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O presente estudo investiga o potencial da utilizacdo da assinatura de acidos
gordos do musculo adutor de bivalves para rastrear geograficamente os seus
locais de producdo. Para tal, foi determinada a assinatura de 4cidos gordos do
musculo adutor de ameijoas (Ruditapes phillipinarum e Ruditapes decussatus)
provenientes de diversos ecossistemas marinhos ao longo da costa continental
portuguesa. Em trés destes ecossistemas foram selecionados dois locais, um a
jusante e outro a montante. Estas zonas de producdo/colheita de bivalves
amostradas apresentavam diferentes classificacdes de acordo com o conteudo
de Escherichia coli presente nos mesmos. A assinatura de acidos gordos do
musculo adutor permitiu distinguir locais e ecossistemas de producdo, mesmo
guando estes apresentavam uma classificacdo idéntica referente a prevaléncia
de E. coli. O perfil de acidos gordos pode assim ser utilizado com sucesso para
discriminar espécimes provenientes de diferentes ecossistemas e diferentes
localizagBes num mesmo ecossistema, reforcando o potencial desta técnica
para a rastreabilidade de bivalves.
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The present study evaluated the potential use of fatty acid signatures from the
adductor muscle of bivalves to trace their geographic origin. We determined
the fatty acid profile of the adductor muscle of clams (Ruditapes phillipinarum
and Ruditapes decussatus) collected from different ecosystems along the
Portuguese coast. Selected ecosystems display different classifications
concerning the production/harvest of bivalves according to the levels of
Escherichia coli that these organisms present. Indeed, even when sampling
areas displaying identical classifications for bivalve production/harvest, the
fatty acid profile of the adductor muscle of clams allowed us to reliably assign
the ecosystem of origin to the specimens being surveyed. The fatty acid
signatures of the adductor muscle can be successfully employed to discriminate
specimens from different sites and ecosystems reinforcing the potential of this
method for bivalves traceability.
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Introducao



De acordo com dados das Nacdes Unidas, é previsivel que a populagdo mundial continue a
aumentar, sendo esperado que em 2030 atinja os 8.5 mil milhdes de habitantes'. Esta tendéncia
terd de ser acompanhada por um aumento da producdo de alimentos, podendo a producdo dos
sectores agricolas e de pesca atingir o dobro da eficiéncia econdmica atual®®.

Os sectores como a agricultura e pescas vao ser de extrema importancia no fornecimento de
proteinas de origem animal, devido & escassez de produtos alimentares provenientes de meios
aquaticos — sendo estimado que 85% do stock mundial de produtos marinhos se encontrem ja no
limite de exploragdo, tendo tido ja como consequéncia uma diminuigdo no sector das pescas de
aproximadamente 1.2% entre 2007 e 2012°. A aquacultura surge naturalmente como solugo
para a produgdo destes produtos de forma mais sustentavel, tendo esta atividade vindo a
aumentar ao longo dos ultimos anos e representado em 2013, 43.1% do total de produgdo
mundial de produtos de origem marinha; este registo traduz-se numa producéo de 97.2 milhGes
de toneladas, num valor de aproximadamente 139 mil milhdes de euros*°.

Em Portugal, a captura de peixe e de moluscos registou um aumento durante o ano de 2015
em relacdo ao ano anterior de 5.6% e 3.6%, respetivamente. A atividade de aquicultura também
registou um aumento, representando os bivalves 45% da producdo total aquicola em Portugal,

sendo a ameijoa a espécie economicamente mais relevante®** (Figura 1).
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Figura 1. Capturas e producdo em aquicultura de ameijoa em Portugal continental entre 0 ano 2010-2015. Dados INE
(2010-2015)

Paralelamente, as pescas ilegais, ndo declaradas e ndo reguladas representam 25% do total de
pescado capturado mundialmente, sendo consideradas uma das maiores ameagas ao stock
natural de produtos marinhos e & seguranca alimentar do consumidor? Esta atividade leva a
perdas anuais de 9-20 milhGes de euros e 11-26 toneladas de produtos marinhos, tendo



consequéncias negativas na economia e desenvolvimento dos paises, sendo que a maior

12,13

incidéncia desta pratica ilegal ocorre em paises asiaticos (Figura 2)
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Figura 2. Distribui¢do geogréafica das pescas ilegais registadas a nivel mundial. Adaptado de Petrossian, G. (2015)

O aumento da procura de alimentos de origem marinha registada nos Gltimos anos pode estar
diretamente relacionado com a crescente informacdo sobre os beneficios dos alimentos de
origem marinha para a satde humana o que leva a um aumento do seu consumo.

Vérios estudos verificaram que os bivalves sdo ricos em acidos gordos polinsaturados,
nomeadamente os da familia n-3 (também designados por émega 3), uma vez que estes sao
benéficos para a salide humana e diminuem o risco de doencas cardiovasculares, oncoldgicas e

autoimunes** 6.

Estes conttm ainda baixa percentagem de 4&cidos gordos saturados,
relativamente a outros produtos de origem animal. Os bivalves sdo também uma excelente fonte
de proteina, zinco e vitamina B12"".

