugal,
variaram entre 0,60-16,68 e 0,11-3,83, respectivamente (Tab. A1 — Anexo), indicando
fontes de PAHs petrogénicas, piroliticas e mistas (Fig. 4.8 e 4.14), mas ao longo do
tempo as fontes piroliticas predominam (Flu/Pir >1), ndo havendo separag¢do entre
estacdes do ano. Certos autores verificaram uma tendéncia para as razdes Fen/Ant e
Flu/Pir indicarem origens petrogénicas no Verdo (relacionadas com menores
concentragdes totais de PAHs) e piroliticas no Inverno (relacionadas com as maiores
concentragdes totais de PAHs) (Bouloubassi et al, 1997; Bodin et al, 2004).
Espacialmente, em VM e OL a origem ¢ sempre pirolitica durante todo o periodo (anual
e temporal), seguindo-se PT e LG, enquanto que FR apresenta caracteristicas
petrogénicas no Inverno I, Primavera, Verdo ¢ VRSA na Primavera e Inverno III. A
razdo Flu/Pir <1 em SG, FR e TV indicadora de PAHs petrogénicos coincide com
valores da razdo Fen/Ant <10 (PAHs piroliticos), pelo que nestes locais as fontes de
PAHs s3o mistas. Fontes mistas (piroliticas e/ou petrogénicas) de PAHs foram também
detectadas nos sedimentos e améijoas da Ria Formosa (Barreira, 2006; Barreira et al,
2007 a, b) assim como em mexilhdes recolhidos na costa Sul (Serafim et al, 2008) ¢
NW de Portugal (Lima et al, 2007, Lima et al., 2008) (Tab. 1.4 — Cap. 1), associados a
portos, escorréncias urbanas e industriais e/ou deposicdo atmosférica. PAHs com
origens mistas existem também em mexilhdes recolhidos na Dinamarca (Granby e
Spliid, 1995), no mar Baltico (Naf et al., 1994, Baumard et al., 1999 b), no
Mediterraneo, em Espanha (Porte et al., 1991), Franga (Baumard et al., 1998 a, b), Italia
(Solé et al., 2000 a; Wetzel e van Vleet, 2004) e na costa marroquina (Azdi et al, 2006),

assim como noutros locais que sofrem impacto de portos e marinas ou em zonas
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costeiras e industriais com elevado trafego maritimo ou sujeitas a derrames de petréleo

(Page et al., 1998, Page et al., 2002 a,b)

Outras razdes de diagnoéstico, para além das referidas anteriormente, baseadas na massa
molar dos isdmeros de PAHs, também tém sido utilizadas para distinguir de entre os
PAHs piroliticos, os derivados da combustido de biomassa dos derivados da combustdo
do petrdleo. Assim, valores da razdo antraceno/antraceno + fenantreno (massa 178)
menores que 0,10 sdo usualmente tomadas como indicadora de petréleo ndo queimado,
enquanto que valores superiores a 0,10 indicam um dominio do efeito da combustdo
(Gschwend e Hites, 1981; Oros e Ross 2005, Spovieri et al, 2007). A razdo
fluoranteno/fluoranteno+pireno (massa 202) ¢ menor que 0,50 para a maioria das
amostras contaminadas com petroleo ndo queimado e superior a 0,50 para querosene,
combustdo de madeiras e carvao e creosoto, mas situa-se no intervalo 0,40 — 0,50 para
combustdo de gasolina, gaséleo, fuel oil e petrdleo, e emissdes provenientes de carros e
camides a gasoleo (Tab. 4.6) (Yunker et al, 2002b; Oros ¢ Ross 2005, Spovieri et al,
2007). Os PAHs de massa 228 (benzo(a)antraceno e criseno) e 276 (indeno(1,2,3-
cd)pireno e benzo(g,h,i)perileno) sdo usados menos frequentemente como indicadores
das fontes piroliticas de PAHs, no entanto estes PAHs de elevado peso molecular sdao
constituintes minimos nos produtos petroliferos refinados (Williams et al, 1986; Wang
et al, 1999a,b) e geralmente estdo presentes em quantidades significativas nos asfalto
(Readman et al, 2002), ¢ possivelmente no betume e carvao (Yunker et al, 1996, 2002
ab). Nas emissdes de veiculos a gasodleo, estes PAHs de elevado peso molecular também
estdo presentes (Abrantes et al., 2004). Valores da razdo BaA/BaA+Cris menores que
0,20 indicam petréleo, de 0,20 a 0,35 indicam ou petrdleo ou combustdo (isto €, mistas)
e maiores que 0,35 implicam combustdo (Tab. 4.6) (Yunker et al, 2002). No que diz

respeito a razdo IndP/IndP+BPer valores acima de 0,50 sdo referenciados para
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combustdo de erva, madeira e carvao, enquanto que produtos da combustdao de gasolina,
querosene, gasoleo e crude oil tém valores abaixo dos 0,50, com emissdes de veiculos
no intervalo entre 0,24 e 0,40. Assim, esta razao delimita-se nos <0,20 para petréleos,
entre 0,20 e 0,50 para combustdo de combustiveis fosseis liquidos (veiculos e crude) e
>0,50 implica combustdo de biomassa (Tab. 4.6) (Yunker et al, 2002 b; Oros e Ross,

2005; Oros et al, 2006).

As razdes diagnostico Ant/Ant+Fen; Flu/Flu+Pir, BaA/BaA+Cris e IndP/IndP+BPer
(Fig. 4.9 e 4.15; Tab. Al - Anexo), confirmam que os PAHs acumulados nos tecidos
dos mexilhdes da costa Sul de Portugal tém origem tanto petrogénica como pirolitica,
sendo esta ultima tanto devido & combustdo de biomassa como de combustiveis. Os
valores da razdo Flu/FlutPir oscilaram entre 0,10 ¢ 0,79 (média 0,49- Tab. Al —
Anexo), indicando a presenga de PAHs do petréleo (Flu/Flu+Pir <0,4), da combustdo do
petroleo (Flu/Flu+Pir entre 0,4 e 0,5) e da combustio de biomassa ou carvao
(Flu/Flu+Pir >0,5), ndo havendo diferenciacdo sazonal ou espacial ao longo do tempo.
Por outro lado, as razdes Ant/AnttFen, BaA/BaA+Cris e¢ IndP/IndP+BPer indicam
PAHs maioritariamente originados da combustdo do petréleo e/ou produtos refinados,
em ambos os periodos de tempo estudados. Além disso, locais como VM, OL e TV
(entre outros) apresentam valores da razdo Flu/Flu+Pir >0,5 (combustdo de biomassa)
coincidentes com valores da razdo Ant/AnttFen >0,1 (combustdo), da razao
BaA/BaA+Cris >0,35 (petroleo+combustdo) e a razdo IndP/IndP+BPer entre 0,2 e 0,5
(combustdo do petréleo), confirmando as fontes mistas dos PAHs acumulados
(petrogénicas e piroliticas). Deste modo, nos mexilhdes da costa Sul coexistem PAHs
piroliticos derivados da combustdo de biomassa (incéndios, queimadas, lenha, carvao,
residuos) como dos derivados da combustdo dos produtos petroliferos (gasoleo,

gasolina, 6leos) por veiculos motorisados (carros, motacicletas, motos de dgua, barcos).
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Estes resultados sdo consistentes com outros estudos, onde varias fontes de PAHs foram
identificadas, como trafego maritimo, produtos de combustdo de origem doméstica

(carvao, madeira) e fogos florestais (Barreira et al, 2007 b,c; Serafim et al, 2008).

Uma vez que cada processo de formacdo gera um perfil caracteristico na composi¢ao e
propor¢cdo dos PAHs individuais, e dado que nesta dissertagdo foram identificados
PAHs do petroleo, da combustdo do petréleo e da combustdo de biomassa, estes
resultados foram comparados com assinaturas tipicas (anélise PLS) (Tab. A2 — Anexo)
quer de petroleos com diferentes graus de contaminagdo ambiental (como verificado no
Cap. 3), como de PAHs presentes em amostras puras de crude, gaséleo ou creosoto
(utilizado na preservag¢do das madeiras), assim como originados pela queima de carvao
ou apds um incéndio florestal. Como as zonas portuarias tém um elevado trafego
maritimo, sendo os seus sedimentos contaminados com PAHs piroliticos de 4, 5 ¢ 6
anéis derivados da queima dos combustiveis, foram também utilizadas assinaturas
provenientes de portos e zonas industriais. Por outro lado, dado que a produgdo e
utilizagcdo de energia eléctrica podem ser uma fonte de PAHs para a atmosfera, foi

também utilizado uma assinatura deste tipo, referente a utilizacdo doméstica.

Os mexilhdes da costa Sul de Portugal (Fig. 4.10 e 4.16) acumularam PAHs derivados
do petroleo com diferentes graus de degradacdo (com um predominio de compostos de
baixo peso molecular de 2 e 3 anéis) (assinaturas 1 a 7), confirmando os resultados do
Capitulo 3, onde foram identificados locais com niveis elevados de contaminacdo por
hidrocarbonetos alifaticos, o que indica a presenga de petrdleos. Este tipo de PAHs
ocorre em toda a costa e durante o periodo anual e temporal, apresentando variancias
elevadas em PT e OL na Primavera e FR no Outono, sendo as unicas assinaturas

relevantes no primeiro e ultimo caso. Indicam a presenca de PAHs ambientalmente
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degradados resultantes das actividades nauticas ou portuarias. Podem no entanto, provir
também de derrames acidentais de petroleo (ou limpeza de tanques) ocorridos na costa
Sul (Fig. 1.5 ¢ 1.6 — Cap. 1). Page et al. (1999) e Burns et al. (1997) indicaram a
presenca de petréleo com diferentes graus de degradagao em diferentes locais do
Alasca, alguns anos ap6s o derrame do Exxon Valdez em 1989. Outra fonte de PAHs de
2 e 3 anéis petrogénicos sdo os dos produtos do petréleo nao queimado, como o gasdleo
(assinaturas 12 e 13) ou o creosoto (assinatura 19). O primeiro esta presente ao longo da
costa e em todos os meses, sendo a variancia explicada superior em VRSA no Inverno
II. Pode estar relacionada tanto as actividades portudrias, como pelas escorréncias das
estradas, uma vez que parte do combustivel ¢ emitido pelos escapes sem ter sofrido
pirdlise (Abrantes et al., 2004). O creosoto s aparece esporadicamente, no Inverno I e
III, e pode estar relacionado com actividades de preservacdo das embarcacdes de
madeira. Confirma-se também a presenca de PAHs piroliticos quer da combustio de
petréleo e derivados (assinatura 9), das actividades domésticas (assinatura 8) quer da
combustido de madeira/carvao (biomassa) (assinatura 10 e 11), todas ricas em PAHs de
4, 5 e 6 anéis. Estes tipos de assinaturas estdo presentes durante todos os meses e €pocas
do ano, sendo a queima de biomassa superior no Inverno III em LG e PT. A sua
presenca talvez possa estar relacionada com o transporte atmosférico resultante dos
incéndios florestais que todos os anos assolam as Serras de Monchique e do Caldeirdo.
De facto, nos incéndios de 2003 arderam cerca de 62.200 ha, contra os 526 ha. em 1996
e 0s 263 ha. em 1997 (CCDRA, 2004), cujos concelhos de Monchique, Silves, Lagos,
Portimao e Aljezur foram os mais afectados, mas também os concelhos de Vila do
Bispo, Loulé, Castro Marim, Alcoutim, Tavira ¢ VRSA. Por outro lado, o transporte de
compostos organicos pelas correntes oceanicas também se pode fazer notar, na medida

em que PAHs presentes na frac¢do particulada de amostras de d4gua do Atlantico Norte
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(assinatura 17) estdo presentes em toda a costa, sendo particularmente elevada em LG e
PT no Inverno III. Este tipo de PAHs foi detectado nas correntes oceanicas que entram
no Mediterraneo (Lipiatou et al, 1997).

Deste modo a analise PLS confirma os resultados das razdes diagnodstico na
identificacdo da origem dos PAHs nos mexilhdes da costa Sul, sendo os PAHs
piroliticos provenientes da combustdo da biomassa e combustdo de combustiveis
fosseis, que chegam ao meio marinho por deposi¢do atmosférica, escorréncias urbanas e
trafego maritimo costeiro. A andlise PLS confirma também a presenga de PAHs
petrogénicos com origem no petrdleo/crude e/ou produtos refinados puros (gasolina,
gasoleo, outros), com varios graus de degradacdo ambiental que podem decorrer das
actividades portuarias como pequenos derrames durante o abastecimento de

combustivel aos barcos, ou durante as transfegas comerciais para os depdsitos locais.

4.5 - CONCLUSOES

A concentracdo total de PAHs nos tecidos dos mexilhdes M. galloprovincialis da costa
Sul de Portugal sdo considerados elevados a muito elevados, tendo vindo a decrescer ao
longo do tempo (82% em VM). A concentragdo ¢ superior em VM e OL, na maioria dos
casos, relativamente a outros locais. FR e TV apresentam niveis de PAHs menores. Os
Invernos e o Outono parecem ser as estagdes do ano em que a concentragdo de PAHs ¢

mais elevada.

Os PAHs predominantes em toda a costa sdo os de 4 anéis, seguindo-se os de 5+6 e

2+3. No entanto no Inverno III a propor¢do de PAHs de 2+3 anéis aumentou em todos
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os locais, excepto em FR, onde os PAHs de 5+6 anéis sao predominantes. Dos PAHs
individuais, o BaA, Flu e Cris sao predominantes. O BaP (cancerigeno ¢ mutagénico)
esta presente em todas as amostras, por vezes em concentragoes elevadas. Dos PAHs de

baixo peso molecular (2 e 3 anéis) o acenafteno € o principal.

As razoes de diagnostico entre pares de isomeros indicam a existéncia de fontes
petrogénicas e piroliticas de PAHs, em toda a costa e ao longo do tempo. VM o OL
apresentam caracteristicas maioritariamente piroliticas ¢ FR ¢ TV maioritariamente
petrogénicas. As fontes piroliticas identificadas tém origem na combustido de produtos

do petroleo e da biomassa.

As fontes de PAHs para o meio marinho podem ser derivadas das actividades
domésticas (ETARs, drenagem urbana), do trafego maritimo e actividades portudrias,
queima de biomassa proveniente dos incéndios e da utilizagdo de carvao e lenha, e de

produtos de petréleo ndo queimado, proveniente de derrames nas zonas portuarias.
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5— 0 SISTEMA MFO NA AVALIACAO DA CONTAMINACAO ORGANICA
EM MEXILHOES Mytilus galloprovincialis DA COSTA SUL DE PORTUGAL
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5.1 - INTRODUCAO

A andlise quimica ¢ util para medir quantitativamente os contaminantes antropogénicos
de uma forma sensivel e selectiva. No entanto, a quantidade de contaminantes nos
tecidos dos organismos muitas vezes nao reflectem o impacto real que exercem sobre 0s
mesmos, uma vez que as taxas de metabolizagdo dependem dos compostos em si e dos
organismos estudados. Os biomarcadores, por seu lado, sdo capazes de avaliar o
impacto do contaminante e dos seus metabolitos, sendo uma resposta sensivel e
mensuravel em qualquer nivel de organizagdo biologica (bioquimico, celular,
fisioldgico, etc) que podem ser associados ao impacto dos contaminantes.

Todos os organismos possuem um conjunto de enzimas transformadoras, geralmente
presentes no figado (vertebrados), hepatopancreas (crustaceos) ou glandula digestiva
(moluscos), ou em tecidos envolvidos no processamento dos alimentos (Di Giulio et al.,
1995). A principal fungdo destas enzimas ¢ converter compostos organicos hidrofobicos
e altamente lipofilicos em metabolitos excretaveis hidrofilicos. As enzimas da fase I da
biotransforma¢do (oxidacdo, reducdo, hidratagdo e hidrolise) introduzem (ou
modificam) um grupo funcional (-OH, -COOH, -NO2, etc.) ao contaminante, ao qual
as conjugases ou outras enzimas da fase II se associam para formar um composto polar
(Di Giulio et al., 1995). A biotransformagao afecta o tempo de residéncia e toxicidade
(desintoxicagdo ou activagdo) desses contaminantes nos organismos (Livingstone,
1998).

A indugdo da isoforma CYP1A por PAHs, PCBs, dioxinas e outros contaminantes tem
sido usada como biomarcador de exposi¢do em figado de roedores (Qualls et al., 1998),
aves (Walker, 1998), répteis (Ertl e Winston, 1998) e peixes (Livingstone, 1993, 1996,
Hahn e Stegeman, 1994, Bucheli e Fent, 1995, Goksegyr, 1995, Livingstone e Goldfarb,

1998). Embora o sistema MFO e as suas isoformas de CYP esteja muito menos
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caracterizado nos invertebrados aquaticos, existe de uma proteina do tipo CYPIA,
induzivel por PAHs e PCBs na glandula digestiva de Mytilus sp e de outras espécies de
moluscos (Livingstone, 1996; Livingstone e Goldfarb, 1998). Os componentes do
sistema dependente do CYP450 nos moluscos tém, assim, o potencial para ser usado
como biomarcador de exposi¢do a contaminantes organicos, como os hidrocarbonetos
do petroleo (Narbonne et al., 1991; Livingstone et al., 1995; Sol¢é et al., 1998; Solé¢,

2000; Cajaraville et al., 2000; Porte et al., 2001ab).

Pretende-se neste Capitulo analisar a variagdo espacial, sazonal e temporal da
concentracdo de citocromo P450 e das restantes componentes do sistema MFO, no
mexilhdo M. galloprovincialis da costa Sul de Portugal. A capacidade do CYP450 ser
usado como biomarcador de exposi¢do a contaminantes organicos foi avaliada pela
relacdo entre os resultados obtidos e os teores totais ¢ individuais dos hidrocarbonetos
alifaticos (HAs - Cap. 3) e aromaticos policiclicos (PAHs — Cap. 4), nos mesmos locais

e épocas do ano.

5.2—- MATERIAL E METODOS

Amostras de 20 mexilhdes foram recolhidas ao longo da costa Sul de Portugal (Fig. 2.1;
Cap. 2), durante um ano consecutivo (de Fevereiro de 1996 a Fevereiro de 1997:
distribuicdo anual) e pontualmente 6 anos depois (Dezembro de 2003: distribui¢do

temporal). Os organismos foram transportados vivos para o laboratdrio a 4 °C. Amostras
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compostas de 5 glandulas digestivas (em triplicado) foram dissecadas e congeladas em
azoto liquido e armazenadas a -80°C até analise posterior.

O fraccionamento subcelular e 0 método analitico encontram-se descritos no Capitulo 2.
Os componentes do sistema MFO foram analisados na frac¢ao microssomal da glandula
digestiva de mexilhdes M. galloprovincialis por espectrofotometria UV-Vis. A
concentragdo total de citocromo P450 (CYP450) e do pico “418” (P418) foi
quantificada pela diferenca de espectro de monoxido de carbono (CO) entre amostras
reduzidas com ditionite de sédio (Livingstone, 1988). Segundo Livingstone e Farrar
(1984), o pico a 418 nm (416-420 nm) pode ser devido a uma molécula resultante da
quebra do citocromo P450, e foi quantificado em termos de unidades arbitrarias (u.a)
por mg de proteina. O citocromo bs (Cit bs) foi quantificado medindo a diferenca de
absorvéncia entre os 409 e os 425 nm, com um coeficiente de extingdo de 185 mM'cm™
! (Estabrook & Werringloer, 1978). A actividade das enzimas reductases - NADPH-
citocromo C P450-reductase (NADPH-red) ¢ NADH-citocromo bs-reductase (NADH-
red) - foi determinada através do aumento de absorvancia a 550 nm provocada pela
redugdo do citocromo ¢, com um coeficiente de extingdo £=19.6 mM 'cm™ (Shimakata
et al., 1972). Os resultados (média + desvio padrao) dos citocromos P450 e Cit bs estdo

expressos em pmol/mg prot e as actividades das reductases em nmol/min/mg prot.

A diferenca da concentragdo dos diferentes componentes do sistema MFO nas glandulas
digestivas dos mexilhdes, entre locais e meses, foi avaliada pela andlise de variancia
(ANOVA). Aos resultados da ANOVA foi aplicado o teste de Duncan, para um nivel
de significancia de 0,05, através do programa Statistica 5.0. A distribui¢do espacial,
sazonal e temporal foi avaliada pela Andlise dos Componentes Principais (PCA) e pela

Analise Canonica, utilizando o programa Canoco (Ter Braak, 1995). A relagdo entre os
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diferentes componentes do sistema MFO, e entre estes e a concentragdo de
hidrocarbonetos (totais e individuais) foi estudada pela analise de regressao linear e por

analise multivariada.

5.3 - RESULTADOS

5.3.1 - Distribuicdo Anual

A - Citocromo P450 (CYP450)

A concentragdo de CYP450 nas fracgdes microssomais da glandula digestiva de
mexilhdes M. galloprovincialis, recolhidos durante um ano na costa Sul de Portugal,
esta representada na Figura 5.1 e Tabela A3 (Anexo).

No que diz respeito a variagdo espacial, verifica-se que as concentragcdes de CYP450
sdo superiores em VM e OL relativamente aos restantes locais, com PT ¢ VRSA a
apresentar por vezes concentragdes elevadas. FR e TV sdo os locais com menores teores
de CYP450.

No Inverno I, a distribuicdo espacial oscila entre 20,2 £ 2,3 pmol/mg prot (TV) e
54,1£10,7 pmol/mg prot (VM), com uma média mensal de 30,1 + 11,1 pmol/mg prot.
Tal como para os hidrocarbonetos alifaticos (Cap. 3) e aromaticos policiclicos (Cap. 4),
VM (54,4+10,7 pmol/mg prot) e OL (38,4 = 6,3 pmol/mg prot) sdo os locais onde a
concentragdo total de CYP450 ¢ superior, significativamente diferente entre si e entre os

restantes locais (p<0,05), em que a concentracdo de CYP450 ¢ semelhante (p>0,05).
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Na Primavera (20,4 £ 8,1 pmol/mg prot) a concentragdo de CYP450 ¢ menor que a do
Inverno I, com o maximo nos mesmos locais (VM 38,2 + 5,5 pmol/mg prot e OL 30,9 +
3,5 pmol/mg prot). Os niveis de CYP450 sdao menores ¢ semelhantes em SG e TV

(15,7£1,6 e 15,612 pmol/mg prot; p>0,05).
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Figura 5.1 - Variacao espacial da concentragao total de citocromo P450 (pmol/mg prot)
(barras brancas) e P418 (ua/mg prot) (barras cinza) (média + desvio padrdo) na glandula
digestiva de mexilhdes M. galloprovincialis, recolhidos em diferentes estagdes do ano
na costa Sul de Portugal. (letras diferentes significam diferengas estatisticas; Duncan’s test,
p<0,05)
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A concentragdo de CYP450 no Verdo continua a ser superior em VM (41,2473
pmol/mg prot) (p<0,05), seguida de OL (29,5+5,4 pmol/mg prot), cujas concentragdes
sdo diferentes entre si, e entre os restantes locais (p<0,05), embora em LG (26,9£3,1
pmol/mg prot) seja semelhante a OL (p>0,05). Os restantes locais apresentam
concentragdes de CYP450 que oscilam entre 15,1£1,7 (PT) e 20,9+2 pmol/mg prot (SG)
(p>0,05). No Outono (média 37,2 = 11,7) a concentracdo aumentou relativamente aos
meses anteriores, sendo PT (57 + 6,6 pmol/mg prot) e VM (53,3 £ 5,6 pmol/mg prot) os
locais onde a concentracdo ¢ superior e semelhante (p<0,05), seguidos de OL (37,2 £
2,1 pmol/mg prot) e dos restantes locais. VRSA apresenta os niveis de CYP450 mais
baixos (25,1 + 1,5 pmol/mg prot). No Inverno II, VM (65,3 £ 4,5 pmol/mg ptro) e OL
(56,4 £ 7,3 pmol/mg prot) continuam a ser os locais onde os niveis de CYP450 sdo
superiores e significativamente diferentes entre si e entre os restantes locais (p<0,05),
seguidos de SG (43%1,7 pmol/mg prot) e VRSA (44,8 + 2,7 pmol/mg prot) (p>0,05),
sendo o minimo em TV (27,7 £ 2,1 pmol/mg prot), tal como no Inverno I. As

concentragdes médias de CYP450 sdo superiores as ocorridas no Outono e nos meses

anteriores.

Quanto a variac¢do sazonal da concentracgao total de CYP450 na glandula digestiva de M
galloprovincialis nos diferentes locais (Fig. 5.2), verifica-se que, de uma maneira geral,
os niveis decrescem do Inverno I para a Primavera e o Verdo, aumentando no Outono e

posteriormente no Inverno II, em todos os locais.

Em SG a concentragdo de CYP450 aumenta de 23,9 + 3,8 para 43 + 1,7 pmol/mg prot
do Inverno I para o II (44,4%), enquanto que em LG aumenta de 2443,7 para 35,4+6,2

pmol/mg prot (32,2%) (p<0,05). Em PT a concentragdo aumentou até ao Outono, onde
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se atingiu o maximo (57 + 6,4 pmol/mg prot), decrescendo no Inverno II (32,3 £ 3,9

pmol/mg prot).
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Figura 5.2 - Variacdo sazonal da concentragdo total de citocromo P450 (pmol/mg prot)
(barras brancas) e “P418” (ua/mg prot) (barras cinza) (média = desvio padrdao) na
glandula digestiva de mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos em diferentes locais da
costa Sul de Portugal. (letras diferentes significam diferengas estatisticas; Duncan’s test
p<0,05).
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VM e OL apresentam concentragcdes médias de CYP450 (50,4 + 10,9 e 38,5 £ 10,7
pmol/mg prot, respectivamente) superiores as dos restantes locais (p<0,05), aumentando
do Inverno I para o II (17,2% e 31,9%, respectivamente). FR (25,4 £ 6,8 pmol/mg prot)
e TV (22,5 = 6,6 pmol/mg prot) sdo os locais onde ao longo do ano a concentragao
média de CYP450 ¢ menor, aumentando do Inverno I para o II (19,6 e 27,1%,

respectivamente), enquanto que em VRSA o aumento ¢ de 35,3%.