Para garantir que estes alimentos ndo constituem um risco para a salde do consumidor é
necessario garantir uma colheita/producdo correta, assim como transporte e tratamento apos
serem capturados ou produzidos em aquacultura, uma vez que podem acumular microrganismos
patogénicos prejudiciais para o0 homem; € assim importante controlar fatores como a
temperatura e a humidade a que os bivalves possam ser sujeitos de modo a evitar uma perda de

qualidade e garantir a seguranca alimentar destes produtos™.

Rastreabilidade

Com a globalizacéo das transacGes comerciais, € necessario existir um controlo rigoroso dos
produtos alimentares ao longo de todo o seu processo de transporte e transformacéo, de modo a
proteger a saude e a seguranca do consumidor. Este controlo vai permitir ndo s6 a garantia da

seguranca dos produtos, ou seja, que estes ndo promovem doengas no consumidor e assegurar



igualmente a qualidade do mesmo, isto é, a manutencdo das caracteristicas necessérias para o
alimento ser considerado como seguro**®.

A Comissdo Europeia regulou, em 2002, os principios basicos para a rastreabilidade de
alimentos de origem marinha, definindo rastreabilidade como “a capacidade de seguir os
componentes alimentares, destinados a ser ou sendo produtos alimentares, em todos 0s estagios
da cadeia de transporte”®. Esta capacidade de seguir os componentes alimentares, sequndo a
Comissdo Europeia, é da responsabilidade dos produtores e das autoridades de cada pais, tendo
estas de criar um sistema de controlo dos seus produtos?.

O processo de rastreio implementado tem de ser capaz de determinar a espécie a que 0s
individuos pertencem, visto que, muitas vezes estes sdo identificados comercialmente como
sendo da mesma espécie quando na verdade pertencem a espécies diferentes. Para essa
finalidade recorre-se, de um modo geral, & identificagdo taxondmica dos organismos com base
em caracteristicas da anatomia interna ou externa dos individuos ou a analises moleculares de
DNA. Outro objetivo da rastreabilidade é a determinacéo do processo de producdo, ou seja, se
os individuos sdo provenientes de aquacultura ou capturados, recorrendo-se nesse caso a
utilizacdo de analises bioquimicas. Na determinacdo da origem geografica dos individuos
transacionados, podem ser utilizadas ferramentas geoquimicas, através da incorporagdo dos
elementos minerais em estruturas calcarias como as conchas, analises moleculares de modo a
definir a populacéo de origem ou ainda anélise de &cidos gordos, uma vez que estes vao variar
estruturalmente em funcdo das caracteristicas do meio ambiente em que o organismo foi
capturado/produzido®°.,

No caso especifico dos bivalves é particularmente importante a determinagdo da sua origem
geografica, uma vez que os individuos pertencentes a esta classe sao filtradores e incorporam
microrganismos patogénicos existentes no meio que levam ndo s6 a reducdo das suas
populagdes (ex. Perkinsus olseni), mas poderdo provocar igualmente doencas no homem (ex.

Echerichia coli)®®#

. Perante este enquadramento, os locais de colheita de bivalves estdo
classificados de acordo com a abundéncia de E. coli, sendo esta classificacdo baseada em
normas da unido europeia, variando sazonalmente e de acordo com a espécie. Os Regulamentos
comunitarios N.° 853/2004, de 29 de Abril de 2004 e 854/2004 de 29 de Abril de 2004,
estabelecem as regras especificas de higiene aplicaveis aos géneros alimenticios de origem
animal, e a organizagdo dos controlos oficiais de produtos de origem animal destinados ao
consumo humano. De acordo com estes regulamentos as zonas marinhas devem ser
classificadas (de A a D) de acordo com o nivel de contaminac&o avaliado em diferentes bivalves
vivos, tendo como base testes microbiolégicos que avaliam o nimero mais provavel —-MPN- de
E. coli nos tecidos e liquido intravalvar dos individuos®*?. As areas classificadas como A tém
de apresentar um teor de E. coli por cada 100 g de tecido e liquido intravalvar inferior a 230

MPN, podendo estes individuos ser consumidos diretamente pelo homem, ndo sendo necessario
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qualquer processo de depuracdo. As zonas classificadas como B apresentam um MPN variavel
entre 230 a 4600, tendo estes espécimes de passar por um processo de depuragdo ou
transposicdo em zona que permita a descontaminagdo dos mesmos. Por fim, os individuos das
zonas classificadas como C apresentam elevados valores de E. coli, variando estes entre 4600 e
46000 MPN, tendo estes de ser transpostos por pelo menos 2 meses em zonas classificadas
como A, podendo este processo ser combinado com depuracdo para posterior colocacdo no

mercado. As areas classificadas como D s&o consideradas interditas?*?*% (Figura 3).
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Figura 3. Classificagdo de diversas areas de producao de bivalves portuguesas no ano 2015. Azul- areas classificadas
como B, amarelo- &reas classificadas como C e vermelho — &reas classificadas como D. Dados IPMA (2015)

O processo de depuragdo baseia-se na capacidade de filtracdo dos bivalves, tendo este,
condigOes fisioldgicas semelhantes as encontradas em meio natural, isto é, salinidade e
temperatura de modo a permitir que os animais retomem a sua atividade normal de filtragdo e

assim libertem os microrganismos que possam ter acumulado®.
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Lipidos

Os lipidos, sdo um grupo de compostos que ocorrem naturalmente, bastante vasto e diverso,
sendo a sua principal caracteristica o facto de serem insolveis em &gua e solUveis em solventes
organicos, tais como cloroférmio, éter e metanol. Este grupo de biomoléculas inclui as gorduras,
0leos, algumas vitaminas (A, D, e E) e hormonas. Podem ser obtidos por via exdgena, ou seja,
através da alimentacdo ou por via enddgena quando biossintetizados a partir de outros
compostos nao lipidicos™.

Por serem um grupo bastante diverso, sdo usados em estudos de ecologia e bioquimica dos
ecossistemas, visto refletirem as fontes de matéria organica e contaminantes hidrofébicos.
Assim, os lipidos podem ser também usados para o estudo de dinamicas populacionais e de
bioacumulacdo, visto que estes sdo transferidos ao longo das cadeias troficas, tendo inicio em
produtores primarios como o zooplancton e atingindo o topo da cadeia alimentar®®*".

A classificagdo dos lipidos mais comum classificacdo em dois grandes grupos, os lipidios
simples e os complexos, tendo estes Gltimos &cidos gordos na sua constituicdo. Este dltimo
grupo pode ainda ser subdividido quanto a sua estrutura do alcool principal a que os acidos
gordos se ligam (ex. glicerolipidos, esfingolipidos e ésteres e ester6is)®.

Entre as suas principais fun¢fes bioldgicas, as de reserva sdo umas das mais estudadas, visto
os lipidos serem uma importante fonte metabélica de energia. Esta energia é armazenada em
diversos locais, como os adipdcitos e o figado no homem e a glandula digestiva em bivalves,
sob a forma de triacilglicerdis, que apds hidrélise originam acidos gordos podendo estes ser
posteriormente oxidados de modo para produzir ATP®3* .Os lipidos sdo também importantes
constituintes das membranas celulares, permitindo que estas tenham uma estrutura em bicamada
formada essencialmente por fosfolipidos; esta classe é formada por uma zona hidrofébica,
constituida por acidos gordos que se encontra no interior da bicamada, e uma zona hidrofilica,
formada pela cabeca polar dos fosfolipidos ou glicolipidos , que se encontra em contacto com o

liquido extracelular®®®

(Figura 4). A constituicdo lipidica da membrana permite que esta
mantenha os movimentos laterais e a sua fluidez em resposta as alteracbes do meio,
funcionando como barreira a moléculas polares, agua e i6es, separando 0 meio intracelular do
meio extracelular. Os lipidos estdo também associados a outras fungdes biol6gicas como

producéo de compostos mensageiros que atuam ao nivel intracelular®®®,
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Figura 4. Membrana celular. Adaptado de http://www.anatolandia.com/2014/05/membrana-plasmatica-celula.html

Acidos gordos

Os &cidos gordos séo essenciais para a vida pelas suas fungdes energéticas e porque sdo um
dos constituintes da membrana plasmatica, alterando 0s seus niveis de insaturacdes e
comprimento da cadeia em funcéo das condi¢fes do meio envolvente, de modo a manter o0 meio
intracelular em equilibio®.

Os é&cidos gordos sdo formados quimicamente por uma cadeia carbonada, com um grupo
carboxilo, variando o nimero de carbono de 4 a 36; contudo, em sistemas biol6gicos variam,
normalmente, entre 14 e 24 carbonos®. Segundo a nomenclatura internacional, a denominagao
dos &cidos gordos é efetuada juntando o nome do hidrocarboneto com o sufixo “6ico”. Assim,
um &cido gordo com 18 carbonos e sem nenhuma insaturacdo serd chamado de octadecanoico,
se tiver uma insaturagdo € octadecendico, com duas & octadecadiendico e com trés sera
octadecatriendico. A numeracdo dos atomos de carbono é feita a partir do carbono do grupo
carboxilo, sendo o Gltimo carbono, no grupo metil, designado 6mega (n).*"*** Assim, o 4cido
gordo 18:1 n-9 é formado por 18 carbono, estando a sua Unica insaturacdo no carbono 9,
contagem a partir do grupo metil.