B — Pico 418 (P418)

A concentragdo de P418 representa entre 10 a 20% da concentragdo de total CYP450 ¢ a
sua variacao espacial ao longo do ano ¢ semelhante a de CYP450 (Fig. 5.1; Tab. A3
(Anexo)). No Inverno I (6 £ 1,3 ua/mg prot), na Primavera (4,9 = 1,2 ua/mg prot), € no
Verdo (4,5 £ 1,5 pmol/mg prot) a concentragdo média de P418 ¢ semelhante entre todos
os locais, aumentando no Outono (6 + 1,3 pmol/mg prot) e Inverno II (7,1 + 2,6
pmol/mg prot), tal como ocorrido para o CYP450. A variacdo sazonal do P418 (Fig.
5.2) nos 8 locais ¢ semelhante a variagdo do CYP450, sendo idéntica em todos os locais,

com um maximo em VM (7,812,4 pmol/mg prot) e OL (6,1 £ 1,9 pmol/mg prot).

C - NADPH-citocromo c-reductase (NADPH-red)

Os resultados da actividade da NADPH-red nas frac¢des microssomais das glandulas
digestivas de mexilhdes M. galloprovincialis, recolhidos durante um ano consecutivo na

costa Sul de Portugal, estdo representados na Figura 5.3 e Tabela A3 (Anexo).
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Figura 5.3 — Variagdo espacial da actividade da NADPH-cit c-reductase (média +

desvio padrdo) (nmol/min/mg prot) na glandula digestiva de mexilhdes

M.

galloprovincialis, recolhidos em diferentes estagdes do ano na costa Sul de Portugal.
(letras diferentes significam diferencas estatisticas; Duncan’s test, p<0,05)

O padrdo da variagdo espacial da actividade da enzima NADPH-red ao longo dos meses

¢ idéntico ao do CYP450, com maximos da actividade desta enzima em VM e OL na

maioria dos meses, seguida de VRSA, SG, PT e LG. A actividade mais baixa registou-

se, tal como para CYP450 e P418,em FRe TV.
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No Inverno I actividade da NADPH-red ¢ minima e semelhante em LG e VRSA (4,37 +
0,8 e 4,38+ 0,8 nmol/min/mg prot, respectivamente) e maxima em VM e OL (9,0 + 1,31
e 8,95 £ 1,5 nmol/min/mg prot, respectivamente) (p<0,05), com valores médios de 6,2 +
2 nmol/min/mg prot).

Na Primavera a actividade média da enzima NADPH-red (5,7 = 1,7 nmol/min/mg prot)
¢ semelhante a ocorrida no Inverno I, registando-se as actividades maximas em VM, OL
e VRSA (7,2£1 a 7,8£1,4 nmol/min/mg prot; p>0,05). A actividade ¢ menor em SG, LG
e PT (3,1 £0,4 a4,5 £ 0,5 nmol/min/mg prot; p>0,05).

No Verao a variacdo média espacial da NADPH-red (6,2 £ 2,5 nmol/min/mg prot) ¢
semelhante a da Primavera e Inverno I (p>0,05) com méaximos em VM, OL e VRSA,
sendo os valores da mesma ordem de grandeza (8 £0,61 a 9,4 £1,53 nmol/min/mg prot)
(p>0,05). A actividade da NADPH-red aumenta em todos os locais do Verdo para o
Outono (8,5 £ 2,9 nmol/min/mg prot), tal como ocorreu com o CYP450, apresentando
algumas diferencas espaciais relativamente aos meses anteriores. Assim, a actividade de
NADPH-red ¢ maxima em SG e PT (12,610,5 e 12+1,4 nmol/min/mg prot; p>0,05) e
significativamente diferente das de LG (9,6=1,4 nmol/min/mg prot) ¢ VM (7,4£1,2
nmol/min/mg prot). FR ¢ o local onde a actividade da NADPH-red ¢ menor (3,7£0,5
nmol/min/mg prot; p<0,05). Os valores da actividade desta enzima continuam a
aumentar do Outono para o Inverno II (11,2£3,3 nmol/min/mg prot) (p<0,05), mantendo
a actividade méaxima em OL (15,8£3,9 nmol/min/mg prot) e VRSA (14,8128

nmol/min/mg prot) € minima em TV (6,2+1,2 nmol/min/mg prot) (p<0,05).

A variagdo sazonal da actividade da NADPH-red (Fig. 5.4) ¢ semelhante entre o
Inverno I, a Primavera e o Verdo (p>0,05), aumentando posteriormente no Outono e no

Inverno seguinte (p<0,05), onde se registam os valores maximos.
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Figura 5.4 —Variagdo sazonal da actividade da NADPH cit ¢ reductase (média + desvio
padrdo) (nmol/min/mg prot) na glandula digestiva de mexilhdes M. galloprovincialis
recolhidos em diferentes locais da costa Sul de Portugal. (letras diferentes significam
diferencas estatisticas; Duncan’s test, p<0,05)
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O padrao sazonal da distribuicao da actividade da enzima NADPH-red ¢ igual ao padrao
do CYP450, evidenciando uma associagdo mutua. A média anual da actividade da
NADPH-red ¢ superior em OL, VM e VRSA, aumentando 43, 31 e 70%,

respectivamente, do Inverno I para o II.

D - Citocromo bs (Cit bs)

Na Figura 5.5 e Tabela A3 (Anexo) estdo representados os resultados obtidos para o Cit
bs na glandula digestiva de mexilhdes M. galloprovincialis, recolhidos ao longo da
costa Sul de Portugal durante um ano consecutivo. De um modo geral, a distribuig¢do
espacial das concentragdes de Cit bs ndo parece ter um padrdo definido, na medida em
que os varios locais ao longo do ano apresentam tanto concentracdes maximas como
minimas, ndo havendo predominancia clara de uns sobre os outros. No entanto, VM
parece ser o local onde as concentracdes sdo maximas, tal como ocorreu para o
CYP450, enquanto que o Outono ¢ a estagdo do ano com actividades médias superiores

(25,6 £4,7).
No que diz respeito a variagdo espacial do Cit bs no Inverno I, a concentracdo maxima

verifica-se em VM (26,6 £ 4,5 pmol/mg prot) e LG (21,6 £ 0,7 pmol/mg prot) (p<0,05),

sendo semelhante no resto da costa, com o minimo em SG (10,5 + 1,8 pmol/mg prot).

A concentracao média de Cit bs mantém-se inalterada, na maioria dos locais, do Inverno
I (15,445,6 pmol/mg prot) para a Primavera (15,75 pmol/mg prot), mas diminui em
LG e aumenta em OL. Assim, a variagdo espacial da concentracdo de Cit bs na

Primavera apresenta um maximo em VM (26,6+4,5 pmol/mg prot) ¢ OL (21,3£1,4
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pmol/mg prot), que embora semelhantes entre si (p>0,05) sdao superiores a dos restantes

locais.
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Figura 5.5 — Variacdo espacial da concentragdo total de citocromo bs (média + desvio
padrdo) (pmol/mg prot) na glandula digestiva de mexilhdes M. galloprovincialis,
recolhidos em diferentes meses ao longo da costa Sul de Portugal. (letras diferentes

significam diferengas estatisticas; Duncan’s test, p<0,05)

No Verdo (13,145,6 pmol/mg prot) houve uma diminuicdo generalizada da

concentragdo de Cit bs em toda a costa, com excep¢do para VM onde a concentragdo

deste citocromo (23,4+2,5 pmol/mg prot) aumentou em relacio ao més anterior
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(p<0,05), cujo valor foi 0 maximo nesta estacao do ano. Em SG, PT e FR os valores de
Cit bs sao minimos e oscilam entre 8+0,7 (SG) e 8,5£1,2 pmol/mg prot (FR) (p<0,05).
A concentragdo média de Cit bs no Outono (25,6+4,7 pmol/mg prot) é cerca do dobro
da ocorrida no Verao sendo o maximo semelhante em SG (32,743,1 pmol/mg prot) e PT
(31,2£1,9 pmol/mg prot) (p>0,05).

VM, TV e VRSA tém concentragdes de Cit bs que oscilam entre 25,3+2,2 e 2743,3
pmol/mg prot (p>0,05) e sdo superiores e significativamente diferentes as registadas em
LG, FR e OL (p<0,05). No Inverno II os teores de Cit bs mantém-se elevados em SG,
LG e VM, havendo um decréscimo acentuado em PT, FR, OL, TV relativamente ao
Outono. Durante o Inverno II, a concentragdo maxima de Cit bs foi em VM (38,143

pmol/mg prot) e a minima em TV (10,313,5 pmol/mg prot) (p<0,05).

No que diz respeito a variagdo sazonal das concentragdes de Cit bs nos mexilhdes da
costa Sul de Portugal analisados durante um ano consecutivo (Fig. 5.6), verificar-se que
os valores s3o superiores em VM (27,8+6 pmol/mg prot), seguidos de LG (19,4£5,1) e
SG, OL e VRSA (entre 17,0+4,4 ¢ 17,9£11,5 pmol/mg prot, respectivamente), sendo
minimos em FR (12,9+4,4 pmol/mg prot). Em todos os locais a concentragdo ¢

semelhante nos trés primeiros meses, atingindo o maximo no Outono e Inverno II.
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Figura 5.6 — Variagdo sazonal da concentracdo de citocromo bs (média + desvio padrao)
(pmol/mg prot) na glandula digestiva de mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos em
diferentes locais da costa Sul de Portugal. (letras diferentes significam diferengas
estatisticas; Duncan’s test, p<0,05).
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E — NADH-citocromo bs-reductase (NADH-red)

Na Figura 5.7 e Tabela A3 (Anexo) estdo representados os resultados da variacdo

espacial da actividade da enzima NADH-red, analisada na glandula digestiva de

mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos em oito locais da costa Sul de Portugal,

durante um ano consecutivo.
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Figura 5.7 — Variagdo espacial da actividade da enzima NADH citocromo bs reductase
(média + desvio padrdo) (nmol/min/mg prot) na glandula digestiva de mexilhdes M.
galloprovincialis, recolhidos em diferentes estagdes do ano na costa Sul de Portugal.

(letras diferentes significam diferencas estatisticas; Duncan’s test, p<0,05).
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Espacialmente podemos verificar que no Inverno I (37,3£10,9 pmol/mg prot) a
actividade média é semelhante em todos os locais, com o minimo em SG (23 + 3,3
nmol/min/mg prot) e o maximo em VM (54,9 £ 6,1 nmol/min/mg prot) (p<0,05). Na
Primavera (28,6£8,8 pmol/mg prot) a actividade da NADH-red ¢ inferior a registada no
Inverno I, sendo semelhante ¢ minima em SG, FR e VRSA (entre 16,3 + 1,2 ¢ 27,1+4,2
nmol/min/mg prot; p>0,05).

No Verdao (média 42,512 nmol/min/mg prot) a actividade ¢ superior e
significativamente semelhante em VM (58,9 £ 8,9 nmol/min/mg prot), TV (57,2 £ 10,4
nmol/min/mg prot) e VRSA (51,8 £ 5,6 nmol/min/mg prot) (p<0,05) e minima em SG,
LG e PT (entre 30,0+7,8 e 31,7 + 6,8 nmol/min/mg prot; p>0,05). No Outono, regista-se
a maior actividade da NADH-red durante o ano (valor médio 109,1+16,7 nmol/min/mg
prot), e tal como no Verdo, semelhante entre SG, LG e PT (125,2 £12,8 ¢ 127,2 + 16
nmol/min/mg prot; p>0,05) mas contrariamente ao Verdo, a actividade ¢ maxima
(p<0,05). Nos restantes locais a actividade da enzima ¢ semelhante, sendo a menor
actividade nos mexilhdes de VM (85,4 + 13,3 nmol/min/mg prot). No Inverno II ha um
decréscimo generalizado da actividade da enzima NADH-red, relativamente ao
Outono, mas os valores sdo superiores aos do Inverno I, Primavera e Verdo (p<0,05). A
variagdo espacial da actividade ao longo da costa no Inverno II, ndo parece ter um
padrdao definido, sendo semelhante em todos os locais estudados, com actividades
minimas (p<0,05) em OL, TV e VRSA, cujos valores variam entre 50,9+8,2 ¢ 56,5+7,9
nmol/min/mg prot (p>0,05), e méximos em LG, PT e VM, oscilando entre 66154 e
79,7 £+ 8,8 nmol/min/mg prot (p>0,05).

A variagdo sazonal da actividade da enzima NADH-red (Fig. 5.8) nos oito locais
estudados acompanha a distribui¢do sazonal da concentracdo do citocromo bs, ou seja,

as actividades sdo crescentes do Inverno I até ao Outono, decrescendo para o Inverno II,
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Figura 5.8 — Variacdo sazonal da actividade da enzima NADH citocromo bs reductase
(média + desvio padrao) (nmol/min/mg prot) na glandula digestiva de mexilhdes M.
galloprovincialis, recolhidos em diferentes locais da costa Sul de Portugal. (letras
diferentes significam diferencgas estatisticas; Duncan’s test, p<0,05)
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A actividade média mensal desta enzima é semelhante em toda a costa, oscilando entre

50,1£29.,4 e 63,6%+18,9 nmol/min/mg prot em FR e VM, respectivamente.

Para avaliar as diferencas sazonais e espaciais da distribui¢do da concentragdo e
actividade dos componentes do sistema MFO, foi aplicada a analise dos componentes
principais (PCA) aos dados, cujos resultados se apresentam na Figura 5.9. Os eixos 1 e
2 representam em conjunto 98% da variancia dos dados. Como se pode verificar
existem diferencas sazonais (Fig. 5.9 - cores) na variacdo da concentracdo e da
actividade dos componentes do sistema MFO, na medida em que o eixo 1 agrupa na
zona negativa os dados relativos ao Inverno I, Primavera e Verdo, e na zona positiva o
Outono e o Inverno II, associados ao aumento da concentragdo e actividade quer dos
citocromos quer das reductases. Por outro lado, estes dois periodos sdo separados pelo
eixo 2, estando as amostras de Outono projectadas na zona negativa e mais relacionados
com a NADH-red e o citocromo bs enquanto que os Invernos I e II sdo projectados na
zona positiva do eixo 2, relacionando-se com o CYP450. O mesmo padrao sazonal (isto
¢, Inverno I, Primavera e Verdao semelhantes (mas ligeiramente superiores no Inverno 1),
com concentragdes e actividades crescentes para o Outono e Inverno II) foi verificado
anteriormente nas Figuras 5.2, 5.4, 5,6 ¢ 5,8.

A andlise PCA aplicada aos componentes do sistema MFO mostra ainda a associagao
espacial (Fig. 5.9 - nimeros) entre VM e OL na zona positiva do eixo 2, excepto OL no
Outono devido ao aumento da actividade da NADH-red, enquanto que na zona negativa
do eixo 2 sdo agrupados os restantes locais. Estes, por sua vez indicam uma separagao
entre meses, destacando-se o Outono no quadrante inferior direito, que apresentou a

maior actividade da NADH-red registada.
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Figura 5.9 - Analise de Componentes Principais (PCA) do sistema MFO (vectores) na
glandula digestiva dos mexilhdes M. galloprovincialis, indicando os scores legendados
por més (cores), e legendados por local (nimeros). (e-: Inverno I; «-: Primavera; *-: Verdo;

e-: Outono; «-: Inverno II; 1 - SG; 2 - Lagos; 3 — Portimao; 4 - Vilamoura; 5 - Faro; 6 - Olhao; 7
- Tavira; 8 - Vila Real de Santo Antonio).

F - Relag&o entre os componentes do sistema MFO

De modo a estudar as relagdes entre os componentes do sistema dependente do
CYP450, foi aplicada a andlise de regressdo aos dados, quer na sua totalidade quer
separados por meses. A analise de regressao multipla efectuada revela que o CYP450
estd directamente relacionado com os restantes componentes do sistema MFO, segundo
a equacao CYP450=1,93 + 2,53 P418 + 1,32 NADPH-red + 0,44 Cit bs + 0,02 NADH-
red (r = 0,84; p<0,05), sendo estatisticamente significativa para o P418 e NADPH-red
(p<0,05) (indicando que a variag¢do espacial e sazonal ¢ semelhante e dependente), mas

ndo para o citocromo bs ¢ NADH-red (p>0,05) (indicando que estes t€ém uma variagao
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espacial e sazonal diferente do CYP450 e portanto menos dependente). Quando se
analisa a relagao entre o CYP450 com os restantes componentes do sistema MFO
individualmente (Fig. 5.10) verifica-se também uma relagdo linear significativa entre o
CYP450 e o P418 (r =0,76), a NADPH-red (r = 0,73) e o citocromo bs (r = 0,68)
(p<0,05) (Tabela 5.1). Por outro lado, existe também uma relagdo positiva e

significativa entre o citocromo bs e a respectiva reductase (NADH-red) (r = 0,69;

p<0,05).
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Figura 5.10 — Relagdo entre o CYP450 e a NADPH-red (A), o pico “418” (B) e o Cit bs
(C) e entre o citocromo bs e a NADH-red (D), considerando todo o conjunto de dados
(periodo anual).
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Tabela 5.1 - Relacdo entre a concentragao total de CYP450 ¢ a actividade da NADPH-
cit c-reductase, ¢ entre a concentracdo total de Cit bs e a actividade da NADH-
citocromo bs-reductase na glandula digestiva de M. galloprovincialis, por estacdo do
ano (*: p<0,05)

Més Equagao r Equagao r

Inverno I | CYP450=4,36 NADPH +2,88 0,78*% | Citbs=0,45NADH-1,4 0,87*
Primavera | CYP450 =2,47 NADPH + 8,26 0,53 Cit bs = 0,47 NADH + 2,3 0,82*
Verao CYP450=1,62 NADPH + 14,1 0,49 Citbs=0,36 NADH - 2,2 0,78*
Outono CYP450=1,26 NADPH + 26,4 0,32 Citb; =0,07 NADH + 17,5 0,26

Inverno II | CYP450 =3,22 NADPH + 5,81 0,79* | Citbs=0,73 NADH-254  0,73*

A actividade da NADPH-red aumenta com o aumento do CYP450 em todas as estagdes
do ano, sendo a relacdo significativa apenas nos Inverno I, II (Tabela 5.1). No que diz
respeito a relacdo entre o citocromo bs e a respectiva reductase NADH-red, esta ¢
significativa e com declives semelhantes nos Invernos I e II, Primavera e Verdo,
enquanto que no Outono, tal como para o CYP450, a relacdo, embora crescente, ndo ¢

significativa (p>0,05) (Tab. 5.1).

5.3.2- Distribui¢éo Temporal

A - Citocromo P450 e NADPH-citocromo ¢ reductase

Os resultados do estudo temporal relativos a concentragao total de CYP450 (pmol/mg
prot) e a actividade da NADPH-red (nmol/min/mg prot) analisado na glandula
digestiva de mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos na costa Algarvia, durante trés

situacdes de Inverno, encontram-se na Fig. 5.11 e Tabela A3 (Anexo).
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Figura 5.11 - Variacdo da concentracdo total de CYP450 (média = desvio padrao)
(pmol/mg prot) e da actividade da NADPH-cit c-reductase (nmol/min/mg prot) em trés
situagdes de Inverno, na glandula digestiva de M. galloprovincialis recolhidos ao longo
da Costa Sul de Portugal. (letras diferentes significam diferengas estatisticas significativas
p<0,05).

O pico P418 representa entre 13 a 21% da concentragdo total de CYP450 e tem o
mesmo padrao espacial de distribui¢do dos Invernos anteriores, mostrando que este pico

resulta da degradagdo do CYP450. Tal como referido anteriormente (ponto 5.3.1), a
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concentracdo total de CYP450 aumenta do Inverno I para o III, onde se atinge o
maximo (p<0,05), para todos os locais, sendo o Inverno I significativamente diferente
dos Invernos seguintes. Embora haja um aumento progressivo da concentracao total do
CYP450 do Inverno II para o III, este aumento nao ¢ significativo em SG, VM, e VRSA
(p<0,05). De um modo geral e durante um periodo de seis anos, a concentragao de

CYP450 aumentou em toda a costa Sul de Portugal em média 48%.

Quanto a actividade da CYP450 reductase (NADPH-red), verifica-se que a medida que
a concentracao do CYP450 aumenta, a sua reductase também aumenta do Inverno I para
o III. No entanto, SG, OL e VRSA registam um decréscimo do Inverno II para o III,
ndo atingindo a actividade do Inverno I. Em SG e VRSA a diminui¢do ¢ acentuada e
significativamente diferente entre o Inverno II e III (p<0,05), enquanto que em OL a
diminui¢do da actividade da NADPH-red ndo ¢é significativa (p>0,05). Contudo,
espacialmente a actividade da NADPH-red aumentou em seis anos entre 17% (SG) e

65% (TV), apresentando um aumento médio em toda a costa de 44%.

B - Citocromo bs e NADH-citocromo bs reductase

A concentracdo total de Cit bs ¢ a actividade da enzima NADH-red analisadas na
glandula digestiva de mexilhdes M. galloprovincialis no estudo temporal, esta
representada na Figura 5.12 e Tabela A3 (Anexo). A concentragdo de Cit bs aumenta do
Inverno I para o II na maioria dos locais, sendo esse aumento significativo em SG, PT,
VM e VRSA (p<0,05) enquanto que em LG, FR, OL e TV ndo ha diferencas
significativas (p>0,05). A concentragdo de Cit bs € superior no Inverno III em relagdo

aos anteriores (P<0,05) na maioria dos locais, excepto em SG e VRSA.
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Figura 5.12 - Variagdo da concentracdo total de citocromo bs (média + desvio padrao)
(pmol/mg prot), e da actividade da NADH-citocromo bs-reductase (nmol/min/mg prot)
em trés situagdes de Inverno, na glandula digestiva de M. galloprovincialis recolhidos
ao longo da Costa Sul de Portugal. (letras diferentes significam diferengas estatisticas
significativas, p<0,05).

Em SG a concentragdo de Cit bs ¢ semelhante entre o Inverno II e III, enquanto que em
VRSA a concentracdo decresceu no mesmo periodo, atingindo niveis semelhantes aos
detectados no Inverno I. Apesar desta variacdo, regista-se um aumento médio da

concentragdo de citocromo bs (51,9%) em toda a costa no periodo de seis anos, sendo
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superior em OL (84%) e inferior em TV e VRSA (4,3 e 4,9 %, respectivamente), onde a
concentragdo de citocromo bs nao variou durante o periodo temporal.

Relativamente a evolugao temporal da enzima NADH-red na glandula digestiva dos
mexilhdes, observa-se que a actividade desta enzima também aumenta ao longo do
tempo, atingindo o maximo no Inverno III na maioria dos locais, embora a distribuicao
espacial nem sempre acompanhe a distribui¢do espacial do citocromo bs. A actividade
desta enzima no Inverno I ¢ significativamente diferente da dos Invernos II e III, para a
maioria dos locais, enquanto que entre o Inverno II e o III as diferencas s6 sdo
significativas em SG (decréscimo), VM e OL (aumento). No entanto, ao longo do
periodo temporal verificou-se um aumento médio da actividade da enzima NADH-red
do Inverno I para o Inverno III (40%), com o incremento maximo em OL (62%) e

minimo em TV (19%).

A andlise dos componentes principais (PCA) foi aplicada aos dados temporais dos
componentes do sistema MFO, de modo a melhor avaliar a diferenga sazonal e espacial
da sua distribuicdo (Figura 5.13). Os eixos 1 e 2 representam em conjunto 94% da
variancia dos dados, confirmando que a distribui¢do dos componentes do sistema MFO
no Inverno I é diferente dos Invernos seguintes, estando projectado na parte negativa do
eixo 1 e oposto a projeccdo dos citocromos ¢ reductases, reflectindo a menor
concentragdo e actividade dos componentes do sistema MFO neste més. Por outro lado
0 eixo 2 separa na zona positiva a maioria dos locais do Inverno II e na zona negativa o
Inverno III, evidenciando também as diferengas entre estes Invernos. Espacialmente
verifica-se uma proximidade entre VM e OL que de um modo geral apresentam as

maiores concentragdes e actividades dos componentes do sistema MFO.
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Figura 5.13 — Analise dos componentes principais (PCA) dos componentes do sistema
MFO (vectores) na glandula digestiva dos mexilhdes M. galloprovincialis, no periodo
temporal, indicando os scores legendados por més e local. (o-: Inverno I; e-Inverno II; e:-
Inverno III; 1 - Sagres; 2 - Lagos; 3 — Portimao; 4 - Vilamoura; 5 - Faro; 6 - Olhdo; 7 - Tavira; 8
- Vila Real de Santo Antdnio).

C - Relacéo entre os componentes do sistema MFO

A relagdo temporal entre o CYP450 e os restantes componentes do sistema dependente
do CYP450 foi estudada pela andlise de regressdo, aplicada aos dados quer na sua
totalidade, quer separado por Invernos. A analise de regressdao multipla efectuada com
os dados dos trés Invernos, revela que o CYP450 se relaciona positivamente com os
restantes componentes do sistema MFO, segundo a equagdo CYP450 = 7,41 + 1,33
P418 + 1,53 NADPH-red + 0,24 Cit bs + 0,07 NADH-red (r = 0,89), ndo sendo no
entanto significativa para qualquer dos citocromos ou reductases (p>0,05), indicando
que existem diferengas espaciais nos trés Invernos. No entanto, quando se avalia a
relacdo temporal entre o CYP450 e cada um dos componentes do sistema MFO em

separado (Fig. 5.14), as relagdes sdo positivas e significativas, quer entre o CYP450 e a

206



CYP450 (pmol/mg prot)
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NADPH-red (r = 0,79) e o P418 (r = 0,85), assim como entre o0 CYP450 e Cit bs (r =
0,80). A medida que o citocromo bs aumenta também aumenta a actividade da sua

reductase NADH-red (r = 0,81).
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Figura 5.14 — Relagdo entre o CYP450 e a NADPH-red (A), o pico “418” (B) e o Cit bs
(C) e entre o citocromo bs e a NADH-red (D), considerando os dados dos trés Invernos
(periodo temporal).