Os acidos gordos, podem ser divididos por classes tendo em consideracdo o nimero de
ligagbes duplas que apresentam. Assim, podem ser divididos em saturados (SFA),
monoinsaturados (MUFA) e polinsaturados (PUFA) com respetivamente, zero, uma, e mais do
que uma ligagdo dupla. Os &cidos gordos polinsaturados podem ainda ser divididos em trés
familias, a familia oleica, que agrupa os n- 9, a familia linoleica que agrupa os n-6 e por fim os

n-3 pertencentes a familia linolénica® (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura molecular de &cidos gordos saturados (A), monoinsaturados (B) e polinsaturados pertencentes a
familia linoleica (C) e a familia linolénica (D). Adaptado de http://lipidlibrary.aocs.org/

Os acidos gordos presentes nos tecidos sao influenciados por fatores intrinsecos, como sexo,
idade, época reprodutiva e filogenia e extrinsecos aos individuos como a disponibilidade de

alimento, sazonalidade, temperatura e salinidade do meio®*%".

Acidos gordos essenciais

Os animais, tanto marinho como terrestres, sdo capazes de sintetizar acidos gordos saturados
e monoinsaturados a partir de fontes nao lipidicas; contudo, ndo sdo capazes de sintetizar acidos
gordos polinsaturados, n-3 e n-6, importantes para o seu crescimento, reproducgéo e imunidade,
sendo assim estes &cidos gordos considerados como essenciais em diferentes grupos
taxonémicos®*%,

Os &cidos gordos polinsaturados n-3 e n-6, sdo sintetizados de novo apenas pelo fitoplancton
e plantas, e sdo obtidos pelos animais através da alimentacdo. O &cido oleico é o percursor de
todos 0s n-3 e n-6 e por dessaturacdo é obtido o acido linoleico e o &cido linolénico a, a partir
dos quais por dessaturacOes e elongagdes sdo sintetizados os restantes PUFA n-3 e n-6,
respetivamente'’ %% A sintese de PUFAS ¢é regulada pela acio de enzimas de dessaturagio,
que removem hidrogénio da cadeia de carbonos, criando assim uma insaturagéo e elongagéo,

responsavel pelo aumento da cadeia de carbono® (Figura 6).
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Figura 6. Sintese de &cidos gordos polinsaturados, n-6 e n-3, a partir de &cidos gordos essenciais. Adaptado de
Venegas-Caleron, M. et al (2010), Adarme-Vega, T. C. et al.(2014)

Classe Bivalvia

A classe Bivalvia pertence ao filo Mollusca, tendo sido anteriormente designada por
Lamellibranchia. Esta classe é caracterizada por apresentar 0 organismo protegido por uma
concha constituida por duas valvas simétricas. Esta concha é formada por carbonato de célcio e
tem como principais funcdes a protecdo contra predadores e ndo permitir a entrada de
sedimentos quando o individuo se encontra enterrado. Os individuos pertencentes a esta classe,
ndo tém cabeca diferenciada, sendo o seu corpo essencialmente formado por pé e branquias™.
As duas valvas sdo unidas por um ligamento de origem proteica, sendo que a abertura da concha
é controlada pelo relaxamento dos musculos adutores — anterior e posterior; a existéncia de
dentes ao longo da linha de charneira evita o deslizamento lateral das valvas, sendo uma das

caracteristicas de morfologia externa que permite distinguir espécies**** (Figura 7).
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Impressdo do misculo aductor anterior Dentes cardinais

ImpressGo do misculo aductor posterior

‘:\ Marca da linha paleal
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Figura 7. Morfologia interna de bivalves. Adaptado de Macedo, M & Borges, M. (1999)

\

Os individuos pertencentes a classe Bivalvia podem ser encontrados principalmente em
ambientes marinhos, podendo também ocorrer em ambientes salobros e de 4gua doce. Estes sdo
essencialmente benténicos quando adultos, podendo ser encontrados totalmente ou parcialmente
enterrados no substrato®’. Estes organismos alimentam-se através da filtragdo de particulas em
suspensdo presentes na agua, entrando esta no individuo através de branquias constituidas por
cilios que removem microalgas e outros microorganismos da agua. Devido a esta sua
caracteristica sdo muitas vezes usados em estudos de toxicologia ambiental, pois acumulam
poluentes (ex. metais e microorganismos) que estejam ndo so presentes na dgua que filtram, mas
também no plancton que consomem®

A familia Veneridae é uma das mais numerosas familias pertencentes a classe Bivalvia,
sendo constituida por 800 espécies diferentes de bivalves heterodontes, com trés dentes
cardinais em cada valva, estando presentes em ambientes estuarinos e marinhos. Muitas das
espécies pertencentes a esta familia sdo economicamente importantes, tais como Ruditapes

phillipinarum e R. decussatus*

Ruditapes phillipinarum (Adams & Reeve, 1848)

A ameijoa R. phillipinarum, comummente designada ameijoa japonesa, apresenta uma
concha ovoide constituida por duas valvas simétricas e costelas serradas concéntricas e radiais,
com padréo reticulado marcado, sendo esta uma das principais caracteristicas que a permite
diferenciar da espécie autoctone em &guas nacionais R. decussatus. A sua charneira é formada
por trés dentes cardinais ndo apresentando dentes laterais e a sua conchas é normalmente

acastanhada apresentando manchas com padrdes variaveis® (Figura 8).
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Figura 8. Representagdo de Ruditapes phillipinarum. Adaptado de FAO (2013)

Esta espécie ¢é proveniente do Pacifico oriental, tendo o seu home origem nas ilhas onde foi
encontrada pela primeira vez — as Filipinas; no entanto, atualmente apresenta uma vasta
distribuicdo geogréfica, sendo mesmo em alguns locais considerada invasora. A sua expansao
pelo mundo encontra-se relacionada com a sobre-exploracdo e consequente diminuicdo das
populacBes de outras ameijoas nativas, tais como R. decussatus®. Em Portugal pode ser
encontrada em diversas zonas estuarino-lagunares, como Ria de Aveiro, Lagoa de Obidos,
Estuario do Tejo, Lagoa de Albufeira e Estuario do Sado.

Os individuos desta espécie podem ser encontrados em ambientes com salinidades bastante
variaveis, sendo o seu 6timo entre os 20 e 26, estando presentes na zona intertidal e subtidal e
encontrando-se habitualmente enterradas a cerca de 4 cm de profundidade em fundos com
sedimento arenoso e vasoso. Quanto a reproducdo, os individuos pertencentes a esta espécie sao
gonocoricos e a época reprodutiva varia de acordo com a temperatura e com a disponibilidade
de alimento, durando a gametogénese entre 2-5 meses; ade reproducdo é externa e a dispersdo

larvar é condicionada pelas correntes oceanicas®™ ™.

Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758)

Ruditapes decussatus (Linnaeus, 1758), € um molusco bivalve vulgarmente designado por
ameijoa boa em territ6rio nacional. Esta espécie pode ser encontrada deste o sul de Marrocos até
ao sul da Inglaterra, estando presente ao longo da Peninsula Ibérica, estabelecendo-se
principalmente em substratos arenosos e lodosos*®. Em Portugal pode ser encontrada na Ria de
Aveiro, Estuario do Mondego, Lagoa de Obidos e Albufeira, Ria de Alvor e Ria Formosa®.
Segundo dados da FAO, Portugal encontra-se entre os maiores produtores de ameijoa boa,
assim como Espanha e Franca®.

Esta ameijoa apresenta uma cor varidvel numa gama entre o branco e o castanho dependendo
da cor do sedimento onde se encontra. A sua anatomia externa apresenta linhas de crescimento
marcadas, apresentando a semelhanca da ameijoa japonesa trés dentes cardinais, habitando
fundos arenosos encontrando-se enterrada a 15-20 cm de profundidade na zona intertidal*®®
(Figura 9).
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Figura 9. Representacdo da ameijoa Ruditapes decussatus. Adaptado de FAO (2013)

Nesta espécie os individuos sdo habitualmente gonocdricos e a maturidade sexual depende
do seu tamanho, tendo reproducdo externa. A época reprodutiva varia de acordo com as
condi¢bes do meio, contudo, decorre habitualmente entre os meses de Maio e Junho em

Portugal, tendo um periodo de repouso durante o Inverno*.
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Objetivo

Com o aumento da procura por produtos alimentares de origem marinha, torna-se cada vez
mais importante desenvolver métodos que assegurem a qualidade e a seguranca alimentar destes
mesmo produtos, tanto para os produtores como para 0s consumidores finais.

Neste sentido tém sido desenvolvidos diversos estudos que permitam aos produtores e
autoridades garantir o cumprimento das normas impostas pela Unido Europeia no que concerne
a necessidade de ferramentas que permitam identificar o local de origem dos produtos
alimentares. Deste modo, o presente estudo tem como objetivo investigar a aplicabilidade da
assinatura de acidos gordos presentes no musculo adutor das ameijoas Ruditapes phillipinarum
e R. decussatum para determinacdo da sua origem geografica. Para este proposito foram
definidas duas hipéteses a testar no presente estudo:

1. O perfil de acidos gordos, do musculo adutor, de ameijoas do género Ruditapes é
igual a montante e a jusante nos ecossistemas ocupados por estes bivalves.
2. O perfil de &cidos gordos, do musculo adutor de ameijoas do género Ruditapes ndo

varia entre os diferentes ecossistemas ocupados por estes bivalves.
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Material e métodos
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Areas de estudo

O presente estudo foi realizado entre junho e julho de 2014, tendo sido colhidos individuos
pertencentes as espécies R. philippinarum e R. decussatus ao longo de toda a costa portuguesa.
Os exemplares de R. philippinarum foram colhidos na Ria de Aveiro (A), Estuario do Mondego
(FF), Sado (S) e Tejo (T), sendo que todos estes locais se encontram classificados relativamente
a producdo de bivalves como classe B, com exce¢do do Estuario do Mondego classificado como
classe C pelo IPMA em 2014. A espécie R. decussatus foi amostrada no Estuario de Mira (M),
Ria de alvor (Alv) e Ria Formosa (RF), estando todas estas areas de producdo classificadas
como classe B. Quando possivel os ecossistemas foram amostrados em dois locais com
condi¢Oes ambientais distintas, um local a montante e outro a jusante do curso de &gua (Figura
10).