Tabela 5.2 - Relacdo entre a concentragao total de CYP450 ¢ a actividade da NADPH-
cit c-reductase, ¢ entre a concentracdo total de Cit bs e a actividade da NADH-
citocromo bs-reductase na glandula digestiva de M. galloprovincialis, no Inverno I, II e
I (*: p<0,05).

Més Equagao r Equagao r

Invernol  CYP450=4,36 NADPH +2,9 0,78* | Cit bs =0,45 NADH - 1,4 0,87*
InvernoIl CYP450=3,22 NADPH + 5,2 0,79* | Citbs=0,73 NADH - 254 0,73*

Inverno III  CYP450 =2,22 NADPH + 31,5 0,69 | Citbs=0,78 NADH-9,4 0,90*
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Durante cada um dos trés Invernos (Tab. 5.2) também a actividade da enzima NADPH-
red aumenta com o aumento da concentracdo total de CYP450, cujos declives
decrescem do Inverno I para o II e III, sendo a regressdo significativa apenas nos dois
primeiros Invernos, indicando que nao ha diferengas espaciais. A relagdao entre o
citocromo bs ¢ a enzima NADH-red em cada um dos trés Invernos segue a mesma
tendéncia que nos casos anteriores, ou seja, o aumento da concentra¢do de citocromo bs
¢ acompanhado pelo aumento da actividade da NADH-red, sendo significativo para as
trés situagdes. Os declives da recta aumentam do Inverno I para o II, sendo idénticos

entre o Inverno Il e o Inverno III.

5.3.3- Relacgédo entre 0 CYP450 e os hidrocarbonetos

A toxicidade dos n-alcanos e os seus efeitos no sistema sistema MFO ndo foi
encontrada em nenhum estudo prévio, embora os n-alcanos tenham sido referenciados
como tendo pouco impacto nas funcdes fisiologicas, como a taxa de filtragdo (Thomas
et al., 1995), tendo-se também verificado uma aumento da actividade da NADPH-red
com os TAlc (r = 0,71; Solé et al., 1996). Por outro lado, varios autores referem
aumento das concentragdes e actividades dos componentes do sistema MFO com o
aumento das concentra¢des de PAHs, quer em trabalhos de campo (Michel et al., 1994,
Livingstone et al., 1995; Porte et al., 1991; Solé et al., 1995 a,b; Porte et al., 1999),
ap6s derrames de petroleo (Solé et al., 1996; Porte et al., 2000b), ou exposi¢ao

laboratorial (Livingstone, 1988; Michel et al., 1993).

A relagdo entre o citocromo P450, analisado na glandula digestiva, e a concentracdo de

hidrocarbonetos (alifaticos e aromaticos) acumulados nos tecidos dos mexilhdes (Cap.3
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e 4), foi avaliada pela andlise de regressdo, quer com a totalidade dos dados, quer

mensalmente.

Na Tabela 5.3 apresenta-se as relagdes obtidas entre o CYP450 e a concentragdao de
TAlc e de UCM, indicando uma relagdo positiva (p<0,05) quando se analisa todo o
conjunto de dados (r = 0,63 e 0,40, respectivamente). Relativamente as diferentes
estagoes do ano, esta relagcdo nao ¢ significativa na Primavera nem no Inverno II (TAlc e

UCM) e no Inverno III (TAlc).

Tabela 5.3 — Relagdo entre a concentragdo total de CYP450 e a concentragdo total de TAlc
e UCM, em mexilhdes M. galloprovincialis da costa Sul de Portugal.

TAlc UCM

Més Equacgao r Equacgao r

CYP450 =1,26 TAlc+25,6 0,63* | CYP450=0,04 UCM + 30,1 0,40*
Invernol | CYP450=1,26 TAlc + 18,8 0,87* | CYP450=0,07 UCM + 16,3 0,96*
Primavera | CYP450=1,98 TAlc+ 14,9 0,41 CYP450=0,07UCM + 17,1 0,25

Verao CYP450=1,64 TAlc + 17,6 0,65* | CYP450=0,08 UCM + 18,4 0,67*
Outono CYP450 =1,58 TAlc +25,4 0,75* | CYP450=0,06 UCM + 28,1 0,77*
Inverno I | CYP450 =0,50 TAlc +30,8 0,44 CYP450=0,02 UCM + 38,6 0,44

Inverno III | CYP450=0,41 TAlc +51,4 0,33 CYP450=0,17 UCM + 40,2 0,79*

Quanto aos hidrocarbonetos aromaticos, os resultados mostram que existe uma relagao
linear positiva entre 0 CYP450 e a concentracdo de TPAH quando se analisa todo o
conjunto de dados (r = 0,34; p<0,05) (Fig. 5.15 A), e quando os dados sdo tratados

separadamente, excepto na Primavera (Fig. 5.15 B).
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Figura 5.15 — Relagdo entre a concentragao total de CYP450 e a concentracao de TPAH,
considerando todo o conjunto de dados (A) e mensalmente (B) (e-: Inverno I; e-:
Primavera; ¢-: Verdo; e-: Outono; *-: Inverno II; e-: Inverno III)

Quando se analisa a relacdo entre o CYP450 e os TPAH separados por estagdes do ano
(Fig. 5.15 B), existe uma relacdo linear significativa em todos os meses, excepto na
Primavera, o que indica semelhancas espaciais na distribuicdo das varidveis.
Espacialmente os locais onde se observam as concentra¢cdes mais elevadas de TPAH -

VM e OL — s3ao também os locais onde se verificam as concentragdes e actividades mais
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elevadas dos componentes do sistema MFO. A anélise da relacdao entre o CYP450 e os
PAHs totais mostra ainda que os declives da recta aumentam com a estacdo do ano,
indicando que a resposta do CYP450 ¢ mais rapida nos Invernos II e III do que no

Inverno 1.

De modo a avaliar qual dos hidrocarbonetos individuais (n-alcanos e PAHs) tem mais
influéncia na concentracao e actividades dos componentes do sistema MFO, utilizou-se
a analise canonica, na qual os hidrocarbonetos individuais sdo expressos em termos de
proporcdo da concentragdo total, utilizando-se a globalidade dos dados (distribui¢dao
anual e temporal). Numa primeira abordagem foram usados os hidrocarbonetos
alifaticos e aromdticos em separado (Fig. 5.16 A e 5.16 B), e noutra os dados sdo usados
em simultaneo (Fig. 5.16 C). No primeiro caso (eixo 1 e 2 explicam 87% da variincia
dos dados), os n-alcanos de elevado peso molecular (C24-C36) (eixo +1) sdo os que
estdo mais relacionados com o sistema MFO, em oposi¢do aos isoprenoides e n-alcanos
de peso molecular menor (C14-C23), que se projectam no eixo (-1). Quando se analisa
s6 os PAHs individuais (eixos 1 e 2 explicam 40% da variancia) (Fig. 5.16B), os PAHs
piroliticos de 5 anéis (BaP, BkF e DahA) e 6 anéis (IndP e BPer) sd@o os que se
relacionam mais como sistema MFO, embora os PAHs petrogénicos de menor peso
molecular (N, Flr, Fen, Ant) também tenham alguma influéncia, pois também estdo
projectados na parte positiva do eixo 1, mas opostos aos anteriores (eixo-2). Quando se
analisam os hidrocarbonetos em simultaneo (Fig. 5.16 C) (os eixos 1 e 2 explicam 62%
da variancia dos dados), verifica-se que a projec¢do dos n-alcanos se mantém idéntica,
enquanto que os PAHs petrogénicos (N, Flr, Fen, Ant) se agrupam no eixo (+2) em
conjunto com os piroliticos de elevado peso molecular, mas afastados destes. Neste caso

os PAHs sdo agrupados e separados dos n-alcanos, elucidando as diferencas estruturais
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das moléculas (auséncia/presenca do anel de benzeno), sendo que os compostos que se
relacionam com o sistema MFO sdo principalmente os n-alcanos de elevado peso
molecular (C24 a C36) (eixo -2) e os PAHs piroliticos de 5 e 6 anéis (eixo+2), tal como

verificado anteriormente nas analises individuais.
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Figura 5.16 — Analise Canoénica (CA) entre os componentes do sistema MFO ¢ a concentragido
de TAlc (A), de TPAHs (B) e os dois tipos de hidrocarbonetos em simultaneo (C), considerando

todos os meses em estudo. (hidrocarbonetos como proporc¢ao do total; legenda dos compostos
como nas Tab. 3.2 ¢ 4.1).
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Figura 5.16 (Continuag@o) — Analise Candnica (CA) entre os componentes do sistema MFO ¢ a
concentracao de TAlc (A), de TPAHSs (B) e os dois tipos de hidrocarbonetos em simultaneo (C),
considerando todos os meses em estudo. (hidrocarbonetos como proporgao do total; legenda dos
compostos como nas Tab. 3.2 e 4.1).

5.4 — DISCUSSAO

O primeiro passo no metabolismo de muitos compostos organicos ¢ mediado pelo
sistema oxigenase de funcdo mista (mixed-function oxygenase system — MFO) ou
sistema dependente do citocromo P450 (Di Giulio et al., 1995; Livingstone, 2001; Solé
et al., 2007). Os mexilhdes sdo bivalves filtradores usados amplamente na avaliagdo da
qualidade ambiental, devido a sua capacidade em acumular poluentes nos seus tecidos
(Livingstone, 1987). Além disso, os mexilhdes, apesar do seu baixo metabolismo
relativamente aos peixes, respondem aos compostos petrogénicos através de alteragdes

no sistema MFO, ou de alteragdes de enzimas de conjugagdo e na resposta antioxidante
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(Livingstone, 2001). A analise quimica dos contaminantes alvo associada a analise de
biomarcadores de exposi¢do/efeito, tem sido recomendado em estudos de monitorizagao
ambiental (Cajaraville et al., 2000) e foi aplicada tanto em estudos de campo (Solé,
2000; Porte et al., 2001 a; Bebianno et al., 2007; Serafim et al., 2008) como apds
derrames de petréleo (Solé et al., 1996; Porte et al., 2000b; Moreira et al., 2004,
Fernandes et al., 2008) nomeadamente do impacto do Prestige na costa da Galiza em
2002 (Coimbra et al., 2004; Pérez-Cadahia et al., 2004, Marigomez et al., 2006;

Martinez-Gomez et al., 2006; Solé et al., 2007; Fernandes et al., 2008).

Este Capitulo pretende avaliar a capacidade de resposta dos varios componentes do
sistema MFO (CYP450, Citocromo bs e reductases) resultantes da acumula¢do de

produtos do petrdleo em mexilhdes na costa Sul de Portugal.

A concentragdo total de CYP450 na fraccdo microssomal da glandula digestiva dos
mexilhdes da costa Sul de Portugal (entre 15,1 e 69,6 pmol/mg prot) ¢ da mesma ordem
de grandeza das determinadas por em mexilhdes recolhidos na mesma zona (Bebianno
et al., 2007; Lopes ¢ Bebianno, 2007; Serafim et al., 2008), assim como no Mar do
Norte (17-43 pmol/mg prot) (Solé, 2000 a) ou na Lagoa de Veneza (23-57 pmol/mg
prot) (Livingstone et al., 1995; Sol¢ et al., 2000a). Os valores maximos de CYP450 (57
— 78 pmol/mg prot) estdo também de acordo com concentracdes de CYP450 (43-83
pmol/mg prot) em mexilhdes da Galiza (Solé et al, 1995 b; Solé, 2000a; Porte et al.,
2001a), ou entre 48-69 pmol/mg prot em mexilhdes da Catalunha (Porte et al, 1991), e
na baia de Arcachon, Franca (51,5 pmol/mg prot) (Suteau e Narbonne, 1988) (Tab. 1.5
—Cap. 1)

O CYP450 na glandula digestiva dos mexilhdes ¢ superior em VM e OL e inferior em

FR e TV (Fig. 5.2), tal como observado para a concentracao total dos HAs (Fig. 3.2 e
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3.5) e PAHs (Fig. 4.2) acumulados nos tecidos. Pela analise candnica (CA) (Fig. 5.9 e
5.13) confirma-se uma associacdo entre VM e OL com concentragdes maximas de
CYP450, P418 e NADPH-red, e uma separagao entre o Outono (devido a actividades de
NADH-red méximas, em todos os locais) e os Invernos. A variagao sazonal do CYP450
¢ idéntica em todos os locais, decresce do Inverno I para a Primavera e Verao,
aumentando no Outono e Inverno II (Fig. 5.1), atingindo a concentragdo maxima no
Inverno IIT (6 anos depois) (Fig. 5.11). Este decréscimo de CYP450 na Primavera e no
Verao coincide com o decréscimo das concentragdes totais de HAs (Fig. 3.1 e 3.4) e
PAHs (Fig. 4.1) e com o aumento da temperatura da agua (Tab. A - anexo), existindo
uma correlagdo significativa com os hidrocarbonetos acumulados nos tecidos dos
mexilhdes, durante todo o periodo estudado (TAlc r = 0,63 ; UCM r =0,40 (Tab. 5.3);
PAHs r = 0,34 (Fig. 5.15 A). O mesmo padrio sazonal foi verificado em mexilhdes da
bacia do Ebro, em que a concentragdo total de CYP450 decresce gradualmente desde
Fevereiro (86 pmol/mg prot) até Junho (47 pmol/mg prot) devido ao aumento da
temperatura da agua, tendo sido também acompanhado por um declinio acentuado das
concentragdes de PAHs acumulados nos tecidos (Solé et al., 1995a). Por outro lado,
picos CYP450 nos meses de Inverno também foram detectados em mexilhdes M. edulis
do Reino Unido (Kirchin et al., 1992). Assim, o decréscimo da concentragdo de
hidrocarbonetos (alifaticos e aromaticos) nos tecidos dos mexilhdes e dos niveis
bioquimicos do sistema MFO, na Primavera e Verao, foi também verificado por outros
autores, no qual a descida acentuada de CYP450 foi verificada antes da desova e com o

aumento da temperatura (Kirchin et al., 1992; Solé et al., 1995; Winstein 1995).

Uma distribui¢do similar ao CYP450 foi encontrada para os niveis de P418 (que

representa cerca 11 a 21% da concentragdo total de CYP450), embora as diferencas
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entre locais fosse menos acentuada. O P418 apresenta também uma correlagao
significativa com o CYP450, durante todo o estudo (r = 0,76 e 0,85, respectivamente
para o periodo anual — Fig. 5.10 e temporal — Fig. 5.14). Poucas diferengas espaciais na
concentracdo de P418 foram também detectadas em mexilhdes da costa Algarvia
(Serafim et al., 2008), da Lagoa de Veneza (Livingstone et al., 1995), do Mar do Norte

(Sol¢é et al., 1998) e da Galiza (Porte et al., 2001 a) (Tab. 1.5 — Cap. 1).

A actividade da NADPH-red na fraccdo microssomal da glandula digestiva dos
mexilhdes variou entre 3,1 e 15,8 nmol/min/mg prot no periodo anual e entre 5,9 — 16,4
nmol/min/mg prot no Inverno III. Os valores maximos da actividade desta enzima estdo
de acordo com as registadas em mexilhdes no delta do Ebro (Porte et al., 1991), e na
Galiza 6 meses ap6s o derrame do petroleiro Aegan Sea (Sol¢é et al.,1996; Solé et al.,
2000 a; Porte et al., 2000b), enquanto que os minimos estdo de acordo com as
actividades encontradas em locais menos contaminados identificados quer em
programas de monitorizagdo (Solé et al., 1995 ab; Solé, 2000 a) quer apds um ano de
um derrame de petroleo, onde se verificou um decréscimo até aos niveis basais,
coincidente com um declinio de contaminantes nos tecidos, indicando uma recuperagdo
ambiental (Porte et al., 2000 b) (Tab. 1.5 — Cap. 1). A variag¢do espacial (Fig. 5.3) ¢
sazonal (Fig. 5.4) da enzima NADPH-red acompanha a variacdo do CYP450, ou seja as
actividades sdo superiores nos meses mais frios sendo VM e OL os locais onde a
actividade ¢ superior e FR o local onde ¢ inferior, confirmada também pela anélise
canonica (Fig. 5.9 e 5.13). A sua relagdo com os teores de CYP450 ¢ significativa quer
no periodo anual (r = 0,73; p<0,05) (Fig. 5.10), quer no temporal (r = 0,79; p<0,05)
(Fig. 5.14), e superior nos locais onde a concentracao de hidrocarbonetos ¢ maior (VM e

OL), existindo uma correlagdo significativa (p<0,05) entre a actividade da NADPH-red
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e os TAlc (r=0,43) e a UCM (r = 0,39), mas nao para os PAHs (r = 0,23). Resultados
idénticos foram detectados em mexilhdes da Galiza (Solé et al., 1996). A inexisténcia
de uma relagdo entre a actividade da NADPH-red e os PAHs € consistente com outros
trabalhos (Livingstone et al., 1988; Nasci et al., 1989; Porte et al., 1991; Sol¢ et al.,
1995 a, 1996; Porte et al., 2000 a), embora, um aumento significativo da actividade
desta flavoproteina na fracgdo microssomal da glandula digestiva tenha sido detectada
em mexilhdes M. galloprovincialis expostos a 29 ¢ 123 ppm de gaséleo, quer por
periodos curtos (8 dias) quer periodos longos (4-16 meses), sendo no entanto mais

expressiva no gastropode Litorrina littorea (Livingstone et al, 1985, 1989).

A variacao espacial (Fig. 5.5), sazonal (Fig. 5.6) e temporal (Fig. 5.12 A) do citocromo
bs mostra, tal como para os outros componentes do sistema MFO, concentragdes mais
elevadas em VM e OL em todos os meses ¢ em SG no Outono e no Inverno II, com
tendéncia para aumentar em todos os locais no Inverno III, embora as diferencas entre
os Inverno II e III ndo sejam significativas em SG, TV e VRSA. A concentracdo de
citocromo bs nos mexilhdes da costa Sul de Portugal ¢ da mesma ordem de grandeza de
concentragdes encontradas por outros autores (Tab. 1.5 — Cap.1), embora os valores
minimos sejam inferiores. A distribuicdo da actividade da NADH-red (Fig. 5.7, 5.8 e
5.12 B) ¢ também idéntica a reportada na literatura (Tab. 1.5 — Cap. 1) e acompanha a
variagdo do citocromo bs, com actividades superiores em todos os locais no Outono e
Inverno III, existindo relacdes lineares e significativas (p<0,05) para todos os meses,
excepto no Outono (p>0,05). Esta variacdo entre o citocromo bs e a sua reductase
(Fig.5.14; Tab. 5.2) ¢ esperada uma vez que a actividade desta flavoproteina depende
grandemente do citocromo bs (Kirchin et al., 1992). Ambos apresentam, no periodo

anual e temporal, um padrao semelhante ao dos hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos,
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sendo a relagdo significativa para o citocromo bs (TAlc r =0,35; UCM r = 0,39; PAHs r

= 0,44) mas nao para a NADH-red.

Contrariamente ao CYP450, o citocromo bs esta principalmente envolvido na oxidagao
de substratos enddgenos agindo como componente de transferéncia de electrdes num
numero de reacgdes oxidativas, como no metabolismo anaerdbio de gorduras e esterdis
(Porter, 2002). A capacidade do citocromo bs em aumentar e estimular as reacc¢oes
cataliticas do CYP450 ¢é reconhecida (Zhang et al, 2005), pois pode também participar
no catabolismo de xenobidticos (Schenkman e Jansson, 2003), ocorrendo este aumento
por trés vias: transferéncia directa dos dois electroes requeridos da NADH-red para o
CYP450, num ciclo separado e independente da NADPH-red; transferéncia do segundo
electrdo para o ferro(Il) do CYP450 a partir tanto da NADH-red como da NADPH-red;
e estimulagdo alostérica do CYP450 sem transferéncia de electrdes (Porter, 2002). Os
resultados mostram haver também uma relagao significativa (p<0,05) entre o CYP450 e
os restantes componentes do sistema MFO, quer anual (NADPH-red r =0,73; Citbs r =
0,68 e NADH-red r = 0,499) (Fig. 5.10; Tab. 5.1), quer temporalmente (NADPH-red r =
0,79; Cit bs r = 0,69 ¢ NADH-red r = 0,76) (Fig. 5.14; Tab. 5.2). Assim, a actividade
metabolica do CYP450 nos microssomas da glandula digestiva dos mexilhdes parece
ser auxiliada pelo citocromo b5, assim como pela via independente da NADH-red, que

por sua vez também participa nas reacgdes cataliticas do citocromo b5.

O uso do CYP450 (e das restantes componentes do sistema MFO) como biomarcador de
exposicdo a Oleos e compostos organicos ¢ suportado por variadissimos trabalhos de
campo e laboratorio, nos quais a concentragao do citocromo P450 total, da sua isoforma
CYP1ALl, e das suas actividades metabolicas especificas (BPH; EROD, DT-diaforase)

aumentam significativamente na presenca de PAHs (benzo(a)pireno), e produtos
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derivados do petroleo, em gradientes espaciais de contaminagdo associadas a derrames
de petrdleo e/ou a actividades industriais e urbanas, tanto em mexilhdes (Gilewitcz et
al., 1984; Michel et al., 1992, 1993; Livingstone et al., 1995, 1998; Sol¢ et al., 1996;
Peters et al., 1999; Gagné et al., 2002; Bebianno et al., 2007; Serafim et al., 2008),
como em berbigdes (Moore et al., 1987), conquilhas (Yawetz et al., 1992), e peixes
(Burgeot et al., 1996; Corsi et al., 2003; Lee e Anderson, 2005; Lavado et al., 2006;

Damasio et al., 2007; Fernandes et al., 2008).

Nesta dissertagdo, o efeito da contaminagdo organica no CYP450, foi avaliada na
fraccdo dos hidrocarbonetos alifaticos e aromadticos policiclicos. Deste modo, o
CYP450, a NADPH-red e o citocromo b5 estido directamente relacionados com a
concentragdo de hidrocarbonetos alifaticos (TAlc e UCM), sendo os n-alcanos de
elevado peso molecular os que mais se relacionam com o sistema MFO, estando o C24
e C26 (petrogénicos) mais proximo do CYP450 e os C27-C29 (biogénicos) mais
proximo da NADH-red (Fig. 5.16 A, C). Por outro lado, os n-alcanos de baixo peso
molecular (C14-C23), que incluem a maioria dos locais do Inverno I, e todos da
Primavera e Verdo, estio menos relacionados com o sistema MFO, onde as
concentragdes de TAlc sdo menores, e apresentam caracteristicas biogénicas marinhas
(C17). A variagdo do CYP450 e de TAlc aumenta do Inverno I para o II (com minimos
na Primavera e Verdo) (Fig. 3.1, 5.1 Tab. 3.1), com maximos em todos os locais no
Inverno III (Fig. 3.9 A, 5.11; Tab. 3.7). A concentragdo de CYP450 ¢ maior em VM e
OL (ocasionalmente em PT no Outono), minima em FR ¢ TV, ¢ é também menor nos
meses da Primavera e Verao, relativamente aos meses mais frios (dados apresentados na
Tab. A3 - anexo). A concentracdo de UCM e PAHs decresce do Inverno I para o II (Fig.

3,4; 4.1; Tab. 3.1), e no III é semelhante a do Inverno II (Fig. 3.9 B; Fig. 4.11; Tab. 3.7).

219



Os hidrocarbonetos alifaticos encontram-se frequentemente presentes no meio marinho
como resultado do trafego maritimo, limpeza de tanques das embarcagdes, € outras

actividades industriais e costeiras, além de serem a principal frac¢ao do petréleo.

Embora se conhecam relagdes significativas entre a benzo(a)pireno hidroxilase (BPH) e
os TAlc (r =0,94) e a UCM (r = 0,98) em mexilhdes da Lagoa de Veneza (Solé et al.,
2000 a) e entre a NADPH-red e os TAlc (r = 0,71) na Galiza, em locais onde o input
biogénico (C15, C17 e C29) foi também importante (Solé et al., 1996) (Tab. 1.5 — Cap.
1), esta ¢ a primeira vez que se relaciona a inducao do sistema MFO em moluscos

bivalves com a acumula¢ao de n-alcanos individuais.