Em todos os locais de amostragem foram recolhidos 5 espécimes, com exce¢do do Estuério

de Mira onde s6 foi possivel coletar 3 espécimes.
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Figura 10. Locais amostrados ao longo da costa portuguesa. Circulos assinalam ecossistemas onde foi amostrada
Ruditapes phillipinarum e tridngulos marcam ecossistemas onde foi amostrada Ruditapes. decussatus. Ecossistemas
assinalados com a cor laranja encontravam-se classificados como classe B, e ecossistemas marcado com vermelho
encontrava-se classificado como C segundo registo do IPMA. Dados IPMA 2014

As amostras foram mantidas em sistema refrigerado até a chegada ao laboratério onde
posteriormente foram dissecadas e unicamente guardado o masculo adutor; este foi liofilizado e

mantido a -80 °C até realizagdo da analise do perfil de acidos gordos.

Ria de Aveiro

A Ria de Aveiro é uma laguna localizada a noroeste de Portugal, pertencente a bacia
hidrografica do baixo Vouga, formada por quatro canais principais — Sao Jacinto-Ovar, Mira,
flhavo e Espinheiro® (Figura 11). A sua area total varia entre 83 Km? durante a preia-mar e 66

Km? durante a baixa-mar, com uma largura méxima de 10 Km e um comprimento de 45 Km.
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Este sistema lagunar, apresenta uma baixa profundidade (1 m), exceto nos canais de
navegacdo®. A conexdo da Ria de Aveiro com o oceano atlantico ¢ feita através de um anico
canal artificial. Assim, a salinidade deste sistema é mais elevada junto a embocadura e mais
baixos ou mesmo nulos junto as cabeceiras dos rios®’. A Ria de Aveiro é bastante importante a
nivel socioeconémico, tendo diversas industrias dependentes da sua produtividade e localizadas
junto aos seus canais, como industrias de pescas, producgdo de sal e agricultura, tendo também

um elevado valor ambiental, visto apresentar uma elevada diversidade de espécies e habitats®.
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Figura 11. Mapa Ria de Aveiro (40 °40'37 "N, 8 °©40 '28.90 " W), Aveiro

Estuario do Mondego

O Estudrio do Mondego, encontra-se localizado no concelho da Figueira da Foz,
apresentando uma area de 1200 ha, aproximadamente. Este estudrio encontra-se dividido em

dois bracos (norte e sul) que apresentam diferentes caracteristicas hidroldgicas™ (Figura 12). O
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brago Norte, € 0 mais profundo (4-8 metros), sendo o canal navegével do estuério. Este recebe
agua doce proveniente do Rio Mondego, sendo também o brago mais hidrodindmico,
influenciado pela agdo do caudal fluvial e da maré. O braco Sul, tem uma profundidade de 2-4
metros, durante a maré cheia sendo que a entrada de agua doce é condicionada pelo fluxo do
Rio Pranto, dependendo assim principalmente do ciclo de mares e da precipitacdo. A entrada de
agua proveniente do rio pranto € controlada pela abertura de comportas, estando esta
enriquecida em nutrientes como fosfatos e nitratos oriundos da atividade agricola existente na
regido, levando & eutrofizacdo do canal alterando assim a sua estrutura trofica® . As
caracteristicas fisico-quimicas do braco Sul tendem a manter-se sendo a temperatura o fator que

mais varia, muito devido a baixa profundidade do sistema®®,
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Figura 12. Mapa Estuério do Mondego (40 ° 8 '6 "N, 8° 51 ' 1 "W), Figueira de Foz.

Estuéario do Tejo

O Estuario do Tejo, encontra-se localizado na regido centro-Oeste de Portugal sendo este o
maior estuario portugués e dos maiores da Europa, com uma é&rea de 325 Km? e uma
profundidade média inferior a 10 m* (Figura 13). As suas caracteristicas sedimentares variam
ao longo do estuario, sendo que a regido a montante e intermédia é principalmente constituida
por areas- vasosas e a regidao a jusante é formada por areias, formando sapais ao longo das
margens terrestres®. Este sistema encontra-se sob elevada presséo das atividades antropogénicas
como industrias, agricultura e atividade portuéria e piscatoria que tem levado a um aumento dos

metais pesados no estuario®’.
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Figura 13. Mapa Estuério do Tejo (38°39'27 "N, 9°6'36 " W), Lisboa

Estuario do Sado

O Estuério do Sado, apresenta uma area de aproximadamente 24000 ha, sendo o segundo
maior estuario do pais. Este estuario encontra-se dividido em dois canais, o canal Sul apresenta
mais hidrodinamismo e o canal Norte tem menos influéncia de correntes, o que leva a

°%%8 (Figura 14). O Sado apresenta uma grande diversidade

acumulacéo de poluentes no sistema
de animais e plantas tendo assim um elevado valor ecolégica, sendo assim uma reserva nacional
segundo a convencdo de RAMSAR™. Ao longo das suas margens sdo desenvolvidas varias

atividades econémicas como industrias, agricultura de arroz e salinas®®.
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Figura 14. Mapa Estuério do Sado (38°29 '13 "N, 8°48 '53 "W), Oeiras.

Estuario de Mira

O estuario de Mira encontra-se localizado na costa alentejana e vicentina, junto a Vila Nova
de Mil Fontes. Este é um estuério relativamente pequeno, apresentando um comprimento de 40
Km e uma largura de 400 m*® (Figura 15). A entrada de 4gua doce é controlada pela barragem
de santa clara a velha localizada no rio mira, sendo no ver&o a época onde ha um menor aporte
de 4gua doce no sistema®™. Este sistema estuarino, apresenta baixos valores de contaminantes,
visto ndo existir um grande nimero de industrias na regido, sendo considerado dos menos

poluidos em Portugal®.
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Figura 15. Mapa Estuéario de Mira (37°43 '31 "N, 8°46 '15 "W), Vila nova de mil fontes

Ria de Alvor

A Ria de Alvor é uma lagoa mesotidal pequena, 15 Km?, com grande importancia ecoldgica,
visto ser maternidade para peixes e suporta assim uma elevada biodiversidade (Figura 16)%.
Este sistema é sustentado por quatro pequenos rios, sendo a renovagcdo de &gua bastante
influenciado pelo regime de marés e condigdes atmosféricas como a ocorréncia de precipitacdo
e periodos de seca prolongados®.

Ao longo da bacia da Ria de Alvor sdo desenvolvidas atividades econémicas como
agricultura, pecuaria e algumas industrias, estando esta area protegida por legislagdo nacional e

internacional como diretiva habitats, sitio RAMSAR e zona especial de conservagio (ZEC)®.
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Figura 16. Mapa Ria de Alvor (37°7 '56 "N, 8°37 27 "W)

Ria Formosa

A Ria Formosa, apresenta uma area superior a 80 Km? estando localizada numa regido
mediterranea de elevado afloramento costeiro, sendo a produtividade da Ria influenciada por
este fenémeno® (Figura 17). A entrada de 4gua doce mais significativa provem do Rio Gildo,
sendo o efeito das marés o que mais influéncia as caracteristicas do ecossistema, tendo uma
coluna de agua sem estratificacdes salinas ou térmicas®®®. A Ria Formosa sustenta uma forte
componente econémica, no sector das pescas e aquacultura, mas também no sector do turismo®.
Este € um local de elevada biodiversidade, com bastante relevancia para a reproducdo de

espécies marinhas estando protegida pela diretiva RAMSAR e de Berna®.
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Figura 17. Mapa Ria Formosa (37°0 '23 "N, 7°59 '28 "W), Algarve
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Extracdo lipidica

Os tecidos do musculo adutor foram pesados, tendo-se posteriormente procedido a extracéo,
quantificacdo e analise do perfil em acidos gordos. A extracdo de lipidos do misculo adutor foi
efetuada segundo o método desenvolvido por Bligh & Dyer, sendo este um método rapido e
simples que permite ndo so a extragdo, mas também a purificagio dos lipidos®. Neste método é
adicionado ao tecido 3.75 mL de % (v/v) cloroférmio-metanol, sendo a amostra seguidamente
agitada no vortex durante 90 s; posteriormente, é feita uma incubagdo em gelo por 30 min,
sendo a amostra novamente agitada num vortex durante 30 s. Seguidamente, sdo adicionados
1.25 mL de cloroférmio a amostra com posterior agitacao no vortex durante 2 min. Por dltimo, é
adicionada agua mili-Q (1.25 mL), sendo a amostra novamente agitada no vortex durante 60 s e
centrifugada a 1000 rpm durante 5 min (Figura 18).

Figura 18. Tubos de extracéo lipidica, ap6s centrifugacéo. Fase organica na parte inferior, fase aquosa na parte
superior.

A fase orgénica, que se encontra na parte inferior do tubo é pipetada para um novo tubo e a
fase aquosa, que se encontra no primeiro tubo, € adicionado 1.88 mL de CHCI;, sendo a mistura
agitada no vortex por 1 min e centrifugada durante 5 min a 1000 rpm; a fase organica é
novamente pipetada para o segundo tubo. A fase organica é entdo seca numa centrifuga “speed
vacuum" e o extrato obtido é dissolvida em CHCI; e transferida para um porta amostras; este é

seco em corrente de azoto e armazenado a -20 °C (Figura 19).
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Figura 19. Secagem de amostras através de corrente de azoto.

Quantificacéo de fosfolipidos

O fésforo presente em cada amostra é quantificado através da técnica de Bartlett e Lewis®
sendo adicionado acido perclérico a 70% as amostras, seguindo-se uma incubacdo durante 1 h a
200 °C (Figura 20).

Figura 20. Incubacéo em calor das amostras a 200 °C

Em seguida, ¢é adicionada 825 uL de agua mili-Q, 125 pL de NaMo0O,-H,0 (2.5 %) e 125 pL
de &cido ascorbico, sendo importante efetuar uma agitagdo no vortex apos a adi¢éo de cada uma
destas solugGes a amostra. Este procedimento implica o uso de padrdes com uma concentragdo
crescente de NaH,PO,, sendo estes preparados de acordo com a Tabela 1, sdo utilizados para a
recta de calibrag&o.
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Tabela 1. Preparacdo de padrdes para quantificacdo de fosfolipidos presentes no musculo adutor de Ruditapes spp.