A concentragdo de CYP450 (e dos restantes componentes do sistema MFO) acompanha
a distribuicdo espacial e sazonal dos PAHs, ocorrendo concentracdes de CYP450 e de
Cit bs superiores nos locais onde a concentracdo de PAHs também ¢é superior (VM e
OL), e apresenta minimos nos meses € locais em que os teores de PAHs sdo também
menores (Primavera e Verdo; FR e TV), demonstrando assim a sua capacidade de
resposta a gradientes de contaminacdo. As reductases apresentam também uma variagao
semelhante a dos PAHs, no entanto, a relacdo entre estas e os PAHs ndo ¢ significativa
(p>0,05). Enquanto se verifica um aumento gradual do CYP450 no estudo anual e
temporal, verifica-se um decréscimo da contaminacido por PAHs em toda a costa, o que
ndo impede a existéncia de uma relacdo significativa entre a concentragcdo de CYP450 e
PAHs para a globalidade dos dados (r = 0,34) e para a maioria dos meses (Fig. 5.15),
indicando uma variacdo espacial idéntica. Os declives das rectas (que reflectem a
capacidade catalitica do CYP450) aumentam do Inverno I (0,007) para o II (0,02) e III
(0,05), indicando taxas de biotransformacdo superiores para concentracdes de PAHs

menores. As taxas de metabolizagdo menores no Inverno I, particularmente em VM,
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onde a concentragdo de TPAH (5035+925 ng/g ph) ¢ maxima sdo também evidenciadas
pelos baixos valores de CYP450 (30,1 pmol/mg prot). No entanto, dada a relativamente
baixa taxa metabolizagdo dos PAHs in vivo em moluscos bivalves (Winston e Di Giulio,
1991), os PAHs, presentes tendem a acumular-se. A redu¢do da capacidade catalitica do
citocromo P450 por concentracdes muito elevadas de PAHs foi observada em
mexilhdes M. galloprovincialis recolhidos 6 meses depois de um derrame de petréleo na
costa da Galiza (Solé et a.,1996). Os niveis médios de PAHs no Inverno I (1464+819
ng/g ph; Fig. 4.1) sdo superiores aos registados nesse estudo (977 ng/g ph), e a
concentragcdo de CYP450 ¢ menor (30,1£11.1 (Fig. 5.1) e 57,6 pmol/mg prot (Tab. 1.4;
Sol¢é et al., 1996), respectivamente), indicando uma relativa satura¢do do sistema MFO,
principalmente em VM, tal como ocorreu apds o derrame (Solé et al., 1996). No
Inverno II e em VM, os teores de PAHs sdo maximos mas inferiores aos do Inverno I e
a concentracdo de CYP450 superior, revelando uma maior taxa de metabolizagdo. A
concentragdo de TAlc e UCM foram maximas em VRSA, acompanhado por
incrementos de TPAHs pouco significativos, mas significativos de CYP450,
relativamente ao Inverno I. Assim, o CYP450 parece ter sido induzido em VRSA
devido a presenca de hidrocarbonetos alifaticos petrogénicos e aromaticos piroliticos,
enquanto que em VM essa inducdo se deve principalmente a hidrocarbonetos
piroliticos. A distribuicdo espacial e sazonal dos hidrocarbonetos individuais (Fig.
5.16), mostra que os n-alcanos e os PAHs (piroliticos) de elevado peso molecular estdo
mais relacionados com o sistema MFO, e que mesmo quando os PAHs sdo analisados
em separado dos n-alcanos (Fig. 5.16 B), o BaP, o BkF e o DahA sdo os que melhor se

relacionam com o CYP450 e NADPH-red, e os petrogénicos (N, Flr, Fen, Ant) menos.
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Deste modo, parece que as elevadas concentragdes de PAHs provocaram uma saturagao
do sistema MFO, que nao foi capaz de metabolizar os PAHs a velocidade suficiente
para os tornar excretaveis, vindo esta capacidade a aumentar ao longo do tempo devido
ao decréscimo de concentragdo dos PAHs acumulados nos tecidos, respondendo o

CYP450 mais rapidamente a concentracdes menores de PAHs (Fig. 5.15).

Outro factor que deve ser tomado em conta ¢ a presenga de outros contaminantes
ambientais na costa Sul Algarvia, como os metais (Bebianno e Machado, 1997;
Morgado e Bebianno, 2005; Serafim e Bebianno, 2007), TBT (Coelho et al, 2002) e
PCBs (Ferreira ¢ Vale, 1995, 1998; Barroso et al, 2004), que podem ter efeitos
antagdénicos no sistema MFO. Esta mistura complexa de compostos acumulados nos
tecidos dos mexilhdes pode inibir a actividade do CYP450 ao invés de activa-la
(Jimenez et al, 1990; Goksoyr et al, 1991; Solé, 2000 b). O TBT ¢ reconhecido como
inibidor do sistema MFO em bivalves (Morcillo e Porte, 2000). O TBT ¢ um disruptor
endocrino responsavel pela masculinizagdo das fémeas de gastropodes, sendo os seus
niveis na costa Sul de Portugal considerados muito elevados, (Coelho et al, 2002; Diez
et al, 2005), o que podera de algum modo diminuir a eficacia do sistema MFO, em

determinados locais da costa.

Globalmente, este estudo demonstra o potencial do CYP450 enquanto biomarcador de
exposicdo a hidrocarbonetos do petroleo e a PAHs, pois niveis elevados de CYP450
foram encontrados em locais sujeitos a contaminagdes petrogénicas e piroliticas mais
elevadas, demonstrado ao longo de um gradiente espacial, caracteristico de intenso

trafego maritimo e actividades portudrias costeiras.
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5.5 - CONCLUSOES

A concentragdo e actividades dos componentes do sistema MFO sao da mesma ordem
de grandeza dos detectados noutros locais, havendo uma interdependéncia entre si: o
CYP450 correlaciona-se positivamente com o P418 (r = 0,76 e 0,85), a NADPH-red (r
= 0,73 ¢ 0,79), o citocromo bs (r = 0,68 ¢ 0,69) e a NADH-red (r = 0,49 ¢ 0,76),
respectivamente no periodo anual e temporal. O citocromo bs e a NADH-red também se
relacionam entre si (r = 0,69 e 0,81). A NADH-red e o citocromo bs parecem assim
participar na actividade catalitica do CYP450, em que a NADH-red ¢é usada na
transferéncia de electrdes para o CYP450, quer por intermédio do citocromo bs como

por uma via independente da NADPH-red.

A concentragdo e actividade dos componentes do sistema MFO apresentam uma
variagdo espacial, sazonal e temporal semelhante a de hidrocarbonetos alifaticos (Cap.
3) e aromaticos (Cap. 4), com teores elevados nos locais onde a presenca de
contaminantes também ¢ mais elevada (VM e OL). O CYP450 e o citocromo b5
correlacionam-se com a concentracdo de hidrocarbonetos alifaticos (TAlc e UCM) e
aromaticos (PAHs), enquanto que a NADPH-red apenas tem uma relacdo significativa
com os alifaticos e a NADPH-red nao se relaciona com nenhuma das fracgdes dos
hidrocarbonetos. Existe assim uma resposta do CYP450 ao gradiente de contaminagao
cronica, associada a actividades de marinas e portos, sendo a primeira vez que se

relaciona a indugdo do sistema MFO em moluscos, com a acumulagdo de n-alcanos.

A capacidade indutora do CYP450 por PAHs diminuiu no Inverno I relativamente aos
restantes, devido a concentragdo extrema de PAHs particularmente em VM, que podera

ter saturado a capacidade metabdlica do sistema MFO. Esta capacidade aumentou nos
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meses seguintes, respondendo o CYP450 mais rapidamente a concentragdes menores de

PAHs.

Na Primavera e no Verao, tanto as concentragdes de hidrocarbonetos nos tecidos, como
a concentracdo de CYP450 na fraccdo microssomal da glandula digestiva dos
mexilhdes, diminuiram significativamente, talvez devido a variagdo da temperatura e ao

ciclo sexual dos individuos.

Globalmente, o CYP450 nos mexilhdes da costa Sul de Portugal reflecte o gradiente de

contaminagdo ambiental por hidrocarbonetos do petréleo e podera ser utilizado como

biomarcador de exposi¢ao a este tipo de compostos.
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6 - RESPOSTA DO SISTEMA DEPENDENTE DO CYP450 A VARIACAO DOS
TEORES EM HIDROCARBONETOS EM MEXILHOES Mytilus
galloprovincialis TRANSPLANTADOS NA COSTA SUL DE PORTUGAL
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6.1 —INTRODUCAO

Os organismos aquaticos estdo expostos a influéncia continua de compostos organicos
de origem antropogénica que se podem acumular nos seus tecidos. A principal resposta
dos organismos a este tipo de exposi¢ao ¢ transformar estes compostos por intermédio
de reacgdes bioquimicas em compostos inactivos e rapidamente excretaveis. Esta
desintoxicacdo metabodlica envolve uma grande variedade de enzimas e ¢ normalmente
dividida em duas fases: a fase I ou fase das reac¢des funcionais (biotransformacio) e a
fase II ou fase de reacgdes de conjugagdo (ver Cap. 1). O metabolismo da fase I ¢
essencialmente constituido por reaccdes de oxidacdo catalisadas pelo sistema de
oxigenases de fun¢do mista (MFO) cujas componentes principais sdo o citocromo P450
e as NAD(P)H-citocromo C reductases. O sistema dependente do citocromo P450 ¢
indutivel por exposicdo a compostos organicos como hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHs), os quais sdo subsequentemente metabolisados (Livingstone 1996;
Porte et al., 2001), e por isso tem sido usado como biomarcador de exposi¢do, uma vez
que as alteracdes ao sistema MFO reflectem as concentracdes de PAHs do meio
(Livingstone, 1988, Porte et al., 1991, Porte et al., 2001, Sol¢ et al., 1995) (ver Cap. 1 ¢
Cap.5).

Devido ao aumento de concentragdo de contaminantes orgdnicos no meio marinho,
tornou-se necessario avaliar o impacto de tais compostos nos organismos aquaticos. Em
termos de bioacumulagdo, os organismos sésseis, e com distribuicdo generalizada, como
os mexilhdes, sdo largamente utilizados como espécie indicadora (Solé et al., 1995;
Cajaraville et al., 2000).

Nos ultimos anos, muitos estudos referem a importancia de um estudo integrado quando
se avalia a qualidade ambiental e o efeito do tdxico nos organismos. Assim, a aplicacdo

da biomonitorizacao activa (BA), na qual organismos de um local ndo contaminado sdo
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transplantados para um local contaminado, da-nos a vantagem de assegurar situagdes
comparaveis, reduzindo a variabilidade dos resultados normalmente encontrada em

estudos de campo (Nasci et al., 1999).

O presente Capitulo pretende integrar a biomonitorizagdo activa em mexilhdes
transplantados de Tavira, local medianamente contaminado por hidrocarbonetos (HA e
PAHs), para Vilamoura, um dos locais da costa Sul mais contaminado com
hidrocarbonetos (Cap. 3 e 4), e vice-versa. Assim, serdo avaliadas as alteragdes nas
concentragdes totais dos hidrocarbonetos (alifaticos e aromaticos) quando individuos de
um local n3o contaminado s3o colocados num local onde a contaminagdo por
hidrocarbonetos ¢ mais elevada (acumulacdo), e quando individuos contaminados sdo
colocados num local “limpo” (depuracdo). Dado que estes locais apresentam perfis
distintos em termos de compostos individuais, quer HAs quer PAHs (Cap. 3 ¢ 4), ¢
ainda objectivo deste Capitulo avaliar até que ponto essas caracteristicas se mantém ou
se se alteram, e quais os hidrocarbonetos que se sobre impdem preferencialmente. E
também objectivo deste transplante cruzado estudar as alteragcdes ocorridas no sistema
MFO, particularmente no CYP450, e avaliar a sua capacidade enquanto biomarcador de

exposicao (Cap. 5).

6.2 - MATERIAL E METODOS

Mexilhdes Mytilus galloprovincialis (4 - 6 cm) foram recolhidos em Tavira (local
medianamente contaminado) e em Vilamoura (local muito contaminado) em Junho de

2004. No inicio do ensaio foram recolhidos 40 individuos de cada local (dia 0) e mais
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200 que depois de separados em grupos de 40 foram transplantados do local original
para o outro, ou seja de Tavira para Vilamoura e de Vilamoura para Tavira.
Posteriormente foram recolhidos grupos de 40 mexilhdes nos dias 7, 14, 21 e 28. No dia
28, um grupo de 40 mexilhdes foi recolocado no local original (ou seja, mexilhdes de
Tavira que estiveram em Vilamoura voltam para Tavira), e foi recolhido 32 dias depois
(dia 60). Em simultaneo foi recolhido um segundo grupo, no respectivo local de origem

(ou seja, Tavira em Tavira, apds 60 dias) (controlo dia 60 - C60).

A concentracdo dos hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos policiclicos nos tecidos
moles e a concentragdo e actividades dos componentes do sistema MFO na glandula
digestiva dos mexilhdes foram determinadas conforme descrito no Capitulo 2. Os
resultados sdo expressos em termos de média + desvio padrdo. A diferenca entre a
concentragdo dos hidrocarbonetos e a concentragdo e a actividade dos componentes do
sistema MFO, durante os 60 dias de ensaio, foi avaliada por andlise de varidncia
(ANOVA), a qual foi aplicada o teste de Duncan, para um nivel de significancia de
0,05. Para cada local, as alteragdes ao longo do tempo foram também avaliadas pela
analise dos componentes principais (PCA) utilizando o programa Canoco (Ter Braak,
1995). As relagdes entre os diferentes componentes do sistema MFO, e entre estes e as
concentragdes de hidrocarbonetos foram estudadas pela andlise de regressdo. Para
avaliar qual dos hidrocarbonetos individuais tem mais influéncia no CYP450 foi

também utilizada a andlise de regressdo e a analise multivariada (ver Cap. 2)
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6.3 - RESULTADOS

6.3.1 — Hidrocarbonetos Alifaticos

Os resultados obtidos para os hidrocarbonetos alifaticos (n-alcanos e isoprenoides) e
UCM, em mexilhGes transplantados de Tavira para Vilamoura e vice-versa, estdo
representados na Figura 6.1 e nas Tabelas 6.1 e 6.2.

A concentracdo de TAlc nos mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura
aumenta gradualmente até ao dia 28 (Fig. 6.1A), com uma taxa de acumulacdo de 0,39
ng/g/dia (r=0,98; p<0,05), atingindo uma concentragdo (12,7 + 2,3 ng/g ph), cerca de 6
vezes superior a do inicio do transplante (2,1 £ 0,26 ug/g ph) (p<0,05). Apos terem sido
recolocados no local de origem (dia 60), os teores de TAlc nos mexilhdes de Tavira
diminuiram 40% (7,6£0,5 pg/g ph; p<0,05), tendo os mexilhdes mostrado sinais de
recuperagdo. No entanto, a concentracao atingida apds depuracdo ainda ¢ superior a do
inicio do ensaio (2,1 + 0,26 pg/g ph) (p<0,05), mas semelhante & dos mexilhdes
autoctones recolhidos no final do ensaio (C60) (4,1 £ 0,5 pg/g ph). A concentragdo de
TAlc nos dias 0 e C60 sao semelhantes, o que significa que durante um periodo de 2
meses as condigdes ambientais em Tavira ndo se alteraram e que o aumento verificado
nas trés semanas de transplante se deve ao facto de se encontrarem num local mais
contaminado.

Embora a concentragdo de TAlc nos mexilhdes transplantados de Vilamoura para
Tavira (Fig. 6.1B), seja semelhante nas primeiras duas semanas de ensaio (entre 11,1 £
1,3 ng/g ph (dia 0) e 11,5 £ 1,3 pg/g ph (14° dia; p>0,05), a taxa de decréscimo dos
teores de TAlc do dia 7 para o dia 21 ¢ de 0,57 pg/g/dia (r=0,97; p<0,05), atingindo

niveis inferiores aos iniciais (5,8 + 0,6 pg/g ph), indicando uma diminui¢do da
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TAlc (ug/g ph)

concentracdo de TAlc. No entanto, no dia 28 houve um aumento significativo da
concentragdo de TAlc para 31,3 £ 4,7 ug/g ph. Quando os individuos foram recolocados
em Vilamoura por 30 dias, a concentracdo de TAlc decresce 34% (dia 60 - 20,7 £ 2,1
ug/g ph), para niveis semelhantes aos dos individuos autoctones (C60 — 18 £ 2,4 ng/g
ph) (p>0,05), que tinham concentracdes superiores as do dia 0 (11,1 £ 1,3 pg/g ph)

(p<0,05).
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Figura 6.1 - Concentragdo de n-alcanos totais TAlc (A) e de UCM (B), nos tecidos
moles de mexilhdes Mytilus galloprovincialis transplantados de Tavira para Vilamoura
e de Vilamoura para Tavira. (A — acumulagdo; D — depuragdo; C — controlo; média + desvio
padrio; letras diferentes significam diferengas estatisticas; Duncan’s test, p<0,05).

Quanto a variacdo dos niveis de UCM nos mexilhdes de Tavira transplantados para
Vilamoura (Fig. 6.1B), esta segue o mesmo padrao da concentragdo TAlc, ou seja,
aumenta até ao dia 28, com uma taxa de incremento de 2,4 pg/g/dia (r=0,98; p<0,05),
onde atinge o valor maximo (88 + 11,5 ug/g ph; p<0,05). A UCM acumulada nos
tecidos dos mexilhdes durante este periodo decresce cerca de 60% quando os mexilhdes
sdo novamente recolocados em Tavira (dia 60 - 34,4 + 4,7 ng/g ph), para niveis
comparaveis aos niveis iniciais (20,4 =+ 4,9 ug/g ph) mas superiores aos niveis dos
mexilhdes autdctones do dia 60 (C60 — 14,5+1,8) (p>0,05).
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Quando os mexilhdes de Vilamoura foram transplantados para Tavira, a UCM decresce
do dia 0 (105,2 + 15,6 pug/g ph) até ao dia 21 (46,1 £ 6,4 pg/g ph), com uma taxa de 2,6
ng/g/dia (r=0,97; p<0,05) voltando a aumentar no dia 28 (94,3 + 16,8 pg/g ph), tal
como ocorrido para os n-alcanos. Trinta dias ap6s os mexilhdes terem sido recolocados
no seu local de origem (dia 60) a concentragdo de UCM diminuiu 57% (39,7 + 5 pg/g
ph) (p<0,05), atingindo niveis inferiores a concentracdo de UCM dos individuos

autdctones (C60 - 63,9 + 10,7 pg/g ph).

Tal como no Capitulo 3 a analise dos n-alcanos individuais e isoprenoides, assim como
das razoes de diagnostico entre determinados hidrocarbonetos, foi efectuada para
avaliar o grau, tipo e caracteristicas da contaminacdo. Os resultados referentes a
concentragdo individual dos n-alcanos (C14-C36) e isoprenoides (pristano e fitano), da
razdo UCM/TAlc, do CPI, e das razdes C17/C29, Pris/Fit, C17/Pris e C18/Fit, para
ambos os transplantes, estdo representados nas Tabelas 6.1 e 6.2.

A proporcdo entre a concentracdo dos hidrocarbonetos nao resolvidos (UCM) e a
concentragcdo dos n-alcanos resolvidos (TAlc) reflecte o grau de degradacao ambiental e
por conseguinte se a origem dos hidrocarbonetos ¢ recente ou cronica. No ensaio de
transplante cruzado, a razao UCM/TAIc variou entre 3 e 10 para os mexilhdes de Tavira
transplantados para Vilamoura e entre 2 e 9 no transplante inverso. Estes valores sdo da
mesma ordem de grandeza dos observados no Inverno III para toda a costa Algarvia
(Cap. 3), indicando contaminagdes recentes de hidrocarbonetos do petroleo, nas quais a
fraccdo dos n-alcanos ainda ndo sofreu degradacdo. De salientar ainda que a
concentragdo de TAlc e UCM nos mexilhdes transplantados ¢ menor que a detectada
nos mexilhdes do Inverno III, confirmando a diminui¢ao continua da concentragdo de

hidrocarbonetos alifaticos (HAs) nestes locais.
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Tabela 6.1 - Concentracao individual dos n-alcanos e isoprenoides (ng/g ph), da UCM e
TAlc (ng/g ph) e razdes diagnostico calculadas, em mexilhdes transplantados de Tavira para

Vilamoura.

TO T7 T14 T21 T28 T60 TC60
Cl14 68+ 11 149 £ 23 82+ 16 564 + 51 536 +£114| 642+ 147 88 +21
C15 18+£3 71+ 10 89+ 16 128 £ 19 266 £ 54 150+ 6 55+ 13
C16 31+7 61 +£10 86+ 15 180 + 36 449 + 106 166 £ 11 62+ 14
C17 61 +10 158 £26 176 £ 17 352+ 68 492 + 100 239+ 19 87 +15
Pristano 71+ 14 231 +£22 235+36 273 £55 917 £ 98 218+9 64 £12
C18 69+13| 415+102 387 + 66 420+ 76 432 + 106 376 +£ 88 126 £ 25
Fitano 79 £ 15 395+ 75 391+70 460 £ 104 814+ 199 439 +91 163 £ 13
C19 132+ 15 437 £ 87 775 £ 81 687 + 108 580+99| 661=+105 252 £17
Cc20 169+ 17 653 £ 89 867 89| 1055+247| 1146 +£239| 847+ 136 402 + 80
c21 155+ 28 447 +£94 | 703 +103 832 £ 95 740+ 51| 705+£110 426 +41
Cc22 175+ 18| 458 £107 777+94| 1205+216| 1635+210 906 + 98 401 + 87
C23 161 £ 35 323+ 62 595+ 75 806 + 80 848 £ 21 703 £ 91 312+32
C24 116 £ 24 219 +28 392 + 46 663+141| 1416x170| 527 +£103 261 £ 61
C25 120+ 22 156 £ 20 244 + 34 405 + 81 327+ 14 337 +36 156 + 38
C26 115+21 127 £29 184 + 44 531+122| 1008 + 188 329+ 55 180 + 30
c27 102+ 19 145 £ 24 132+ 25 368 £ 71 283 + 28 242 + 55 215+40
C28 97 £ 15 127 £ 13 108 +£ 19 435+ 101 878 £ 136 247 + 46 228 £ 24
C29 99 £ 18 142 £ 26 117+ 24 377 £ 40 665 + 86 201 £41 213 +33
C30 81 £8 118 £23 90+ 12 470%* 309 +£23 167 +4 206 +£42
C31 121 £18 166 £ 19 150 £ 35 501* 343* 108 £22 280+ 33
C32 73+ 13 84 +11 81* 461%* 322% n.d. 141+ 20
C33 58+6 79+ 11 77* 245% 147* n.d. 24+ 5
C34 390+ 10 n.d. n.d. 252%* 311* n.d. n.d.
C35 45+ 6 n.d. n.d. 129%* 92%* n.d. n.d.
C36 n.d. n.d. n.d. 134%* 230* n.d. n.d.
UCM (ug/g ph) | 20,1+4,9 | 37,9+53 | 52,7+6,6 | 70,8+ 153 | 88+11,5 | 344+4,7 | 14,5+ 1,8
Talc (ug/gph) | 2,103 | 45+0,5 | 6,0£04 | 112+14 | 12,7+23 | 7,6+0,5 4,1+0,5
UCM/ TAIlc 10 8 9 6 7 5 3
Pris/Fit 0,89 0,59 0,60 0,59 1,13 0,50 0,39
C17/Pris 0,86 0,68 0,75 1,29 0,54 1,10 1,36
C18/Fit 0,87 1,05 0,99 091 0,53 0,86 0,77
C17/C29 0,62 1,11 1,51 0,94 0,74 1,19 0,41
CPI 1,04 0,88 1,00 0,76 0,55 0,80 0,96
H. principal C228) | C20(14) | C20(14) | Cc22(11) | €22(13) | C22(12) | C21(10)
(% do total)

UCM — Unresolved Complex Mixture; TAle: ¥nC14-C36; CPI (indice de Preferéncia de Carbono): (XnC15-C35)/ZnC14-
C36); *- somente num dos replicados este hidrocarboneto foi identificado; n.d.: ndo detectado; H. principal: hidrocarboneto

principal
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Tabela 6.2 - Concentracao individual dos n-alcanos e isoprenoides (ng/g ph), da UCM e TAlc
(ng/g ph) e razdes diagndstico calculadas, em mexilhdes transplantados de Vilamoura para

Tavira.

VO V7 V14 V21 V28 V60 VC60
Cl4 380£46| 565+83| 239452 370+55| 52359 1559 266 1160 +208
C15 202£39| 239 £51 66 £ 8 66+9| 132+26| 382+93| 380£87
C16 315435 290 +37 83+8| 160+24| 181+42| 707+161| 617+ 141
c17 246+33| 343445 11149 152+18] 204+42| 388+53| 586485
Pristano 618£96| 570+£110| 326+39| 258+57| 204+30| 618821595 +390
C18 324+39| 829+172| 250+33| 429+83| 331+£75| 992+119] 601 +120
Fitano 520+£85| 11934263 | 386+84| 497+104| 410+£45| 788+ 183 1533 £ 163
C19 771+176| 1203+171| 325+52| 588+79| 545+59| 1236+ 167| 619+ 141
C20 1108+ 156 | 889+123| 283+65| 549+126| 626+ 130 1648 + 184 | 1388 + 232
c21 945+ 168 | 778 £170| 221+43| 406+66| 742+132] 1246+307| 942+ 168
c22 958 £150| 1087£200| 403+70| 502+ 112] 1509 £226| 2071 +507 | 1855 + 156
c23 880 £154| 892+ 134| 344169| 320+36| 2610+£349| 1278 + 187 1062 £ 190
C24 750 £112| 763+£102| 396+£70| 266+60| 3396+660| 1592 + 156 | 1806 + 111
C25 720132 709 +£157| 526+85| 235+35|1960+3345| 795+ 115| 474+79
C26 681+135| 877+126| 903+106| 188+42| 3830+665| 1088+ 133 | 1230 £ 146
c27 538 £132| 866+134| 1128+65| 255+28| 3700+623| 834+117| 38477
C28 495+ 116| 852+207| 1335£110| 212+48| 2787683 | 1112+ 107| 1057 + 150
C29 489+ 121 816+195| 1398+77| 218+48| 2827+626| 630£120| 308 £53
C30 342+74| 661150 | 1128+ 108| 204+25| 2359+536| 689+ 159 1001 £ 152
C31 477+80| 663 +145| 1104 +121| 241+56| 2136+502| 505+80| 379494
C32 237+40| 343+49| 682+101| 173+31| 586+80| 994+ 100| 1024 + 102
C33 234+29|  143+24| 341458 130+26| 145+27| 427+73| 171+17
C34 n.d. 72%| 134423  76+14| 138+16| 478+98| 530+112
C35 n.d. 49% 5849 50+6 48 nd.| 122421
C36 n.d. n.d. 53+8 40+ 6 32 nd.| 277+53
UCM (ug/g ph) | 1052 £ 15,6 | 78,6 + 13,4 | 73,1 £10,9 | 46,1 6,4 | 943+ 168 | 39,7+5 [63,9+10,7
Talc (ug/gph) | 11,1413 | 13,9416 | 11,5+1,3 | 58+06 | 313447 | 20,7+2,1 | 18,0+2.4
UCM / TAIc 9 6 6 8 3 2 4
Pris/Fit 1,19 0,48 0,84 0,52 0,50 0,78 1,04
C17/Pris 0,40 0,60 0,34 0,59 1,00 0,63 0,37
C18/Fit 0,62 0,69 0,65 0,86 0,81 1,26 0,39
C17/C29 0,50 0,42 0,08 0,70 0,07 0,62 1,90
CPI 0,98 0,93 0,95 0,84 0,92 0,60 0,43
H. principal €20 (10) C19(9) | C29(12) | C19(10) | C26(12) | C22(10) | C22(10)
(% do total)

UCM - Unresolved Complex Mixture; TAlc: >nC14-C36; CPI (indice de Preferéncia de Carbono): (XnC15-C35)/2nC14-
C36); *- somente num dos replicados este hidrocarboneto foi identificado; n.d.: ndo detectado; H. principal: hidrocarboneto

principal

A distribuicao individual dos n-alcanos nos mexilhdes transplantados de Tavira para

Vilamoura (Tab. 6.1; Fig. 6.2), apresenta um predominio de n-alcanos entre o C17 e o

C31 (dia 0), aumentando gradualmente a concentracdo dos n-alcanos pares a medida
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que os mexilhdes passam mais tempo em Vilamoura, principalmente C20, C22, C24,

C26 e C28, atingindo o maximo no dia 28.
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Figura 6.2 - Distribui¢do da concentracdo individual de n-alcanos (ng/g ph), em mexilhdes

transplantados de Tavira para Vilamoura.
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Estes n-alcanos pares sao indicadores de origem petrogénica, o que também ¢
evidenciado pelo baixo indice de preferéncia de carbono (CPI) registado. O CPI (razao
entre os N-alcanos impares € os N-alcanos pares), ¢ igual ou menor que 1 para o
crude/petroleo e produtos do petroleo. Os valores de CPI no transplante de Tavira para

Vilamoura variam entre 0,55 (dia 28) e 1,04 (dia 0).

No que diz respeito ao transplante de Vilamoura para Tavira (Tab. 6.2; Fig. 6.3), no dia
0 os n-alcanos predominantes situam-se entre o C19 e o C33, com méximos de C20, e
sem predomindncia dos n-alcanos impares sobre os pares (CPI = 0,98), mantendo-se
estas caracteristicas até ao dia 7. Depois existe uma predominancia de n-alcanos de
elevado peso molecular (C26-C33) (dia 14), essencialmente devido ao C27, C29 e C31,
caracteristicos de plantas superiores terrestres. Este padrdo de distribuicdo repete-se no
dia 28, sendo diferente do padrdo verificado nos individuos autdctones (C60), que
apresenta predominio de n-alcanos pares sobre os n-alcanos impares e um CPI de 0,43,
caracteristicos do petroleo. Assim, os mexilhdes de Vilamoura quando estiveram em
Tavira adquiriram algumas caracteristicas de n-alcanos terrestres provenientes da
escorréncia de rio Gildo, e os mexilhdes de Tavira quando estiveram em Vilamoura
adquiriram caracteristicas petroliferas, nomeadamente no aumento das concentragdes

dos n-alcanos pares.

A razdo C17/C29, que representa a contribuicdo relativa dos n-alcanos biogénicos
marinhos e os N-alcanos biogénicos terrestres, nos mexilhdes de Tavira transplantados
para Vilamoura (Tab. 6.1) passa de 0,62 (dia 0) para 1,11 e 1,51 (dias 7 e 14),
confirmando uma alteragdo de n-alcanos terrestres para n-alcanos marinhos. No entanto,

nos dias 21 e 28 o mesmo ja ndo se verifica (C17/C29<1). Nos mexilhdes autoctones do
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Nos mexilhdes transplantados de Vilamoura para Tavira, a razdo C17/C29 (Tab. 6.2) ¢
quase sempre <1, apresentando valores de 0,08 e 0,07 (dias 14 e 28), indicando uma
forte influéncia de compostos terrestres. No entanto, nos mexilhdes autoctones (C60),

esta razao (1,9) indica influéncia marinha.

A presenca dos isoprenoides pristano e fitano ¢ indicadora de produtos petrogénicos,
sendo a sua propor¢do menor ou igual a 1 para os compostos de petrdleo. Durante o
transplante cruzado a razdo Pri/Fit variou entre 0,39 e 1,3 nos mexilhdes transplantados
de Tavira para Vilamoura, e entre 0,48 e 1,1 nos mexilhdes transplantados de Vilamoura
para Tavira, indicando que em ambos os locais, as fontes de n-alcanos sdo petrogénicas.
Por outro lado, as razdes C17/Pris e C18/Fit indicam a taxa de degradagdo relativa entre
os N-alcanos lineares e os isoprenoides ramificados, sendo usada para avaliar a presenca
de oleos e a relativa biodegrada¢do dos n-alcanos. Valores baixos destes indices (< 1)
sdo indicativos da presenca de 6leos degradados, enquanto que valores entre 4 ¢ 8
indicam origem fitoplanctonica. Nos ensaios de transplante, estas razdes variaram entre
0,53 e 1,29 nos mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura e entre 0,34 ¢ 1,26
nos mexilhdes de Vilamoura transplantados para Tavira, indicando em ambos os locais

a presenca de 6leos degradados, caracteristico de contaminagao cronica.

Com intuito de melhor clarificar a variagdo da concentragao de todos os n-alcanos
individuais, dos isoprenoides e das respectivas razdes de diagndstico, nos dois
transplantes, foi aplicada a andlise candnica de correspondéncia ao conjunto de dados,
que foram transformados em proporc¢ao da concentracao total. Na Fig. 6.4 os eixos 1 e 2
explicam 83,1 % da variancia dos dados, separando na zona positiva do eixo 1 a maioria

do transplante de Tavira para Vilamoura e os dias 60 e C60 dos mexilhdes de

237



Vilamoura transplantados para Tavira. Na zona negativa estdo a maioria dos mexilhdes
do transplante de Vilamoura para Tavira e os mexilhdes relativos aos dias 28 e C60 dos
mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura. O eixo 1 separa ainda os n-alcanos

de baixo peso molecular (C14-C23) dos de elevado peso molecular (C24-C36).
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cid @ C17/C29
A

Eixo 2

C17/Pris
C18/Fit

o
T14

-1.0

CPI

-1.0 Eixo 1 1.0

Figura 6.4 - Analise canonica de correspondéncia (CCA) dos n-alcanos e isoprenoides
em relacdo as razdes de diagndstico, em mexilhdes transplantados de Tavira para
Vilamoura (T) e de Vilamoura para Tavira (V).

A CCA indica que no transplante de Tavira para Vilamoura os n-alcanos nos mexilhdes
recolhidos nos dias 0, 7 ¢ 14 estdo mais relacionados com as razoes C17/Pris e C18/Fit
(contaminagdes recentes) enquanto que os recolhido nos dias 21, 28 e 60 estdo mais
relacionados com a razdo C17/C29 (inputs biogénicos) e Pis/Fit (inputs petrogénicos),

assim como os dos dias 60 e C60 de Vilamoura, indicando que durante o periodo em
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que os mexilhdes de Tavira estiveram em Vilamoura adquiram algumas caracteristicas
dos mexilhdes autoctones de Vilamoura. Por outro lado, os mexilhdes transplantados de
Vilamoura para Tavira agrupam-se na zona negativa do eixo 1, em conjunto com o
controlo (C60) de Tavira, indicando que também os mexilhdes de Vilamoura
adquiriram algumas caracteristicas dos mexilhdes origindrios de Tavira, como a
concentragdo dos n-alcanos impares de elevado peso molecular e o consequente

aumento do CPI.

6.3.2 — Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos

Os resultados relativos a concentragdo dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(PAHs) obtidos nos mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura e vice-versa
estdo representados na Fig. 6.5 (e nas Tabela 6.3 e 6.4). A concentracdo de TPAH nos
mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura manteve-se inalterada durante a
primeira semana de transplante, variando entre 443143 ng/g ph (dia 0) e 390+35 ng/g
ph (dia 7), aumentando depois até ao dia 28 (1876196 ng/g ph) onde atingiu a
concentragdo maxima (p<0,05). A taxa de incremento neste periodo de tempo (entre o
dia 7 e o dia 28) foi de 66 ng/g/dia (r=0,96; p<0,05). Cerca de um més depois de serem
recolocados novamente em Tavira, a concentragdo de PAHs nos mexilhdes diminuiu
27% (dia 60 - 1359£125 ng/g ph), sendo significativamente superior a concentragao dos
mexilhdes originarios de Tavira (dia C60 - 623+54 ng/g ph), cujos valores sdo

semelhantes aos do inicio (T0) (p>0,05).
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Contrariamente ao ocorrido nos mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura, no

transplante de Vilamoura para Tavira, a concentracdo de TPAH diminuiu gradualmente
do dia 0 (1052+67 ng/g ph) até ao dia 21 (407+ 51 ng/g ph), com uma taxa de 29
ng/g/dia, sofrendo um ligeiro aumento na semana seguinte (645% 133 ng/g ph), mas nao

significativo.

2500 +

2000 -

1500 -

bc cde be

1000 - def def

TPAH (ng/g ph)

500 +

0 7 14 21 28 60 C60

O — Tavira para Vilamoura  m - Vilamoura para Tavira
Figura 6.5 - Concentra¢do total de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (TPAH)
(ng/g ph) em mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura e de Vilamoura para

Tavira. (A — acumulagdo; D — depuragdo; C — controlo; média = desvio padrio; letras diferentes
significam diferencgas estatisticas; Duncan’s test, p<0,05).

Quando sao recolocados em Vilamoura um més, a concentracdo de TPAH nao se altera
(p>0,05) (dia 60 - 772+ 93 ng/g ph), mas ¢ inferior a dos mexilhdes autoctones (dia C60
- 1010+130 ng/g ph). Assim, parece que os mexilhdes provenientes de um local mais
limpo (Tavira) acumulam significativamente PAHs quando colocados num local mais
contaminado (Vilamoura), ao mesmo tempo que existe uma eliminacdo de TPAH

quando mexilhdes de um local mais contaminado sdo colocados num local onde a
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contaminagdo ¢ menor. De salientar ainda que as concentragdes de TPAH nos dias 0 e

C60 de ambos os locais sao da mesma ordem de grandeza das concentragoes de TPAH

verificadas no estudo anual e Inverno III, nestes locais (Capitulo 4).

Nas Tabelas 6.3 e 6.4 estdo representados os resultados relativos a concentragdo de

PAHs individuais, ao total (TPAH), assim como as razdes de diagndstico e a

distribuicdo segundo o nimero de anéis, para ambos os transplantes.

Tabela 6.3 - Concentragao individual e total dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (ng/g ph),
razdes de diagnostico e grupo de anéis, em mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura.

Naftaleno (N)

Acenaftileno (Acftil)
Acenafteno (Acften)
Fluoreno (FIr)

Fenantreno (Fen)

Antraceno (Ant)

Fluoranteno (Flu)

Pireno (Pir)
Benzo(a)antraceno (BaA)
Criseno (Cris)
Benzo(b)fluoranteno (BbF)
Benzo(k)fluoranteno (BKF)
Benzo(a)pireno (BaP)
Dibenzo(a,h)antraceno (DahA)
Benzo(g,h,i)perileno (Bper)
Indeno(1,2,3 cd)pireno (IndP)

TPAH

Fen/Ant

Flu/Pir
Ant/Ant+Fen
Flu/Flu + Pir
BaA/BaA+Cris
IndP/IndP+Bper
2+3 anéis (%)

4 anéis (%)

5+6 anéis (%)
PAH principal (% do total)

TO0
1,6+1,6
242427

105,5 + 15,7
182+1,9
18,8+ 1,5
59403
17,9 £3,2
23,8+59

106,0 £ 11,6

84,7 +3

18,7+ 4,4
13,8%
0,4*
0,4*
0,1%
0,03*

443 + 43
3,18
0,75
0,24
0,43
0,56
0,40

42

53

6
BaA (24)

T7
54+1
3,1£0,6
94,6 + 13,3
6,9+ 1,4
63+14
4,2+0,8
9,7+ 1,5
11,0+ 1,1
119,6 £ 4,6
76 £ 4.4
494 + 8.7
0,2%
1,6*
1,2
0,5%
0,04*

390 + 35
1,48
0,88
0,40
0,47
0,61
0,09

31

56

14
BaA (31)

T14
114,4*
8,7+
82,7+ 12,9
203 +4,5
16,5+ 1,9
4841
34,144
69,5+ 10,1
257,1+£32,8
1933+ 17,6
1473 32,3
54,7%
9,1*
5,5%
3,1%
1,02%

924 + 192
3,45
0,49
0,22
0,33
0,57
0,25

19

61

20
BaA (28)

T21
113,6*
30,7+ 6,7
38,5+ 6,6
733+12,1
27+3,6
10,4+23
100,6 + 13
66 + 5,6
251,5+ 61,4
198,1 + 14,1
78,4+ 5
27,9+ 4,8
16,5+32
482+9
18,4 +4,1
13+1,4

1055 + 144
2,59
1,52
0,28
0,60
0,56
0,42

22

58

19
BaA (24)

T28
50,4+ 72
100,9 £24,9
2412+ 584
95,4 +85
17,5+0,9
11,1+1,8
137 £26,5
80+ 13,4
572,5+76,8
418,2+3,7
69,8 £ 14,4
47,1 +£5,9
19,2 +1,8
7,5+1,6
51+1,1
3,1+£0,7

1876 + 96
1,57
1,71
0,39
0,63
0,58
0,38

28

64

8
BaA (31)

T60
11,3+0,9
81,1133
2455+ 4.4
20,6+ 3,2
12,6 £2.6
33+0,7
1151 +8,9
41,5435
4724 + 69,8
338,7+ 21,8
14423
1,740,
0,1+0,01
0,9 £ 0,06
02+0,01
0,1+ 0,02

1359 + 125
3,87
2,77
0,21
0,74
0,58
0,25

28

71

1
BaA (35)

TC60
18,7+43
449+95
213,1£22,5
11,742
153+1,5
11,9425
42,1+8,1
152 +0,7
168,6 12,9
61,9+ 12,1
154+ 1
2,6+0,6
12402
0,24 + 0,04
0,04+ 0,01
0,03 £ 0,01

623 + 54
1,28
2,76
0,44
0,73
0,73
0,43

51
46
3

Acften (34)

TPAH — soma da concentracdo individual dos 16 PAHs; * - somente num dos replicados este hidrocarboneto foi identificado.

Em ambos os ensaios de transplante, a distribuicio de PAHs por nlimero de anéis (Fig

6.6) ¢ semelhante no inicio e no fim do ensaio (0 e C60), ou seja em Tavira os

compostos petrogénicos de 2+3 anéis apresentam concentragcdes superiores aos de 5+6
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anéis, enquanto que em Vilamoura ha um aumento de compostos derivados da

combustao (piroliticos) (5+6 anéis) relativamente aos petrogénicos (2+3).

Tabela 6.4 - Concentracdo individual e total dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (ng/g ph),
razdes de diagnostico e grupo de anéis, em mexilhdes transplantados de Vilamoura para Tavira.

Naftaleno (N)

Acenaftileno (Acftil)
Acenafteno (Acften)

Fluoreno (FIr)

Fenantreno (Fen)

Antraceno (Ant)

Fluoranteno (Flu)

Pireno (Pir)
Benzo(a)antraceno (BaA)
Criseno (Cris)
Benzo(b)fluoranteno (BbF)
Benzo(k)fluoranteno (BkF)
Benzo(a)pireno (BaP)
Dibenzo(a,h)antraceno (DahA)
Benzo(g,h,i)perileno (Bper)
Indeno(1,2,3 cd)pireno (IndP)

TPAH

Fen/Ant

Flu/Pir
Ant/Ant+Fen
Flu/Flu + Pir
BaA/BaA+Cris
IndP/IndP+Bper
2+3 anéis (%)

4 anéis (%)

5+6 anéis (%)
PAHSs principal (% do total)

VO
30,4+6,3
08 +4,1

78,1 + 14,6
58,8+ 13,4
24,7+5,7
17,5+ 1,1
135,6 + 24,6
83,1+9,7
319,9 £61,2
149,8 + 29
81+16
14,4 +2,1
8,7+12
4,1+05

2,740,

0,8+0,1

1052 + 67
1,41
1,63
0,42
0,62
0,68
0,23

24

66

11
BaA (30)

V7
17,2 43,8
45,9+572

94,9+ 16,8
513+32
31256
13,2 +0,6

84,9+ 12,8
434+27

2393 +42.4
180,5 + 13,6
282 +4,6
1,1 +£1,8
3,2+0,7

0,60 + 0,05

0,08 + 0,01

0,05*

845 + 38
2,37
1,96
0,30
0,66
0,57
0,40

30

65

5
BaA (28)

V14
93+2
17,8 4,2
95,4 +72
44,6 + 10,9
478 +6,6
37,4+6,7
143,9 + 16,2
92,0+ 11,1
213,2 £ 45
17,1 3,7
33,9+7,5
14,5+2,6
4,7+0,6
2,1+0,5
0,10+ 0,01
0,03*

774+ 98
1,28
1,56
0,44
0,61
0,93
0,23

33

60

7
BaA (28)

V21
n.d.
19,5+4,8
40,7+72
153 42,4
12,8 £2,7
14,5+ 0,9
36,2+8
19,0+24
149,5 + 18,7
388+ 1,8
40,7+ 5,7
12,0+ 0,2
55+1,1
23+0,5
0,07+ 0,01
0,05%

407 + 51
0,88
1,91
0,53
0,66
0,79
0,38

25

60

15
BaA (37)

V28
77,1%
41,9+ 64
69,2 + 13,5
15,6 £3,2
33,6+5,1
26,4+2.8
74,9 +16,7
312455
131,4 £ 16,2
88,4 +3
64,9 + 14,3
242+2)7
0,4+0,1
34+04
1,04*
0,29*

645 + 133
1,27
2,40
0,44
0,71
0,60
0,22

35

51

15
BaA (20)

V60
73,6+ 12
29,9 + 6,4
1579+ 7,4
152+32
15,0+ 1,9
47406
35,6+7,2
463+7.2
236,0 £ 30,3
117,5+3,5
34,1+5,7
0,5+0,1
5,3%
2,7%
1,8*
0,8*

772+ 93
3,21
0,77
0,24
0,43
0,67
0,31

38

56

5
BaA (31)

VC60
79,6 + 13
56,7+2,6
543+ 11,7
17,5+3,8
16,9 0,8
6,0 + 0,9
859+ 12,5
392 +3.4
262,5 + 24
174,0 + 18
943 +21
81,1+ 13,2
29.9+3,1
6,0 £ 0,9
3,9+0,8
2,5+0,3

1010 £ 130
2,84
2,19
0,26
0,69
0,60
0,39

23

56

21
BaA (26)

TPAH — soma da concentracdo individual dos 16 PAHs; * - somente num dos replicados este hidrocarboneto foi identificado.

Nos mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura (Fig. 6.6A) observa-se uma

diminui¢do da propor¢do dos PAHs de 2+3 anéis (petrogénicos), € um incremento da

proporcdo de PAH de 5+6 anéis (pirogénicos), do dia 0 para o 21, observando-se o

padrdo inverso nos mexilhdes transplantados de Vilamoura para Tavira (Fig. 6.6B). No

entanto, em ambos os locais os PAHs de 4 anéis sdo sempre predominantes, com

percentagens que oscilam entre 46 e 71% no transplante de Tavira para Vilamoura e

entre 51 e 66% no transplante inverso.
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Figura 6.6 — TPAH agrupados por anéis (%), em mexilhdes transplantados de Tavira
para Vilamoura (A) e de Vilamoura para Tavira (B). (A — acumulagéo; D — depuragio; C —
controlo).

Do dia 28 para o dia 60, os mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura mantém
os teores de PAHs de 2+3 anéis (28%) mas os PAHs de 4 anéis aumentam (64%),
enquanto que nos mexilhdes autoctones recolhidos em Tavira (C60), os PAHs
predominantes sdo os de 2+3 anéis (51%), seguidos dos de 4 anéis (46%). Nos
mexilhdes transplantados de Vilamoura para Tavira (Fig. 6.6 B), a percentagem dos
PAHs entre o dia 28 e o 60 ¢ semelhante, significando que apds 30 dias no local de
origem adquirem as caracteristicas tipicas de Tavira, ou seja, maior percentagem de

PAHs de baixo peso molecular.

De facto, a analise da concentragdo individual dos 16 PAHs (Tab. 6.3 ¢ 6.4; Fig. 6.7 e
6.8), indica que o PAH principal nos mexilhdes de ambos os locais e durante o
transplante ¢ o BaA (4 anéis), que representa entre 20 a 37% da concentragdo de TPAH.
Este PAH foi também predominante em toda a costa ao longo do periodo anual e
temporal (Cap. 4 (Tab. 4.1 a 4.6)), seguido do Cris e do Flu. A concentragdo do BaA

aumenta nos mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura do dia 0 para o dia 28,
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acompanhado de um aumento de Cris e Flu também neste periodo, enquanto que nos
individuos transplantados de Vilamoura para Tavira a concentragao de BaA diminuiu no
mesmo periodo (do dia 0 para o dia 28), acompanhado pela diminui¢do da concentracao
de Cris e Flu. Por outro lado, o Aceften (acenafteno) ¢ o PAH de 3 anéis mais
importante em ambos os locais, decrescendo nos mexilhdes transplantados de Tavira
para Vilamoura, enquanto que nos mexilhdes transplantados de Vilamoura para Tavira
aumentou, acompanhado do aumento de fenantreno (Fen) e antraceno (Ant). Tal como
no Cap. 4 o BbF ¢ o PAH de 5 anéis mais importante em ambos os locais, aumentando
nos mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura e diminuindo no transplante
inverso, indicando um aumento das caracteristicas dos mexilhdes de Vilamoura
(piroliticas), nos mexilhdes de Tavira. Esta tendéncia também se verifica no aumento de
PAHs de 6 an¢is, como o BPer ¢ o IndP nestes mesmos individuos (Tavira para
Vilamoura). Assim, tal como para os n-alcanos, a distribui¢do dos PAHs individuais
também se altera, verificando-se nos mexilhdes de Tavira o aumento de compostos
piroliticos e diminuigdo dos petrogénicos, assemelhando-se a individuos originarios de
Vilamoura, enquanto que os individuos de Vilamoura quando colocados num local com
caracteristicas petrogénicas, vao adquirindo essas caracteristicas, como sejam a maior
propor¢ao de PAHs de baixo peso molecular. Por outro lado, os individuos quando sdo
recolocados nos seus locais de origem, tendem a recuperar as caracteristicas desse local,
pois no dia C60 a propor¢ao relativa dos PAHs parece restabelecer-se, nos mexilhdes de

ambos os locais.
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Distribuicdo da concentragao individual de PAHs, em mexilhdes

transplantados de Tavira para Vilamoura (Abreviaturas dos compostos como na Tab.

6.1).
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Figura 6.8 - Distribuicdo da concentracdo individual de PAHs, em mexilhdes

transplantados de Vilamoura para Tavira (Abreviaturas dos compostos como na Tab. 6.2).

A andlise CCA foi aplicada as concentragdes individuais dos 16 PAHs, considerando
ambos os transplantes e usando os dados transformados em propor¢do do total, de modo
a melhor se compreender a variacdo da distribuicdo dos PAHs ao longo do tempo, como

se mostra na Figura 6.9.
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Figura 6.9 - Andlise canonica de correspondéncia (CCA) dos PAHs individuais em
relagdo ao niumero de anéis, em mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura (T)
e de Vilamoura para Tavira (V). (abreviaturas dos PAH como nas Tabelas 6.3 e 6.4)

Os eixos 1 e 2 explicam 89 % da variancia dos dados, onde o eixo 1 separa os
compostos de 4 e 5+6 anéis (zona negativa) dos de 2+3 anéis na (zona positiva),
enquanto que o eixo 2 separa os compostos de 4 anéis (zona positiva) e os de 243 e de
5+6 (zona negativa), embora o naftaleno apresente concentragdes préximas dos
compostos de elevado peso molecular.

Quanto aos scores dos locais, existe uma certa mistura dos dias de amostragem, como
seria de esperar pelas alteracdes dos perfis individuais dos 16 PAHs ao longo do tempo,
na medida em que os mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura (T) nos dias 7,

14 e 21 apresentam uma distribui¢do de PAHs proximas dos mexilhdes de Vilamoura
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(VC60), principalmente devido aos PAHs de 5+6 anéis (quadrante inferior esquerdo),
enquanto que nos dias 28 e 60 os individuos de Tavira apresentam semelhancas com os
mexilhdes recolhidos em Vilamoura (dia 0), ou seja, com maior teor de PAHs de 4 anéis
(quadrante superior direito). Por outro lado, os dois controlos de Tavira (T0 e TC60) sao
semelhantes, ambos mais relacionados com compostos de 2+3 anéis, sendo as
concentragdes superiores no dia TC60 (quadrante inferior direito). Quanto aos
mexilhdes de Vilamoura transplantados para Tavira (V), a alteragdo da concentragdo
relativa dos PAHs do dia 0 para o dia 7 ¢ 14 ¢ indicada pela influéncia crescente dos
PAHs de 2+3 anéis em detrimento dos PAHs de 4 anéis (quadrante superior direito). No
dia 60 (V60) os mexilhdes ainda mantém as caracteristicas de Tavira, nomeadamente
em relagdo aos PAHs de 2+3 anéis, fazendo com que este ponto se correlacione com os
mexilhdoes de Tavira no dia 0 (TO) (quadrante inferior direito) enquanto que os
mexilhdes recolhidos em Vilamoura no final (VC60) apresentam as caracteristicas

piroliticas tipicas, com PAHs de 5+6 anéis.

De modo a avaliar a origem e fontes dos PAHs nos tecidos dos mexilhdes
transplantados foram calculadas varias razdes de diagnostico, cujos resultados se
apresentam nas Figuras 6.10 e 6.11 (e Tab. 6.3 e 6.4). A razdo Fen/Ant oscilou entre
0,88 e 3.9 indicando fontes piroliticas (Fen/Ant <10) para ambos os locais e durante o
periodo de transplante, enquanto que a razdo Flu/Pir indica a presenga de PAHs com
caracteristicas tanto petrogénicas (Flu/Pir <1) como piroliticas (Flu/Pir >1). Assim,
quando se graficam os resultados obtidos para as razdes diagnostico Fen/Ant vs Flu/Pir
(Fig. 6.8), verifica-se que ao longo dos transplantes ambos os locais apresentam PAHs
com caracteristicas maioritariamente piroliticas, enquanto que os mexilhdes de Tavira

(T) apresentam caracteristicas mistas nos dias 0, 7 e 14 e Vilamoura (V) no dia 60, ou
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seja, apresentam PAHs tanto petrogénicos (Flu/Pir <1) como piroliticos (Fen/Ant <10).
As mesmas caracteristicas mistas foram encontradas nestes locais, no estudo anual e no

temporal (Cap. 4).
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Figura 6.10 - Razao fenantreno/antraceno (Fen/Ant) vs fluoranteno/pireno (Flu/Pir) em
mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura (branco) e de Vilamoura para
Tavira (preto).

Para melhor distinguir a origem dos PAHs nos tecidos dos mexilhdes, foram calculadas
outras razdes de isdmeros que permitem distinguir entre PAHs piroliticos com origem
nas combustdes incompletas de combustiveis fosseis dos PAHs piroliticos com origem
na combustdo da biomassa. Tais razdes sdo: Ant/AnttFen; BaA/BaA-+Cris;

IndP/IndP+BPer e Flu/Flu+Pir (Fig. 6.11; Tabelas 6.3 ¢ 6.4).
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A razdo diagnostico Ant/Ant+Fen mostra que os PAHs acumulados nos mexilhdes
transplantados derivam de combustdo de biomassa (Fig. 6.11). Estes resultados estao
em conformidade com o observado na razdo Fen/Ant (Fig. 6.10), que também revelou
predominancia de PAHs piroliticos. Em ambos os locais, a grande maioria das amostras
apresenta valores da razao Flu/Flu+Pir consistente com PAHs emitidos na combustao
incompleta de combustiveis fosseis ou numa mistura de PAHs provenientes da
combustdo de madeira (ou possivelmente conservantes como o creosoto) e/ou carvao,
com apenas uma ocorréncia de PAHs derivados do petréleo (ou combustiveis) nao
queimado (T14). A razdo Ant/Ant+Fen >0,10 corresponde na maioria dos casos a
valores da razdo Flu/Flu+Pir >0,40 suportando a conclusio de que os produtos
piroliticos s3o uma forte componente dos PAHs acumulados pelos mexilhdes, quer
estejam num local menos contaminado, ou num local mais contaminado. A mesma
tendéncia ¢ verificada pelos resultados das razdes BaA/BaA+Cris e IndP/IndP+BPer,
com PAHs resultantes primariamente da combustdo e da combustdo de produtos do
petroleo.

Assim, os PAHs nos tecidos dos mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura e
vice-versa sdo maioritariamente derivados das combustdes incompletas do petrdleo e
seus derivados (Ant/Ant+Fen; BaA/BaA+Cris; IndP/IndP+BPer), apresentando ainda
PAHs petrogénicos (petroleo ndo queimado) e piroliticos derivados da queima de
biomassa (Flu/Flu+Pir). O mesmo tipo de fontes piroliticas (quer derivadas da
combustdo de biomassa/carvao, quer da combustdo de combustiveis fosseis), e
petrogénicas (petroleo, combustiveis ndo queimados), foram determinadas no Cap. 4,

mantendo-se as mesmas fontes de PAHs na costa Sul.
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6.3.3 — Sistema MFO

A concentracdo total de citocromos (CYP450, P418, e Cit bs), ¢ das actividades das
reductases associadas (NADPH-RED e NADH-RED) na frac¢do microssomal da
glandula digestiva de mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura e vice-versa, é
apresentada na Figura 6.12 e Tabela 6.5. A concentragdo de base (dia 0) do CYP450
(Fig. 6.10A) ¢ menor em Tavira (24,1£3,20 pmol/mg prot) do que em Vilamoura
(36,6+5,4 pmol/mg prot), e diminui ao fim da primeira semana (dia 7 - 19,9423
pmol/mg prot) de transplante de Tavira para Vilamoura, aumentando depois até ao dia
28 (37,2 £3,0 pmol/mg prot), com uma taxa de incremento de 0,74 pmol/mg prot/dia
(r=0,94; p<0,05). Quando os mexilhdes regressaram a Tavira a concentracdo total de
CYP450 diminuiu 4% (dia 60: 35,5£1,8 pmol/mg prot) (p<0,05), mas ainda € superior a
concentragdo dos mexilhdes autdctones (dia C60: 24,2+2,7 pmol/mg prot), cujos niveis
sao semelhantes aos iniciais. Contrariamente, nos mexilhdes transplantados de
Vilamoura para Tavira, as concentracdes totais de CYP450 diminuem gradualmente do
dia 0 (36,6£5,4 pmol/mg prot) para o dia 21 (26,6+2,9 pmol/mg prot) (p<0,05), com
uma taxa de 0,48 pmol/mg prot/dia (r=0,97; p<0,05), aumentando depois para o dia 28
(31,5£3,9 pmol/mg prot). No dia 60 os niveis de CYP450 sdo 4% inferiores aos do dia
28, ¢ semelhantes ao dos mexilhdes autoctones (C60: 38,3+4,7 pmol/mg prot). E ainda
de salientar que as concentragdes de CYP450 sdo semelhantes em ambos os
transplantes, excepto no dia 7 em que as concentragdes sdo superiores nos mexilhdes de

Vilamoura.

As concentragdes do pico “418” (P418) (Fig. 6.12B; Tab. 6.5) sdo idénticas em ambos
os locais e ao longo do tempo, embora nos dias 21 e 28 concentragdo nos mexilhdes
transplantados de Tavira para Vilamoura seja superior a dos mexilhdes transplantados

de Vilamoura para Tavira.
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Figura 6.12 - Concentragdo total de citocromo P450 (A), de P418 (B), e actividade da
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estatisticas; Duncan’s test, p<0,05).
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Tabela 6.5 - Concentracao e actividade dos componentes do sistema MFO, nos ensaios de

transplante.
. NADPH-red NADH-red
CYP450 Pa18 Cit b (nmol/min/mg  (nmol/min/mg
(pmo/mg prot) (u.a./mg prot) (pmol/mg prot) prot) prot)
Tavira para Vilamoura
TO 24,132 3,8+04 20,4+ 1,2 14,7+ 0,5 70,5+ 13,8
T7 19,.9+2,3 34+0,8 212+1,5 13,0+ 1,1 62,9+2,1
T14 27,2+3,0 3,8+0,3 22,2+3,6 182+1,3 68,6 9,0
T21 27,0+3,7 5,1+0,8 224+4,1 192+1,5 63,5+3,0
T28 37,2+3,0 5,6+0,6 274+1,5 21,7+2,8 76,3+9,2
T60 355+1,8 34+04 24,4+ 0,4 19,3+1,8 67,3+1,8
TC60 242 +£27 6,4+0,3 25,7+ 1,8 16,0 + 1,1 78,6 £ 1,1
Vilamoura para Tavira
VO 36,6 £5,4 4,5+0,7 14,4+ 1,6 152+1,5 65,9+7,9
V7 31,3+3,9 44+0,5 209+3,4 12,6 £ 0,6 69,2 +4,7
V14 284 +2,7 3,8+0,1 13,9+ 0,4 11,5+1,3 63,7+5,7
V21 26,6 £2.9 2,7+0,6 14,1 £3,2 12,5+1,5 672+74
V28 31,5+3,9 4,7+0,8 19,8 +2,5 14,8+ 1,0 71,3+3,2
V60 299+1,8 6,1 £1,2 16,3+ 1,0 15,6 2,3 66,3 + 6,1
VC60 38,3 +4,7 6,7+0,7 19,5 +4,1 19,3 +4,2 70,7 £ 6,5

O padrao de distribuicdo da actividade da NADPH-citocromo ¢ reductase (NADPH-
RED) (Fig. 6.12C; Tab. 6.5) nos mexilhdes de Tavira transplantados para Vilamoura,
acompanha o padrdo do CYP450 ou seja, mantém-se do dia 0 para o dia 7, aumentando
depois até ao dia 28 para niveis semelhantes, decrescendo de novo quando os individuos
regressam ao local de origem. A actividade da NADPH-RED nos mexilhdes autoctones
¢ semelhante. Quando os mexilhdes sdo transplantados de Vilamoura para Tavira a
actividade da NADPH-RED nao se altera, embora a actividade seja menor nos dias 7,
14 e 21, relativamente aos organismos autoctones (dia C60). Este padrao ¢ semelhante
ao padrdo de CYP450 nos mexilhdes transplantados de Vilamoura para Tavira. De
referir ainda que a actividade da NADPH-RED ¢ semelhante nos dois locais de origem e
¢ superior nos mexilhdes de transplantados de Tavira para Vilamoura nos dias 14, 21 e
28.

A concentragdo de citocromo bs (Fig. 6.12D; Tab. 6.5), ndo apresenta diferencas
significativas nos mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura (entre 20,42+1,17

e 27,36%1,5 pmol/mg prot), nem no transplante inverso (entre 13,9340,45 ¢ 20,94+3,38
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pmol/mg prot), embora haja um aumento nos dias 7 ¢ 28 nos mexilhdes transplantados
de Vilamoura para Tavira. A actividade da NADH-citocromo bs reductase (NADH-
RED) (Fig. 6.12E; Tab. 6.5) dos mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura, e
nos mexilhdes transplantados de modo inverso ndo variou ao longo do tempo, sendo a
actividade desta enzima idéntica em ambos os locais.

Para analisar as alterag¢des verificadas nos componentes do sistema MFO nos mexilhdes
transplantados, foi efectuada a analise dos componentes principais aos dados de ambos
os locais, como se mostra na Figura 6.13. Os eixos 1 e 2 explicam 84% da variancia dos
dados, separando o transplante de Tavira em Vilamoura (T) na zona positiva do eixo 2 e
o transplante de Vilamoura para Tavira (V) na zona negativa. Os componentes do
sistema MFO estdo associados a zona positiva do eixo 1, encontrando-se ainda o
CYP450 na zona negativa do eixo 2 (quadrante inferior direito), mais relacionado com
VC60, e o citocromo bs e a NADH-RED na zona negativa do eixo 2 (quadrante superior

direito), relacionado com os mexilhdes de Tavira.
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Figura 6.13 - Analise dos componentes principais (PCA) dos componentes do sistema MFO na
glandula digestiva de mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura (T) e de Vilamoura
para Tavira (V).
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6.3.4 — Relagéo entre o CYP450 e os hidrocarbonetos

Tal como no Cap. 5, neste Capitulo também se estudou a relagdo entre o citocromo

P450 (e restantes componentes do sistema MFO), analisado na glandula digestiva, ¢ a

concentracdo total de hidrocarbonetos (HAs ¢ PAHs) acumulados nos tecidos dos

mexilhdes, pela andlise de regressdao, nos dois transplantes em simultineo e

separadamente.

Os resultados revelam uma relacdo significativa entre o CYP450 e os TPAH quer

quando sdo usados todos os dados em simultaneo, quer quando se separam os dados por

transplante (Fig. 6.14), mas ndo com a concentracdo de TAlc em qualquer dos casos.

CYP450 = 0,010 TPAH + 20,8
(r = 0,75 p<0,05)
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Figura 6.14 - Relagdo entre a concentracdo de CYP450 e a concentragdo de TPAH, nos
dois transplantes (A), no transplante de Tavira para Vilamoura (B) e no transplante

inverso (C).
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O CYP450 tem ainda uma relagdo positiva com a UCM, mas apenas quando se analisa
os dois transplantes em simultaneo (r=0,59; p<0,05). Das restantes componentes do
sistema MFO, somente a NADPH-red se relaciona com a concentragdao de TPAH, no
conjunto (r=0,78; p<0,05) e nos mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura
(r=0,95; p<0,05), e com os TAlc no transplante de Tavira para Vilamoura (r=0,86;
p<0,05). O citocromo b5 e a NADH-red nao se relacionam com os hidrocarbonetos, em

nenhuma das situagoes.

De modo a avaliar qual dos PAHs individuais tem maior influéncia na concentragao de
CYP450 utilizou-se a analise CCA, na qual os hidrocarbonetos HAs e PAHs individuais
sdo expressos em termos de propor¢do da concentragdo total, utilizando-se os TAlc e os
TPAH em separado (Fig. 6.15 A e B) e em conjunto (Fig. 6.15 C), considerando os dois
transplantes em simultaneo.

No primeiro caso (eixo 1 e 2 explicam 81% da variancia dos dados) (Fig. 6.15 A), os n-
alcanos de elevado peso molecular (C24-C36) e o transplante de Vilamoura para Tavira
(eixo -1) sdo separados dos isoprenoides e n-alcanos de peso molecular menor (C14-
C23) e do transplante de Tavira para Vilamoura, que se projectam no eixo (+1). O
CYP450 e o P418 sdo superiores nos dias VO e VC60, enquanto que a NADPH-red
apresenta actividades superiores no dia T28 ¢ VC60, relacionando-se com os n-alcanos
de elevado peso molecular, tal como no Cap. 5.

Quando se analisa s6 os PAHs individuais (eixos 1 e 2 explicam 70% da variancia) (Fig.
6.15 B), ha também uma separacdo entre os transplantes, projectando-se o transplante
de Tavira para Vilamoura no eixo (+2) e o inverso no eixo (-2). O incremento da
concentragdo de PAHs piroliticos de 4, 5 e 6 anéis nos mexilhdes de Tavira

transplantados para Vilamoura projecta os pontos T14, T21 e T28 no quadrante superior
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Figura 6.15 - Anélise canonica de correspondéncia (CCA) entre os componentes do
sistema MFO e as concentragdes individuais de hidrocarbonetos n-alcanos (A), PAHs
(B) e os dois tipos de hidrocarbonetos em simultaneo (C), considerando ambos os
transplantes. (hidrocarbonetos como proporcao do total; legenda dos compostos como

nas Tab. 6.1 ¢ 6.3).
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Figura 6.15 (Continuagdo) - Analise candnica de correspondéncia (CCA) entre os
componentes do sistema MFO e as concentragdes individuais de hidrocarbonetos n-
alcanos (A), PAHs (B) e os dois tipos de hidrocarbonetos em simultineo (C),
considerando ambos os transplantes. (hidrocarbonetos como proporgédo do total; legenda dos
compostos como nas Tab. 6.1 e 6.3).

direito, relacionado também com o incremento da concentragdo de citocromo bs e da
actividade da NADH-red. O CYP450 relaciona-se com o aumento dos PAHs de elevado
peso molecular, principalmente o BbF, BbK e o BaP cujas concentracdes individuais
sdo superiores nos dias V60 e VC60 relativamente aos dias T60 e TC60.

Quando se analisam os hidrocarbonetos em simultaneo (Fig. 6.15 C) (os eixos 1 e 2
explicam 67% da variancia dos dados), verifica-se que a projec¢dao dos n-alcanos e dos
PAHs individuais ¢ idéntica, na qual também se mantém a separagdo do dois

transplantes.
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6.4 - DISCUSSAO

Mexilhdes de um local considerado relativamente limpo (Tavira) foram colocados num
local contaminado (Vilamoura), durante um més, com recolhas semanais. No final deste
periodo, procedeu-se a recolocacdo de um outro conjunto de mexilhdes no local de
origem, que foi recolhido um més depois (dia 60). Durante este periodo de 60 dias,
foram recolhidos mexilhdes autoctones (dois controlos), um no dia 0 e outro no final do
ensaio (C60). O transplante inverso foi executado de igual modo, com mexilhdes de
Vilamoura transplantados para Tavira.

A concentragdo de hidrocarbonetos do petrdleo TAlc, UCM e TPAH analisados nos
tecidos dos mexilhdes transplantados de Tavira e de Vilamoura no inicio ¢ no fim do
ensaio (dias 0 e C60) sdo da mesma ordem de grandeza das concentragdes de TAlc,
UCM e TPAH detectadas nos mexilhdes desses locais ao longo do estudo anual e
temporal (Cap. 3 e 4), mas apresentam uma tendéncia decrescente. Este decréscimo dos
niveis de hidrocarbonetos acumulados nos tecidos dos mexilhdes, parece reflectir uma
melhoria generalizada das condicdes ambientais na costa Sul. No entanto, as
concentragdes de hidrocarbonetos do petréleo acumuladas nos mexilhdes sdo superiores
em Vilamoura relativamente a Tavira (p<0,05), como também ocorrido anteriormente,
indicando que Vilamoura continua a ser o local mais contaminado por hidrocarbonetos

do petroleo (Cap. 3 e 4).

TAlc e UCM

Durante as quatro semanas de transplante, a concentragcao de hidrocarbonetos alifaticos
(Fig. 6.1A) nos mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura apresentam um

aumento crescente tanto dos n-alcanos pares como dos impares (Tab. 6.1, Fig. 6.2),
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atingindo dia 28 uma concentracao 6 vezes superior a concentragao inicial, embora os n-
alcanos pares e os isoprenoides, caracteristicos de fontes petroliferas, tenham maior
incremento, com o consequente decréscimo do CPI. Apesar da alteracao do perfil dos n-
alcanos indicando fontes petrogénicas, houve também um aumento de n-alcanos
impares (C17, C27 e C29). Estes n-alcanos sao considerados biogénicos, uma vez que o
C17 ¢ tipico de n-alcanos sintetizados por fitoplancton, enquanto que os n-alcanos C27
e C29 sio sintetizados pelas plantas superiores terrestres (Wetzel e van Vleet, 2004). Os
n-alcanos marinhos e terrestres podem ser acumulados através das microalgas e das
particulas que os mexilhdes filtram para a sua alimentag@o. Assim, quando os mexilhdes
de um local menos contaminado (Tavira) sdo transplantados para um local mais
contaminado (Vilamoura) hd um aumento dos niveis de hidrocarbonetos totais (com
uma taxa de 0,39 pg/g/dia) com uma alteragdo no perfil dos n-alcanos individuais para
perfis que se assemelham aos perfis tipicos de Vilamoura (petrogénicos com inputs
marinhos). Os niveis de UCM nos mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura
também aumentam até ao dia 28 (com uma taxa de incremento de 2,4 pg/g/dia),
atingindo concentracdes cerca de 4,4 vezes superiores as iniciais, indicando a presenca
de Oleos/petroleo degradados. A propor¢do UCM/TAlc nestes organismos ¢€
relativamente baixa, indicando fontes recentes de hidrocarbonetos, com degradagdo
ambiental relativamente baixa. Os resultados obtidos neste ensaio de transplante estdo
de acordo com um transplante realizado no mar Adriatico em que mexilhdes M.
galloprovincialis foram colocados nos canais de Veneza durante 3 semanas, tendo-se
verificado um aumento generalizado das concentragdes de hidrocarbonetos alifaticos
totais (7 vezes superiores aos niveis de base), principalmente dos n-alcanos pares de
elevado peso molecular, e CPI préximo da unidade (petréleo e produtos petroliferos),

cujo perfil individual se assemelhava com o perfil registado nos sedimentos (Wetzel e
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van Vleet, 2004). Durante o periodo de recuperagdo a concentracao de TAlc e UCM nos
mexilhdes de Tavira transplantados para Vilamoura e recolocados de novo em Tavira
(dia 60) mostra uma diminuicdo do teor em hidrocarbonetos de 40 e 60%,
respectivamente, indicando uma rapida eliminacdo dos hidrocarbonetos acumulados
para niveis semelhantes aos dos mexilhdes autdctones, mantendo algumas
caracteristicas dos mexilhdes provenientes de Vilamoura e adquirindo novamente

caracteristicas do local de origem.

No que diz respeito aos mexilhdes transplantados de Vilamoura para Tavira, a
concentragdo de TAlc e UCM decrescem respectivamente 0,57 e 2,6 pg/g/dia, (Fig. 6.1)
até atingir no dia 21 cerca de metade da concentragdo inicial (p<0,05). Assim, ao serem
colocados num ambiente com menores niveis de hidrocarbonetos, os mexilhGes de
Vilamoura reduzem os teores de TAlc e UCM acumulados nos seus tecidos. Resultados
de recuperagdo semelhantes foram descritos por Orbea et al. (2000) e por Da Ros et al.
(2000) em transplantes de mexilhdes de locais contaminados para locais mais limpos, na
Baia da Biscaia e na Lagoa de Veneza. Embora o aumento de TAlc e UCM no dia 28
nos mexilhdes de Vilamoura colocados em Tavira pareca indicar que houve um
aumento da concentragdo ambiental de hidrocarbonetos do petréleo em Tavira nesta
semana, esse aumento ndo se veio a observar nos individuos de Tavira autdctones
recolhidos no dia 60 (C60). De facto, o ensaio de transplante decorreu entre Junho e
Agosto, periodo de maior actividade néutica costeira (podendo aumentar a concentragao
de hidrocarbonetos na dgua, sedimentos e organismos). Nesta estagdo do ano podem
ocorrer posturas ocasionais, que podem levar a diminui¢do de hidrocarbonetos nos
tecidos. Relativamente a distribuicdo dos n-alcanos individuais e isoprenoides (Tab. 6.2;
Fig. 6.4), os mexilhdes de Vilamoura transplantados para Tavira apresentam na segunda

semana de transplante um predominio de n-alcanos de elevado peso molecular (C26-
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C33), essencialmente C27, C29 e C31, caracteristicos de plantas superiores terrestres.
Esta predominancia repete-se no dia 28, existindo um aumento dos n-alcanos pares
(entre o C22 e o C30), indicadores de fontes petrogénicas, que também se reflecte no
valor de CPI, que aumenta (do dia 21 para o dia 28) para valores préximos da unidade
(CPI=1 para oleos/petroleos). A razao C17/C29 nos mexilhdes transplantados de
Vilamoura para Tavira ¢ sempre inferior a 1, confirmando um contributo maior de n-
alcanos biogénicos terrestres (C29) do que marinhos (C17). Assim, para além da
diminui¢do das concentracdes totais de TAlc ¢ UCM nos tecidos dos mexilhdes
transplantados de Vilamoura para Tavira, parece também existir uma mudanga na
assinatura de n-alcanos, nomeadamente dos compostos com origem nas plantas
superiores terrestres.

O comportamento diferente entre os dois transplantes é visivel na analise CCA (Fig.
6.4) efectuada ao conjunto de dados obtido, que separa os dois transplantes em zonas
distintas, quer devido a diferenga entre as concentragdes de TAlc entre os mexilhdes de
Tavira e os de Vilamoura, quer devido a distribui¢do dos n-alcanos e as razdes e indices
calculados. De facto, os n-alcanos de baixo peso molecular e os isoprenoides sdo
projectados no eixo (+1), com a maioria dos mexilhdes transplantados de Tavira para
Vilamoura, enquanto que os de elevado peso molecular se projectam no eixo (-1), com o

transplante dos mexilhdes de Vilamoura para Tavira.

PAHSs

A concentracdo de TPAH nos mexilhdes de Tavira transplantados para Vilamoura
aumentou a partir da primeira semana de ensaio, com uma taxa de incremento de 65,7
ng/g/dia, atingindo concentragdes cerca de 4 vezes superiores as do dia 0 no dia 28.

Durante este periodo, o perfil individual dos PAHs modificou-se, com o aumento de
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PAHs de 4, 5 e 6 anéis, tipicos da combustdo de produtos do petrdéleo em detrimento
dos PAHs de 2 e 3 anéis, tipicos de petroleo e produtos petroliferos ndo queimados. As
concentragdes de acenaftileno, acenafteno e fluoreno diminuiram durante as primeiras
trés semanas, voltando a aumentar no dia 28, enquanto que as concentragdes de
fenantreno e antraceno se mantém inalteradas durante o transplante. Por outro lado,
houve uma acumulagdo de PAHs de peso molecular superior como o fluoranteno, o
benzo(a)antraceno e o criseno, que atingem a concentragdo maxima no dia 28, e ainda
um aumento de PAHs de 5 e 6 anéis (do dia 21 ao 28), essencialmente devido ao
aumento da concentracdo de BDbF, BPer e IndP. Este tipo de alteragdes, nas
concentragdes totais ¢ nos perfis de distribuicdo dos PAHs individuais, foram também
encontradas por Wetzel e van Vleet (2004) no transplante de mexilhdes M.
galloprovincialis efectuado no mar Adriatico para os canais interiores de Veneza, que
indicam a presenca de PAHs petrogénicos ¢ maior acumulagdo de PAHs piroliticos,
provenientes do intenso trafego maritimo. Damiens et al. (2007) e Fabri et al. (2006)
detectaram resultados semelhantes, respectivamente em transplantes de mexilhdes de
um local limpo da Baia de Cannes para um mais contaminado, ¢ de um local limpo no
Mar Adriatico para a laguna costeira de Pialassa Baiona (Ravenna, Itdlia) contaminada
com PAHs piroliticos. De modo idéntico, mexilhdes de um local limpo transplantados
na Baia da Biscaia para locais mais contaminados durante 3-6 semanas, verificou-se um
aumento nas concentragcdes de PAHs nos tecidos dos mexilhdes transplantados (Orbea
et al., 2000). Por outro lado, na Baia de Hong Kong também se verificou um aumento
da concentragdo de TPAHs em mexilhdes Perna viridis transplantados de um local
remoto para locais contaminados com hidrocarbonetos (Cheung et al., 2001), embora a
distribuicdo individual de PAHs nao tenha sido estudada. Os niveis de TPAH

acumulados neste periodo de tempo diminuiram 27% quando os mexilhdes foram
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recolocados no local de origem, mostrando sinais de recuperagdo, sendo no entanto a

depuracdo mais lenta que a acumulagao.

Relativamente aos mexilhdes transplantados de Vilamoura para Tavira, as
concentragdes de TPAH diminuem do dia 0 para o dia 21, com uma taxa de 28,6
ng/g/dia indicando uma eliminagdo dos PAHs quando sdo colocados num local mais
limpo, como também verificado por Orbea et al (2000) em mexilhdes M.

galloprovincialis transplantados na Baia da Biscaia.

De um modo semelhante, quando mexilhdes Geukensia demissa foram transplantados
de um local cronicamente contaminado com produtos do petréleo para um local mais
limpo, verificou-se uma diminui¢do de TPAH nos tecidos dos mexilhdes, acompanhada
de uma melhoria das taxas de crescimento e de filtracdo, mas ndo no indice de condicao
(Culbertson et al., 2008). Quanto ao perfil individual de PAHs, este ndo se altera
durante as primeiras 2 semanas de transplante, embora se verifique um aumento das
concentragdes de PAHs de baixo peso molecular, caracteristicos de fontes petroliferas,
nomeadamente o acenafteno, fenantreno e antraceno. Contrariamente, as concentracoes
de BaA e do Cris diminuem ao longo do transplante, enquanto que os PAHs de 5 anéis
atingem valores mais elevados no dia 28. Os PAHs de 6 anéis estdo presentes em
concentragdes muito reduzidas, diminuindo ao longo do tempo. Parece portanto que nos
mexilhdes transplantados de Vilamoura para Tavira, além de se verificar uma
eliminagdo nos niveis de TPAH, o perfil de distribuicdo individual também se altera,
como verificado para a distribuicdo dos n-alcanos, com o aumento de PAHs de baixo
peso molecular caracteristico de Tavira, e progressiva diminuicdo dos PAHs de elevado
peso molecular (4, 5 e 6 anéis), essencialmente piroliticos, caracteristicos de Vilamoura.
Vilamoura ¢ o local onde se situa a maior marina de recreio do Algarve, com intenso

trafego principalmente no Verdo, apresentando os mexilhdes deste local elevadas
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proporcdes de PAHs de origem na combustao do petroleo, e caracteristicos de produtos
petroliferos ndo queimados (gasolina, gasdleo). Contrariamente, em Tavira existe um
pequeno porto de pesca e embora se verifique um aumento das actividades nauticas no
Verao com aumento de PAHs piroliticos, os PAHs de baixo peso molecular representam
uma parte significativa dos PAH totais. Ao transplantar mexilhdes de Vilamoura (mais
contaminado) para Tavira (mais limpo), verificou-se uma alteragao gradual do perfil de
distribui¢do dos PAHs individuais, de pirolitico com inputs petrogénicos, para um perfil
com caracteristicas piroliticas mais suaves ¢ maior propor¢do petrogénica (6leos e
combustiveis). Quando os mexilhdes transplantados de Vilamoura para Tavira sdo
recolocados em Vilamoura novamente (V60), verifica-se uma acumulagdo de TPAH

cuja concentragao ¢ 17% superior a registada no final do periodo de transplante.

Assim, parece que a taxa de acumulacdo de TPAH (Tavira para Vilamoura) ¢ superior a
taxa de eliminag¢do (Vilamoura para Tavira). Durante o periodo em que os mexilhdes
voltaram para os locais de origem, houve elimina¢do dos teores acumulados (Tavira).
Em geral, as taxas de acumulacdo de TPAH em mexilhdes é rapida, enquanto que a
cinética de eliminagdo ¢ lenta e pode demorar semanas ou meses, dependendo tanto de
factores bioticos como abioticos (Neff, 2002). Num estudo efectuado com mexilhdes
Mytilus edulis transferidos de um local limpo para um local contaminado com PAHs e
de novo para o local original, os mexilhdes foram capazes de eliminar até cerca de 90%
dos hidrocarbonetos aromaticos acumulados nos tecidos. No transplante inverso (mais
contaminado para mais limpo) a depura¢do somente atingiu os 40-50% (DiSalvo et al.,
1985). Os autores concluem que a exposi¢do cronica a produtos do petroleo pode
prejudicar irreversivelmente a sua capacidade de depuragdao. Do mesmo modo Francioni
et al. (2007) verificaram um decréscimo de 75% da concentracdo de TPAH apos trés

meses de transplante de mexilhdes Perna viridis de um local contaminado na Baia de
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Guanabara (Rio de Janeiro), para um local ndo contaminado, enquanto que no
transplante inverso, a concentracao de TPAH aumentou para niveis trés vezes superiores
aos iniciais, onde ocorreu também a alteragdo dos perfis individuais de PAHs, de

caracteristicas petrogénicas para piroliticas.

Sistema MFO

De um modo geral a concentragdo e a actividade dos componentes do sistema MFO
estdo de acordo com as determinadas no Cap. 5 e as referidas na bibliografia, tanto para

locais relativamente limpos, como para locais contaminados.

Nos mexilhdes transplantados de Tavira para Vilamoura (Fig. 6.12) registou-se um
aumento de 64% da concentragdo de CYP450 do inicio ao fim do ensaio (dia 28), com
uma taxa de 0,75 pmol/dia, confirmando a inducdo deste sistema na presenca de
hidrocarbonetos, e a capacidade de resposta por parte dos mexilhdes ao aumento da
contaminacdo ambiental. A concentragdo de CYP450 apresenta uma relagdo
significativa com a concentragdo de TPAH (Fig. 6.14) e parece estar mais relacionada
com os N-alcanos e PAHs de elevado peso molecular (Fig. 6.15). Na bibliografia ndo
foram encontrados estudos relativos a variagdo do CYP450 em estudos de transplante,
mas Forlin et al. (1996) verificaram um aumento 2 a 3 vezes superiores da actividade da
enzima benzo(a)pireno hidroxilase (BPH) (mediada pelo CYP450) em mexilhdes M.
edulis transplantados de um local limpo (Ilhas Faroe) para um local contaminado com
PAHs (Skagerrak, Mar do Norte), simultdneo ao aumento dos teores totais de PAHs
para concentragcdes 2,5 vezes superiores. Do mesmo modo Shaw et al. (2002)
verificaram o aumento dos niveis da proteina CYP1A (1,4 vezes) e de dano ao DNA

(1,2 vezes) no Reino Unido, em mexilhdes M. edulis transplantados de Port Quin (local
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de referéncia) para New Brighton (local urbano/industrial com niveis elevados de PAHs

e PCBs) ap6s 13 semanas.

Nos mexilhdes transplantados de Vilamoura para Tavira registou-se um decréscimo da
concentragdo de CYP450 durante os 28 dias de ensaio, com uma taxa de 0,47 pmol/dia,
consistente também com o decréscimo da concentragdo de hidrocarbonetos, indicando
uma adaptacdo do sistema a niveis menores de contaminac¢do. Neste ensaio, também se
regista uma relacdo significativa entre a concentragdo de CYP450 e a concentracdo de
TPAH (Fig. 6.14), tal como verificado anteriormente ¢ no Cap. 5, assim como a

associac¢do a hidrocarbonetos de elevado peso molecular (Fig. 6.15).

O citocromo bs, contrariamente as restantes componentes do sistema MFO, esta
principalmente relacionado com a oxidagdo de varios substratos endogenos (Solé et al.,
1995), pelo que as diferencas observadas relativas a este pardmetro podem estar
relacionadas com o estado metabodlico e/ou hormonal dos individuos, ou alteracoes
provocadas pela deslocacdo para locais diferentes. Os mexilhdes transplantados de
Tavira para Vilamoura apresentam um ligeiro aumento da concentracao de citocromo bs
ao longo do tempo, sendo quase sempre superior a concentracdo nos mexilhdes do
transplante inverso (Fig. 6.12 D) embora em nenhum dos casos tenha havido uma
relacdo significativa com os teores de hidrocarbonetos nos tecidos. A oscilacdo
verificada pode por isso estar relacionada com factores abidticos ou intrinsecos ao
metabolismo de compostos endogenos. O aumento da actividade da NADPH-citocromo
Cc reductase com o aumento da concentracdo de PAH estd bem documentado na
bibliografia (Porte et al., 1991; Solé et al., 1995; Porte et al., 2000) e foi verificado
também no Cap. 5. A actividade da NADPH-RED parece ser induzida nos mexilhdes de

Tavira colocados em Vilamoura, tal como o CYP450, enquanto que no transplante
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inverso ndo sofreu alteragdes significativas. Ao longo do transplante cruzado, a

actividade da NADH-red ndo é afectada.

6.5 — CONCLUSOES

Quando transplantados de um local mais limpo para um local contaminado, os
mexilhdes acumulam hidrocarbonetos alifaticos e UCM que podem atingir,
respectivamente, concentracdes 6 a 4 vezes superiores a concentracdo de base,
diminuindo depois em 40 ¢ 60%, respectivamente, quando sdo colocados no local de
origem. Por outro lado, os mexilhdes eliminam os teores de hidrocarbonetos
acumulados nos tecidos quando transferidos de um local contaminado para um local

limpo, podendo o decréscimo atingir cerca de 50% da concentracdo de base.

O perfil individual da distribuicdo de n-alcanos altera-se consoante o ensaio, havendo
um incremento de n-alcanos pares e biogénicos marinhos nos mexilhdes de Tavira
transplantados para Vilamoura (C17/C29 >1) e um incremento de n-alcanos terrestres
no transplante inverso (C17/C29 <1). A razdo UCM/TAlc em ambos os ensaios revela
contaminagdes recentes, de origem petrolifera (CPI = 1) com degradagdao ambiental
reduzida dos n-alcanos lineares relativamente aos ramificados (C17/Pris e C18/Fit < 1)

indicando a presenga de cronica de 6leo/petrdleo.

Os niveis de TPAH aumentam nos mexilhdes de Tavira transplantados para Vilamoura
cerca de 4 vezes diminuindo 27% depois de um periodo de um més no local de origem.

No ensaio inverso regista-se a diminui¢do dos teores de TPAH para niveis cerca 2,5
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vezes menores, que depois de um més no local de origem atingem uma concentracao
semelhante a inicial. Assim, a acumulacdo de PAHs ¢ também mais rapida que a sua

depuracao, tal como ocorrido para a frac¢do alifatica.

O perfil da distribuicao individual dos PAHs também sofre oscilagdes, com o
incremento de PAHs piroliticos de 4, 5 e 6 anéis nos mexilhdes transplantados de Tavira
para Vilamoura, e o aumento da concentragdo de PAHs petrogénicos de 2 e 3 anéis nos
mexilhdes do transplante inverso. As razdes diagndstico revelam PAHs petrogénicos e
piroliticos em ambos os ensaios, provenientes respectivamente de petrdleo/dleo nio

queimado e derivados da combustdo incompleta de combustiveis e da biomassa.

Durante os ensaios de transplante houve indugdo da concentragdo de CYP450 quando
os mexilhdes sdo colocados num local mais contaminado, atingindo niveis 1,5 vezes
superiores aos iniciais, comprovando a capacidade do CYP450 em ser utilizado como
biomarcador de exposi¢do a este tipo de compostos organicos. O decréscimo da
concentragdo de CYP450 no transplante inverso (mais contaminado para mais limpo)
indica uma regulacdo do sistema para niveis considerados basais, resultante de uma

menor exposi¢do a hidrocarbonetos.
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7 - DISCUSSAO FINAL
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O impacto de uma maré negra nos ecossistemas depende em grande medida se decorre
em mar aberto ou na zona costeira. As varidveis ambientais (vento, ondulagdo,
correntes, etc) e as caracteristicas do produto derramado alteram o comportamento da
mancha ao longo do tempo, ocorrendo a evaporagdo quase total dos hidrocarbonetos
mais leves nas primeiras horas, tornando a mancha mais espessa, com tendéncia a
emulsificar e sedimentar. Os efeitos de um derrame perduram no tempo, mesmo quando
existem sinais de recuperagdo ambiental dos ecossistemas, na medida em que os
hidrocarbonetos sdo compostos cujas caracteristicas (baixa solubilidade, elevada
lipoficidade, etc) os tornam persistentes. Mesmo existindo em quantidades reduzidas
sdo passiveis de se virem a acumular nos tecidos dos organismos, causando danos
imediatos e a longo prazo. Muitos hidrocarbonetos, como os PAHs sio

reconhecidamente toxicos, cancerigenos e mutagénicos.

Portugal, devido a sua situagdo geografica, apresenta um risco consideravel de polui¢ao
maritima e costeira, devido a circulagdo de e para o Mediterraneo, Norte da Europa,
Africa e América (Fig. 1.5; Cap. 1), tendo-se registado no mar territorial ¢ ZEE cerca de
700 acidentes (dos quais 25% tém origem desconhecida) (Fig. 1.6), e desses 82
ocorreram na costa do Algarve entre 1990 e 2003 (Fig. 1.7; Cap. 1); mais de metade
tiveram lugar especificamente em portos devido a operagdes com navios (CCDRA,
2004; Monteiro e Gouveia, 2005). As fontes cronicas de contaminacao também se
fazem sentir, devido as actividades portuarias (navegagao, estaleiros, abastecimento de
postos de combustivel, etc), portos de abrigo, residuos urbanos e industriais,
escorréncias pluviais e ribeirinhas, deposicdo atmosférica, e naturais (incéndios

florestais).

Nos ultimos anos tem havido uma maior atencao na necessidade de detectar e avaliar os

efeitos adversos dos poluentes nos organismos expostos a diferentes niveis de
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contaminag¢do. O uso integrado de analises quimicas de contaminantes e das respostas
bioquimicas nos organismos, pode fornecer informacdo acerca do destino destes
compostos a partir do momento em que entram no organismo (biotransformagao,
acumulagdo, metabolismo, etc), e tem sido utilizado na avaliacdo do impacto da
polui¢do no ambiente aquatico (Livingstone et al., 1990; Porte et al., 1991; Solé, 2000

a; Porte et al., 2001 a).

O primeiro passo no metabolismo de compostos do petroleo, como os PAHs, ¢ mediado
pelo sistema monoxigenase de funcdo mista (MFO), responsavel pelas reacgdes de
biotransformacao da fase I, no qual o citocromo P450 (CYP450) introduz um atomo de
oxigénio aos PAHs, para os tornar mais excretaveis. Pelo facto da concentragdo do
CYP450 e da actividade da sua isoforma CYP1A1 (BPH e EROD) poderem ser
induzidas na presenca de petroleo/dleo e derivados, quer em laboratdrio (Livingstone et
al., 1985, 1997; Michel et al., 1993, 1994), quer ap6s derrames de petroleo (Solé et al.,
1996; Porte et al., 2000 b; Monteiro et al., 2006), quer em estudos de campo (Porte et
al., 2001 a,b; Livingstone et al., 1995; Peters et al., 1999; Shaw et al., 2004; Coimbra et
al., 2004), foi proposto usar este sistema de desintoxicagdo como um biomarcador de
exposicao a hidrocarbonetos, de modo a avaliar o impacto destes contaminantes nos
organismos marinhos (Rattner, et al., 1989; Cajaraville et al., 2005). No entanto, nos
estudos de campo, a influéncia sazonal dos parametros abidticos (temperatura,
salinidade, oxigénio dissolvido, etc) assim como dos factores bidticos (reproducao,
idade, disponibilidade de alimento), pode tornar a interpretacao dificil, sendo a
caracterizagdo sazonal destas varidveis uma mais valia na validacdo do uso destes

biomarcadores.

Nesta dissertacdo foi estudado o impacto dos hidrocarbonetos do petréleo em mexilhdes

M. galloprovincialis recolhidos em oito locais da costa Sul de Portugal com diferentes
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graus de contaminagdo, pelo uso integrado de analises quimicas da sua concentragao
com a resposta bioquimica do sistema MFO. Foi estudada a variagdo sazonal, espacial e
temporal da frac¢ao alifatica (Cap. 3) e aromatica (Cap. 4) dos hidrocarbonetos e a
resposta bioquimica resultante (Cap. 5). No Cap. 6 foi efectuado um transplante cruzado
de modo a estabelecer relagdes de causa-efeito entre a acumulacdo e depuragdo dos

hidrocarbonetos ¢ a resposta bioquimica.

A variagdo sazonal e espacial da concentracio de hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos nos tecidos dos mexilhdes da costa Sul de Portugal permitiu discriminar
locais onde os teores sdo comparaveis a concentragdes detectadas em zonas
consideradas limpas, pouco urbanizadas ou de lazer, com niveis basais de
hidrocarbonetos (Hermida-Ameijeiras, 1994, 1995; Amodio-Cocchieri e Cirillo, 2003),
até zonas consideradas moderadamente ou muito afectadas por hidrocarbonetos, quer
devido a contaminagdes cronicas, como no porto de Leixdes (Lima et al., 2007), ou na
Lagoa de Veneza (Westzel e Van Vleet, 2004) ou apds derrames de petroleo (Solé et al.,

1996; Porte et al., 2000 b; Carro et al., 2006) (Tab. 1.3; Cap. 1).

Os niveis de UCM detectados nos tecidos dos mexilhdes sdo cerca de 16 vezes
superiores aos de TAlc, tendo ambos um padrao semelhante, enquanto que os niveis de
TPAH sdo uma ordem de grandeza inferior, representando cerca de 1% da concentragdo
total de hidrocarbonetos (THC = TAlctUCM+TPAH). Embora a frac¢do aromatica seja
muito menor que a alifatica, a concentragdo de TPAH ao longo da costa ¢ considerado
elevado a muito elevado (Baumard et al., 1998d) e ¢ superior nos locais ¢ meses em que
a concentracdo dos HAs ¢ também superior. Ao longo do tempo, os niveis médios de
TAlc aumentam em todos os locais, atingindo o maximo no Inverno III (Fig. 3.9),

apresentando depois concentragdes inferiores no Verdo seguinte (Verdo de 2004, dia
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zero dos ensaios de transplante). Quanto a UCM e aos TPAH, os teores decrescem com
o tempo (Fig. 3.9; 4.11) para niveis minimos de TPAH no Verao de 2004. Considerando
que nos petroleos os hidrocarbonetos saturados podem representar mais de 70% dos
constituintes e considerando o numero de acidentes ocorridos na costa Portuguesa (Fig.
1.6 e 1.7; Cap. 1), os niveis de hidrocarbonetos alifaticos detectados nos tecidos dos

mexilhdes reflectem contaminagdes cronicas e persistentes.

Espacialmente, VM e OL (por vezes também LG e PT) s@o os locais com concentragdes
mais elevadas de hidrocarbonetos (HAs (Fig. 3.2; 3.5; 3.9) e PAHs (Fig. 4.2; 4.11),
associado as actividades dos portos e marinas com trafego maritimo acentuado,
enquanto que FR e TV sdo os locais com niveis menores de contaminagdo, podendo ser
considerados basais. SG, LG, PT apresentam niveis de hidrocarbonetos por norma
moderados. Em VRSA, os teores de HAs no Inverno II (cerca de 8,5 vezes superiores
aos valores medianos de TAlc e 12 vezes superior a mediana de UCM), talvez se deva a
situacdes anormais de pluviosidade, com consequente aumento do caudal do Rio
Guadiana e/ou a algum tipo de derrame ocorrido neste periodo.

A variagao sazonal da concentra¢dao de hidrocarbonetos ¢ maior no Outono e Invernos
(I, I e III) relativamente a Primavera ao Verdo (Fig. 3.1; 3.4; 4.1), e pode estar
associado ao aumento dos caudais dos rios, escorréncias urbanas e deposi¢ao
atmosférica. A razdo UCM/TAlc revela contaminagdes mais antigas no Inverno I
(UCM/TAIc > 20) até contaminagdes recentes (Inverno III e Verao de 2004 (dia zero,
transplantes)) (UCM/TAlc < 10), em que a degradagdo ambiental foi menor.

Em geral a distribui¢do individual dos n-alcanos impares e pares, nos tecidos dos
mexilhdes ¢ homogénea, apresentando valores de CPI < 1, indicando uma origem

essencialmente petrogénica da contaminacao. Resultados semelhantes foram detectados

em mexilhdes de Veneza (Wetzel e van Vleet, 2004) e da Galiza (Porte et al., 2000 ab;
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Carro et al., 2006). Por outro lado, os n-alcanos podem ter origem biogénica, sendo os
n-alcanos impares C15 ao C17 considerados de origem marinha e os n-alcanos C27,
C29 e C31 considerados de origem terrestre (plantas superiores). Estes n-alcanos
foram detectados na maioria das amostras, por vezes em concentragdes consideraveis,
originando CPI >1, mas a sua assinatura ¢ sobreposta pela assinatura petrogénica. Inputs
biogénicos para a concentragdo total de n-alcanos foram também detectados noutros
estudos (Carro et al., 2006). A origem biogénica (CPI >1) apresenta caracteristicas
marinhas na Primavera e Verdo (C17/C29 >1) em SG, FR e OL e caracteristicas
terrestres no Outono e Inverno (I, II e III) (C17/C29 <1) (SG, FR, TV e VRSA),
possivelmente relacionadas com fenomenos de upwelling e escorréncias terrestres,

respectivamente.

No que diz respeito a distribui¢do individual da concentragdo dos PAHs ao longo da
costa e do periodo estudado, os mexilhdes acumulam preferencialmente os compostos
de 4 anéis, que podem atingir em média cerca de 66% do total acumulado (Fig. 4.3 e
4.12), sendo o BaA o PAHs principal na maioria das amostras. Estes PAHs, embora
presentes em quantidades menores nos petroleos, t€ém também origem na combusttdo
incompleta dos combustiveis fosseis ou da combustdo de biomassa, que conjuntamente
com os PAHs de elevado peso molecular de 5 e 6 anéis, conferem um perfil pirolitico
aos PAHs acumulados. Os PAHs de baixo peso molecular (2 e 3 anéis) estdo também
presentes, sendo o acenafteno o principal. Os compostos de 2 e 3 anéis sdo geralmente
considerados petrogénicos, e estdo presentes nos petrdleos/6leos em maior propor¢ao
que os restantes. Por serem mais soliiveis estdo mais biodisponiveis para acumulagao,
mas também por se evaporarem mais rapidamente podem nao estar presentes, o que foi
reflectido na proporcao destes compostos nos tecidos dos mexilhdes (em média cerca de

17% do total de PAHs). Por outro lado, os PAHs mais soluveis s3o mais facilmente
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eliminados pelos moluscos bivalves que os de elevado peso molecular, dado que os
primeiros podem ser eliminados através de eliminagdo passiva enquanto que os
segundos necessitam de metabolizacdao prévia de modo a serem eliminados dos tecidos
(Neft, 2002). No Inverno III a propor¢ao de PAHs de 2+3 anéis aumentou em todos os

locais, excepto em FR, onde os PAHs de 5+6 anéis sao predominantes.

As razdes de diagnostico entre pares de isomeros de PAHs indicam a existéncia de
fontes petrogénicas e piroliticas de PAHs, em toda a costa e ao longo do tempo (Fig.
4.8;4.9; 4.14 e 4.15). VM o OL apresentam caracteristicas maioritariamente piroliticas
e FR e TV maioritariamente petrogénicas. A analise comparativa com assinaturas tipo
(Fig. 4.10 e 4.16) revelou que as fontes de PAHs para o meio marinho podem ser
derivadas das actividades domésticas, do trafego maritimo e actividades portudrias,
queima de biomassa proveniente dos incéndios e da utilizagdo de carvao e lenha, e de
produtos de petroleo ndo queimado, proveniente de derrames nas zonas portudrias. As
correntes oceanicas ¢ o elevado trafego marinho e costeiro (Fig. 1.5) podem também

contribuir para as elevadas concentragcdoes de PAHs detectadas nos organismos.

Tendo-se analisado a variagdo sazonal e espacial da concentracgdo total e individual dos
hidrocarbonetos, no Capitulo 5 foram avaliadas as respostas do sistema MFO, de modo
a estabelecer uma relacdo entre os contaminantes € a capacidade metabolica dos

mexilhodes.

A concentragdo e actividades dos componentes do sistema MFO sdo da mesma ordem
de grandeza dos detectados noutros locais, quer sejam zonas onde a contaminagdo ¢
considerada basal ou baixa, como em locais onde a concentragdo de hidrocarbonetos €
elevada (Tab. 1.5; Cap.1). Os componentes do sistema MFO mostram uma dependéncia
entre si, relacionando-se 0 CYP450 com o P418 (r = 0,76 ¢ 0,85), a NADPH-red (r =

0,73 e 0,79), o citocromo bs (r = 0,68 ¢ 0,69) ¢ a NADH-red (r = 0,49 e 0,76),
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respectivamente no periodo anual e temporal. O citocromo bs ¢ a NADH-red também se
relacionam entre si (r = 0,69 ¢ 0,81). A NADH-red e o citocromo bs parecem assim
participar na actividade catalitica do CYP450, em que a NADH-red ¢ usada na
transferéncia de electrdes para o CYP450, quer por intermédio do citocromo bs como

por uma via independente da NADPH-red.

A variacdo espacial, sazonal e temporal da concentragdo e actividade dos componentes
do sistema MFO segue um padrdo semelhante a dos hidrocarbonetos alifaticos (Cap. 3)
e aromaticos (Cap. 4), com teores elevados nos locais onde a presenga de contaminantes
também ¢ mais elevada (VM e OL), e mais elevada nos meses de Outono e Inverno.
Este padrao sazonal estd de acordo com outros trabalhos, onde se verificou um
decréscimo da concentragdo de CYP450 na Primavera e no Verdo, associado ao
aumento da temperatura e ao ciclo reprodutor (pos-desova), simultaneo com o
decréscimo dos teores gerais de hidrocarbonetos (Kirchin et al., 1992; Sol¢é et al., 1995;

Winstein, 1995).

O CYP450 e as suas actividades especificas, como a benzo(a)pireno hidroxilase e o
EROD, tém sido largamente utilizadas como biomarcadores de exposi¢do a
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e outros compostos orginicos como os PCBs,
existindo uma relagdo significativa entre a concentragdo de CYP450 e a concentragdo
dos compostos organicos. A indu¢do do CYP450 e da sua isoforma CYP1Al na
presenca de PAHs foi confirmada tanto em trabalhos de campo (reflectindo padrdes
espaciais de contamina¢do), quer em trabalhos de exposicdo a compostos organicos em
laboratorio (Livingstone et al., 1995, 1998; Peters et al., 1999; Coimbra et al., 2004;
Lopes e Bebianno, 2008). Nesta dissertacdo o CYP450 e o citocromo b5 correlacionam-
se com a concentracdo de hidrocarbonetos alifaticos (TAlc e UCM) e aromaticos

(PAHs), enquanto que a NADPH-red apenas tem uma relagdo significativa com os
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alifaticos ¢ a NADPH-red n3o se relaciona com nenhuma das frac¢des dos
hidrocarbonetos (Tab. 5.3; Fig. 5.15). O CYP450 e as restantes componentes do sistema
MFO estao mais relacionadas com os n-alcanos ¢ os PAHs de maior peso molecular
(Fig. 5.16). Verifica-se assim uma resposta do CYP450 ao gradiente de contaminagdo
cronica, associada a actividades de marinas e portos, sendo a primeira vez que se

relaciona a indu¢do do sistema MFO em moluscos, com a acumulagdo de n-alcanos.

Embora haja uma relacdo positiva entre o CYP450 e os PAHs ao longo do tempo e
espacialmente, a concentracdo de CYP450 aumenta gradualmente do Inverno I para o
III, enquanto que a concentracdo de TPAH ¢ superior no Inverno I relativamente ao III,
particularmente em VM. Assim, as concentragdes consideradas muito elevadas em VM
no Inverno 1 poderdo ter saturado a capacidade metabolica do sistema MFO,
provocando maiores taxas de acumulagdao do que de metabolizagdo, vindo a capacidade
metabolica a aumentar nos meses seguintes, respondendo o CYP450 mais rapidamente
a concentragdes menores de PAHs (Fig. 5.15B) (Lopes e Bebianno, 2008). Por outro
lado, as diferengas nas concentragdes de PAHs acumulados poderao estar relacionadas
com menores inputs de contaminantes ao longo do tempo, ou com o metabolismo

gradual dos mesmos, que reduz os teores acumulados nos tecidos.

Uma vez demonstrada a existéncia de uma relagdo entre os teores de CYP450 e os
niveis de TPAH, uma experiéncia de biomonitorizagao activa foi planeada (Cap. 6), de
modo a clarificar o mecanismo de acumulacao dos diferentes hidrocarbonetos (HAs e
PAHs), o seu metabolismo e os seus efeitos no sistema MFO. Quando transplantados de
um local mais limpo (TV) para um local contaminado (VM), os mexilhdes acumulam
hidrocarbonetos alifaticos e UCM que podem atingir, respectivamente, concentragdes 6
a4 vezes superiores a concentra¢do de base, diminuindo depois em 40 e 60% quando

sdo colocados no local de origem. Por outro lado, os mexilhdes eliminam os teores de
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hidrocarbonetos acumulados nos tecidos quando transferidos de um local contaminado
(VM) para um local limpo (TV), podendo o decréscimo atingir cerca de 50% da

concentracdo de base. A acumulagdo ¢ assim mais rapida que a depuragado (Fig. 6.1).

O perfil individual da distribuicdo de n-alcanos ¢ também diferente consoante o ensaio,
havendo um incremento de n-alcanos pares e biogénicos marinhos nos mexilhdes de
Tavira transplantados para Vilamoura (C17/C29 >1) (Fig. 6.2) e um incremento de n-
alcanos terrestres no transplante inverso (C17/C29 <1) (Fig. 6.3). A razao UCM/TAlc
em ambos os ensaios revela contaminagdes recentes, de origem petrolifera (CPI = 1)
com degradagdo ambiental reduzida dos n-alcanos lineares relativamente aos
ramificados (C17/Pris e C18/Fit < 1) indicando a presenga de cronica de 6leos/petroleos
(Tab. 6.1 e 6.2). Simultaneamente, os niveis de TPAH aumentam cerca de 4 vezes nos
mexilhdes de Tavira transplantados para Vilamoura, e quando voltam para o local de
origem, diminuem apenas 27%. No ensaio inverso os teores de TPAH sdo 2,5 vezes
menores que no inicio, atingindo a concentragdo inicial um més apods voltarem ao local
de origem, revelando uma maior contamina¢cdo ambiental em VM (Fig. 6.5). A
acumulacdo de PAHs ¢ também mais répida que a sua depuragdo, tal como ocorrido na
fracgdo alifatica. Quanto ao perfil da distribui¢do individual dos PAHs, este altera-se,
aumentando os PAHs piroliticos de 4, 5 ¢ 6 anéis nos mexilhdes transplantados de
Tavira para Vilamoura, e os petrogénicos de 2 e 3 anéis nos mexilhdes do transplante
inverso (Fig. 6.6). Os PAHs predominantes nos dois ensaios sdao o BaA, o Cris, com
contributos importantes de Acften (Fig. 6.7 e 6.8). As razdes diagnostico revelam
PAHs petrogénicos e piroliticos em ambos os ensaios, provenientes respectivamente de
petrdleo/6leo ndo queimado e derivados da combustio incompleta de combustiveis e da
biomassa (Fig. 6.10 e 6.11). De um modo geral, a taxa de acumulagdo dos

hidrocarbonetos ¢ superior a taxa de depuragdo, adquirindo os mexilhdes caracteristicas
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dos locais para onde foram transplantados. Resultados idénticos foram observados em
ensaio de transplante de zonas limpas (mar Adridtico) para zonas mais contaminadas
(canais de Veneza) e vice-versa (Wetzel e Van Vieet 2004).

A variagao da concentracdo do CYP450 e restantes componentes do sistema MFO
durante os ensaios de transplante, indica que houve inducdo da concentragao de
CYP450 quando os mexilhdes sdo colocados num local mais contaminado, atingindo
niveis 1,5 vezes superiores aos iniciais, comprovando a capacidade do CYP450 em ser
utilizado como biomarcador de exposicdo a este tipo de compostos organicos. O
decréscimo da concentragdo de CYP450 no transplante inverso (mais contaminado para
mais limpo) indica uma regulacdo do sistema para niveis considerados basais, o que
também estd de acordo com a utilizacdo do CYP450 como biomarcador de exposi¢do. A
indugdo de CYP450 foi também observada em mexilhdes M. edulis transplantados de
uma zona limpa para uma zona afectada cronicamente com PAHs e PCBs (Shaw et al.,
2002), ocorrendo um aumento de cerca de 1,4 vezes na proteina CYP1A, relativamente
ao controlo. Do mesmo modo, Forlin et al. (1996) verificaram um aumento de 2 a 3
vezes da actividade da enzima BPH (mediada pelo CYP450) em simultineo com o
aumento da concentragdo de TPAH (2,5 vezes) em mexilhdes transplantados das ilhas
Faroe (local limpo) para Skagerrak (Mar do Norte). Tal como verificado anteriormente
(Cap. 5), os teores de CYP450 estio directamente relacionados com a concentragao dos
PAHs (Fig. 6.14) e parecem estar mais relacionados com os n-alcanos e PAHs de
elevado peso molecular (Fig. 6.15). A variacdo da concentragdo e da actividade dos
restantes componentes do sistema MFO acompanha a do CYP450, embora menos

pronunciadamente durante cada transplante e entre transplantes.
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7.1 - CONCLUSOES

l.

A concentragdo dos hidrocarbonetos de petroleo (Has e PAHs) nos mexilhdes da
costa Sul de Portugal ¢ considerada elevada a muito elevada (TAlc >20 ug/g ph;
TPAH >1000 ng/g ph), havendo no entanto locais onde esses teores sao
menores, permitindo discriminar zonas onde a contaminagdo apresenta valores
considerados de base (TAlc 1-7 pg/g ph; TPAH 20-200 ng/g ph), para a drea em
estudo.

A variagdo espacial indica que VM e OL s3o os locais mais problematicos,
enquanto que FR e TV apresentam os menores niveis de contaminacao por estes
compostos.

A variagdo sazonal revela concentracdes superiores no Outono e Inverno,
relativamente a Primavera e ao Verdo. O primeiro caso pode estar relacionado o
aumento das escorréncias pluviais, aumento dos caudais dos rios ¢ deposi¢do
atmosférica. No segundo caso a desova nos meses da Primavera e Verdo
poderao contribuir para o efeito de depuracdo. As génadas sdo tecidos ricos em
lipidos ¢ os PAHs sdo compostos lipofilicos, podendo pois acumular-se neste
tecido. Quando se d4 a expulsdo das células sexuais, os PAHs associados
poderdo por conseguinte ser “expulsos” também. No entanto, nesta dissertagao
os teores de PAHs ndo se relacionem com os teores em lipidos, embora
apresentem uma tendéncia crescente.

Os n-alcanos, isoprenoides e PAHs individuais indicam contaminagdes
petrogénicas e piroliticas, com origem em petroleo/dleo ndo queimado,
combustdo incompleta de combustiveis fosseis e combustdo de biomassa. As
fontes mais provaveis destes hidrocarbonetos sdo os derrames acidentais ou

intencionais de produtos petroliferos junto as zonas portuarias ou ao largo da
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costa (que sdo trazidos para a zona costeira pela accao das correntes ou mar¢s),
trafego maritimo comercial e de lazer, escorréncias urbanas e ribeirinhas
associadas a periodos de chuva, fogos florestais e actividades domésticas.

5. A tendéncia geral da contaminagdo ao longo do tempo ¢ de decréscimo,
indicando uma redugdo nos inputs antropogénicos ¢ uma melhoria geral das
condi¢des ambientais.

6. As concentragdes e actividades dos componentes do sistema MFO nos
mexilhdes da costa Sul estdo de acordo com os referidos na bibliografia, para
locais ndo contaminados e contaminados com hidrocarbonetos.

7. A variacdo sazonal e espacial da concentragdo de CYP450 apresenta o mesmo
padrao que o dos hidrocarbonetos, existindo uma relagao significativa entre si.

8. Nos ensaios de transplante os organismos acumulam hidrocarbonetos de modo
diferente, adquirindo os mexilhdes caracteristicas do local para onde foram
transplantados. A acumulacdo de hidrocarbonetos esta directamente relacionada
com a concentragdo de CYP450, enfatizando o metabolismo deste tipo de
compostos pelo mexilhdo M. galloprovincialis. Simultaneamente, no transplante
inverso, a diminuigdo dos teores de hidrocarbonetos levou a um decréscimo dos
niveis de CYP450.

9. A acumulag¢do dos compostos do petroleo nesta espécie e nestes locais ¢ mais

rapida que a sua depuragao.

No final desta dissertacdo, algumas perspectivas futuras foram consideradas:
Foi provada a existéncia de hidrocarbonetos do petroleo nos mexilhdes da costa Sul de

Portugal. No entanto alguns marcadores petrogénicos ndo foram identificados, como os
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hopanos e esteranos, assim como toda a gama de PAHs alquilados. Sendo estes Uteis na
identificacdo do tipo de contaminagdo e na atribuicdo de assinaturas tipo, a sua

quantificagdo devera ser implementada no futuro.

Por outro lado, foi verificada a indugdo de CYP450 na presenga de hidrocarbonetos. As
actividades especificas da isoforma CYPIA1l como a BPH, e a EROD podem ser
também uma mais valia na avaliagdo dos efeitos da exposi¢do. As enzimas da fase II da
biotransforma¢do (como a GST) tém como funcdo “sequestrar” os metabolitos
resultantes das reacc¢des da fase I (CYP450) e transporta-los para fora das células. A sua
determinagdo permitira um estudo mais globalizado do metabolismo dos

hidrocarbonetos.

Dado que os bivalves (améijoas, mexilhdes, ostras) fazem parte da alimentacdo humana,
sendo o seu consumo frequente na populagdo Algarvia, seria de todo o interesse avaliar
os possiveis efeitos desse consumo nos niveis de hidrocarbonetos ingeridos e
transformagao dos mesmos pelo citocromo P450. Por exemplo, nos humanos o CYP450
e as suas isoformas foram detectadas em concentragdes elevadas nos pulmdes de
fumadores, relacionado com os PAHs libertados no tabaco. O CYP450 esta também
relacionado com o metabolismo de medicamentos como a aspirina (entre muitos

outros).
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Tabela A1 — Razdes diagnostico nos tecidos de M. galloprovincialis.

Estacdo Locais Fen/Ant  Flu/Pir Ant/Ant+Fen Flu/Flu + Pir BaA/BaA+Cris IndP/IndP+Bper

SG 4,23 0,71 0,19 0,42 0,65 0,21
LG 2,23 1,15 0,31 0,53 0,57 0,33
PT 2,98 2,39 0,25 0,70 0,65 0,42
Inverno | VM 2,23 3,83 0,31 0,79 0,73 0,41
FR 11,03 0,67 0,08 0,40 0,69 0,52
OL 5,00 3,07 0,17 0,75 0,55 0,26
TV 0,66 0,68 0,60 0,40 0,47 0,17
VR 6,64 0,88 0,13 0,47 0,63 0,22
SG 4,53 0,52 0,18 0,34 0,47 0,37
LG 4,62 1,31 0,18 0,57 0,78 0,25
PT 1,16 1,98 0,46 0,66 0,18 0,55
Primavera VM 1,61 1,96 0,38 0,66 0,33 0,46
FR 16,68 0,59 0,06 0,37 0,66 0,30
OL 8,00 2,00 0,11 0,70 0,27 0,18
TV 4,78 2,18 0,17 0,69 0,68 0,53
VR 14,24 0,36 0,07 0,27 0,86 0,78
SG 2,47 1,09 0,29 0,52 0,68 0,35
LG 10,14 0,81 0,09 0,45 0,44 0,25
PT 0,75 1,06 0,57 0,52 0,62 0,45
Veréo VM 2,40 3,06 0,29 0,75 0,66 0,31
FR 11,95 0,52 0,08 0,34 0,59 0,54
OL 0,60 1,72 0,63 0,63 0,56 0,46
TV 5,03 0,55 0,17 0,35 0,62 0,26
VR 2,73 0,25 0,27 0,20 0,64 0,43
SG 3,82 0,64 0,21 0,39 0,67 0,28
LG 5,70 0,37 0,15 0,27 0,62 0,54
PT 5,23 0,90 0,16 0,47 0,63 0,24
Outono VM 3,69 1,62 0,21 0,62 0,70 0,43
FR 6,17 0,11 0,14 0,10 0,34 0,24
OL 1,78 1,21 0,36 0,55 0,71 0,27
TV 7,67 0,56 0,12 0,36 0,72 0,37
VR 2,23 1,57 0,31 0,61 0,55 0,24
SG 4,29 0,74 0,19 0,42 0,76 0,56
LG 2,51 0,20 0,29 0,16 0,73 0,35
PT 2,92 1,50 0,25 0,60 0,60 0,44
Invernoll VM 2,76 1,14 0,27 0,53 0,66 0,44
FR 3,22 0,30 0,24 0,23 0,42 0,28
OL 4,88 3,36 0,17 0,77 0,73 0,24
TV 4,32 1,29 0,19 0,56 0,44 0,39
VR 2,35 0,65 0,30 0,39 0,56 0,35
SG 1,87 0,44 0,35 0,30 0,58 0,50
LG 1,05 0,73 0,49 0,42 0,55 0,24
PT 0,74 1,56 0,58 0,61 0,51 0,47
Inverno Il VM 1,60 1,91 0,38 0,66 0,74 0,39
FR 2,27 0,74 0,31 0,43 0,63 0,44
OL 1,45 1,65 0,41 0,62 0,63 0,37
TV 1,68 1,84 0,37 0,65 0,38 0,17
VR 11,98 0,59 0,08 0,37 0,35 0,26

Fen — fenantreno; Ant — antraceno; Flu — fluoranteno; Pir — pireno; BaA — benzo(a)antraceno; Cris — criseno; IndP —
indeno(1,2,3 cd)pireno; BPer — benzo(ghi)perileno



Tabela A2 — Concentragdo de PAH individuais em amostras ou média de amostras que definem as assinaturas de PAH utilizadas

PAH FEX |VLW | LW MW |HW | VHW |EHW | HS |[HSED| WS | WB | AD |A2D | BOF BPC| NAD | NAP |OIL | CRE |COAL | CTAR | MTAR
N 622 43 -- - 1091 3,6 -- 4 -- 160 | 45 | 745 |1292| 67 7,84 -- -- | 423160274 | 21 -- 1
Acttil -- -- -- - | - -- -- 1 -- 130 7 - | <5 4 -- -- -- -- | 5248 -- -- --
Acften 2 -- -- - | - -- - 104 -- 13 62 -- -- -- -- -- - | 13,922699 -- -- 3
Flr 93 120 | 950 | -- | 1,2 -- -- 1 -- 85 129 | 449 | 571 | 29 1,76 -- - |73,6]18774| 1,8 -- 4
Fen 262 | 340 [3900| 66 | 6,1 | 9,6 | 99 | 7 | 1869 | 1200 [1039|1330| 945 | 111 7,84 | 04 |0,0018| 177 |44572| 18 |10300| 27
Ant -- -- - | 31 -- -- -- 2 | 446 | 240 | 162 | 59 19 & L18 -- -- 34 7073 | 3,7 | 2700 3
Flu 2 -- - 126 |73 -- -- | 20 | 3183 | 3700 |1467| -- | 36 8 - | 0,11 |0,0019] 3,9 {20232| 3,2 |10800| 26
Pir 10 13 1390 | 35 | -- -- -- | 19 | 2804 | 4600 |1167| 27 | 83 12 1,96 | 0,074 |0,0013|15,5|21131| 3,5 7120 27
BaA 2 9,3 -- -- -- -- -- | 15| 1596 | 4300 | 469 | -- | 2,9 9 -- | 0,006 |0,0005| 5,5 | 5149 | 4,4 | 5000 6
Cris 46 110 |3000| 530 | 190 | 55 36 | 16 | 1756 | 5100 | 755 | 2 41 | 22 -- 1 0,002 10,0018 |28,5| 4108 | 3,2 nd 13
BbF 6 35 390 | -- ] 29 13 94 | 15| 2769 |10000| 1135 -- | 1,5 6 1,18 10,0075|0,0025| 3,9 | 2414 3 6490 6
BkF -- 16 -- - | - -- - |14 - 12300 | -- - | 04 1 -- -- - 10,46 2159 -- 6490 1
BaP -- 22 | 770 | 140 | 2,5 | 7,5 4,4 | 20| 1607 | 6800 | 492 | -- | 0,4 4 -- 10,0015{0,0005| 2 | 2222 | 3,1 3290 2
DahA 1 -- -- - 153 -- -- 4 | 247 | 680 | 196 | -- |<0,2| 1 -- -- -- 1 208 -- 672 2
BPer 2 53 | 150 | 37 | 21 25 88 | 12 | 1028 | 4500 | 503 | -- | 0,2 4 -- 10,0004 |0,0005|1,53| 574 1,8 1770 4
IndP 1 -- -- - | - -- - [ 11 ] 1296 | 5200 | 436 | -- [<0,2] 1 -- 10,0004]0,0005]0,06| 718 | 0,53 | 2730 1

*-mg/kg; ** - ng/g ; *** - ng/L

Assinatura 1 - Petroleo (crude) "Alaskan North Slope" fresco (FEX) (Burns et al, 1997).

Assintaruras 2 a 7 - PAH encontrados em sedimentos contaminados pelo derrame do "Exxon Valdez", no Alasca, sujeitos a diferentes graus de degradagdo ambiental: "very
lightly weathered" (VLW); "lightly weathered" (LW); "moderatly weathered" (MW), "heavily weathered" (HW),"very heavily weathered" (VHW) e "extremely heavily
weathered" (EHW) (Burns et al, 1997; Page et al, 1999).

Assinatura 8 - PAH em sedimentos afectados por produtos de combustdo provenientes das habita¢oes (habitation soot - HS) (Burns et al, 1997).

Assinatura 9 - PAH em sedimentos recolhidas no porto de Ajaccio (Corsega), severamente expostos a PAH derivados do trafego maritimo (HSED) (Baumard et al, 1998d).
Assinatura 10 - PAH encontrados em cinzas (wood soot - WS) lan¢adas durante fogos florestais de pinheiro e carvalho (Burns et al, 1997).

Assinatura 11 - PAH derivados da combustido de madeira (coniferas) (wood burning - WB) (Page et al, 1999).

Assinatura 12 - "Alaska" diesel oil (AD) (Burns et al, 1997).

Assinatura 13 - A2 diesel fuel (A2D) (Rhead e Hardy 2003).

Assinaturas 14 e 15 - Niveis basais de PAH recolhidos em sedimentos ao largo de Yakataga (BOF) e Port Chalmers (BPC), ambos no Alasca (Burns et al, 1997).
Assinaturas 16 ¢ 17 - PAH recolhidos em amostras de agua do Atlantico Norte na frac¢do dissolvida (NAD) e na fracgdo particulada (NAP) (Lipiatou et al, 1997).
Assinatura 18 - Média de PAH analisados em 60 amostras de crude (OIL) (Kerr et al, 2001).

Assinatura 19 - Creosoto utilizado na preservacdo de madeiras (serragdes, estaleiros, moveis) (CRE) (Neff et al, 1998 a,b).

Assinaturas 20 e 21 - PAH recolhidos em amostras de carvdo (COAL) (Neff, et al 1998) e carvao queimado (CTAR). (Baumard et al, 1998 a)

Assinatura 22 - Média de PAH encontrados em trés amostras de alcatrdo recolhido nas praias de Peak Island (Monterey tar - MTAR) (Page et al, 1999).

il




Tabela A3 — Concentragdes ¢ actividades dos componentes do sistema MFO, durante
todo o periodo em estudo.

Més Local CYP450 P418 NAD_PH-red Citocromo bs NAD_H-red
(pmol/mg prot) (ua/mg prot)  (nmol/min/mg prot)  (pmol/mg prot)  (nmol/min/mg prot)
SG 239+38 47+1,0 50£1,1 10,5+1,8 23,0+3,3
LG 24,0+ 3,7 55+£1,.2 44+0,8 21,6 £ 0,7 48,5+ 6,8
PT 25,7+3,2 6,4+04 73+1.3 12,1£2,2 26,5+ 4,6
Inverno | VM 54,1 £ 10,7 7,5+£1,5 9,0£13 26,6 £4,5 54,9 £ 6,1
FR 25,4 +£4,1 7,1£0,2 6,5+ 1,1 11,9+ 1,8 35,1+7,1
OL 38,4+6,3 74+ 1,1 9,0+1,5 12,8 £2,0 43,4+ 6,7
TV 20,2+23 5,3+£0,2 46%1,3 13,5+£2,6 32,0+4,1
VRSA 29,0 £4,6 42+0,2 4,4+0,7 14,0+£22 34,1 +£2,6
SG 15,7+£1,6 4,1+03 3,1+04 10,4 +1,5 20,0+2,2
LG 220+3,6 52+03 4.4 +0,4 18,8 +1,9 30,7 +2,4
PT 21,3+3,4 4,7+0,3 4,5%+0,5 15,0+£2,0 35,5+£3,0
Primavera VM 38,2+5,5 5,0£0,2 72+1,0 238+23 39,1+£5,2
FR 17,6 £2,6 39+0,5 49+0,6 12,7+ 1,8 21,5+2,6
OL 30,9+3,5 7,5+0,5 7.8+ 1,4 21,3+ 1,4 38,623
TV 15,6 £2,0 3,8+£0,7 6,2+£0,7 11,2+1,9 27,1 £42
VRSA 179+ 1,0 5,2+0,8 7,6 £0,5 12,8 £ 0,8 163+1,2
SG 20,9+1,9 3,7£0,5 34+£0,6 8,0£0,7 31,3+5,9
LG 26,9 +3,1 390+04 32+04 11,0+ 0,9 30,0+4,2
PT 15,1 1,7 2,6+03 5,6 0,7 84+1,1 31,7+3,4
Veréo VM 41,2+73 72+13 94+1,5 23,4+2)5 58,9 £8,9
FR 19,7+2,3 5,0£0,9 43+04 8,5+1,2 36,4+£6,3
OL 29,5+5.4 3,6£0,5 8,0+£0,6 18,0+£24 43,0+£7,1
TV 18,0+2,3 42+0,6 6,3+£0,6 16,2 +£2,0 57,2+104
VRSA 21,6 £ 3,6 63+1,2 92+14 11,5+0,7 51,8 +5,6
SG 33,2+5,6 6,8+ 1,0 12,6 £ 0,5 32,7+3,1 1252 £12,8
LG 28,2+4)5 5,9+0,7 9,614 21,0+ 1,2 127,2 £15,9
PT 57,0 £ 6,6 7,6 0,7 12,0+ 1,4 31,2+1,9 126,7 £20,5
Outono VM 53,3+5,6 7,8+£04 74+£12 27,0+33 85,4+£13,6
FR 32,7+6,8 5,2+0,5 3,7£0,5 20,3+1,2 95,6+7,9
OL 372+2,1 45%0,5 8,4+1,3 21,0+£2,2 114,3 £ 13,7
TV 31,0£2,0 4,6+0,7 8,1+13 253+22 92,5+6,5
VRSA 251 +£1,5 5,4+0,7 6,5+0,9 26,6 +1,8 1058+ 7,0
SG 43,0+ 1,7 9,8+2,6 11,8+ 1,1 28,0+4,7 59,3 +£3,1
LG 35416,2 6,5+0,3 8,6+ 1,8 244+33 73,5+ 122
PT 32,3+3,9 43+09 10,2 +£2,1 17,4+2,3 66,0+ 5,4
Inverno Il VM 65,3145 11,7+ 1,5 13,1+1,5 38,1 £3,0 79,7+ 8,8
FR 31,6 £2,8 6,613 94+24 10,9 £ 1,6 61,2+7,6
OL 56,4+7,3 73+£1,8 15,8+3,9 11,9+ 1,3 56,5+7,9
TV 27,7+2,1 41405 6,2+1,2 10,3 +3.,5 50,9 £8,2
VRSA 448 +2.7 6,8 +£0,6 14,8 +2,8 21,4+3,3 549 +6,7
SG 47,6 £ 8,5 6,4+£0,9 59+£19 274+1,7 35,5+3,4
LG 57,3%£2,5 11,7£1,3 123+1,2 53,3+5,5 66,7+ 17,3
PT 475+1,8 10,9+ 1,3 11,9+2,7 423+34 58,2 £8,8
Inverno 11 VM 69,5+ 8,0 16,0+ 1,2 16,4 £ 2,1 65,2+4,9 95,7+6,0
FR 65,6 + 8,8 10,8 + 1,7 13,3+£2,0 40,8 +4,3 62,6 +2,6
OL 782 +11,8 15,7+2,1 14,8 £ 2,1 78,3+ 17,7 114,4 £20,7
TV 46,1 £2,8 10,3+ 1,0 13,1+ 1,7 14,1 £1,6 39,5+7,2
VRSA 48,7+4,0 7,3+£0,0 63+14 14,7+£2,0 56,5+9,9