NaH,PO, 70% HCIO, | MilliQ H,0O 2.5%
NaMo0O,.H,O
PO O0pL 125 pL 825 uL 125 uL
P1 1uL 125 uL 825 L 125 uL
P2 2 UL 125 pL 825 UL 125 pL
P3 4L 125 pL 825 UL 125 pL
P4 8 pL 125 uL 825 pL 125 uL
P5 12 pL 125 pL 825 uL 125 uL
P6 16 pL 125 pL 825 L 125 uL
P7 20 pL 125 pL 825 UL 125 pL

A adicdo de cada solugdo implica mais uma vez a realizacdo de uma agitagdo no vortex de
modo a homogeneizar a amostra. Para finalizar, os padrdes e as amostras sdo incubadas em

banho maria (95-100 °C) por 10 min e em seguida colocados em gelo (Figura 21).

Figura 21. Amostras apds incubacdo em calor

Os padr@es e as amostras sdo transferidos para uma microplaca e a absorvancia da solucéo é
lida a 797 nm num leitor de microplacas (Multiscan 90, ThermoScientific) (Figura 22). Este
procedimento € particularmente importante, visto que o tecido em analise ndo tem um peso fixo;
deste modo, a sua re-suspencao para posterior injecdo em GC-MS vai depender da quantidade
de fosfolipido presente na amostra.
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Figura 22. Microplaca para quantificacdo de fosfolipidos presentes nas amostras

Quantificacéo de &cidos gordos

O método de cromatografia gasosa- espectrometria de massa (GC-MS) foi utilizado para
obter o perfil de acidos gordos das amostras®®. Foram usados 15 pL de amostra dissolvidas em
cloroférmio, sendo esta seguidamente seca em corrente de azoto e posteriormente foram
adicionados 1 mL de hexano e 200 UL de KOH (2M), tendo esta mistura sido agitada no vortex.
Em seguida, foram adicionados 2 mL de NaCl, sendo a amostra centrifugada por 5 min a 2000
rpm. No final foram obtidas duas fases, sendo a fase organica (em cima) transferida para um
novo tubo e o solvente é evaporada em corrente de azoto (Figura 23).

Figura 23. Termoacumulador para manter as amostras refrigerados até dissolugédo para posterior analise no GC-MS.
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Por fim, as amostras foram dissolvidas com 30 pL de hexano e 2 pL desta mistura foram
injetadas num cromatdgrafo a géas associado a um espectrometro de massa (GC-MS) Agilent
Technologies 6890N Network (Santa Clara, CA) equipado com um detetor de ionizacdo e uma
coluna capilar de silica (DB-FFAP, 0.25 mmx30 mx 0.25 um), usando Hélio como gés portador
com fluxo de 0.5 mL min™. A temperatura de injecdo foi de 220 °C e a temperatura da coluna
foi de 80 °C depois da injecéo e antes desta aumentava para 220 °C a 14.4 °C min™, seguido de
um aumento linear a 10 °C min™ até 240 °C e por fim 5 °C min™ até atingir 250 °C (Figura 24).

A identificacdo dos &cidos gordos obtida foi baseada na identificagdo do ido molecular e por
comparagéo das abundancias dos iGes fragmento observados nos espectros de MS e tempos de
retencdo com espectros-padrdo obtidos na biblioteca virtual “AOCS Lipid Library”

(http://lipidlibrary.aocs.org/).

Figura 24. Cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa (GC-MS)

Tratamento estatistico

Para cada réplica foi calculada a abundancia relativa de cada &cido gordo presente no perfil
obtido por GC-MS, tendo sido calculada a média e desvio padrdo das réplicas por local de
estudo.

A analise exploratdria dos dados obtidos, teve inicio com a formacdo de grupos de acidos
gordos baseada nas suas abundancias, para isso dividimos os acidos gordos por classes e dentro
de cada uma desta foram formados grupos entre os acidos gordos com abundancias préximas.

Estes grupos, foram em seguida utilizados como varidveis dependentes na analise multivariada
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—~MANOVA- com o0 objetivo de verificar a existéncia de diferencas entre locais (montante e
jusante) dos ecossistemas ou diferengcas entre ecossistemas. Em caso de diferencas
estatisticamente significativas na MANOVA (p<0.05) procedemos a uma analise univariavel —
ANOVA de uma via, de modo a identificar quais os grupos de &cidos gordos responsaveis por
estas diferencas, ou seja, comparando as abundancias médias entre cada um dos
locais/ecossistemas em analise®. O teste de Tukey foi utilizado na analise estatistica para 0s
grupos com diferencas significativas na ANOVA, de modo a identificar quais o0s
locais/ecossistemas em que estas diferencas ocorriam.

No estudo referente as diferencas entre ecossistemas, foram efetuadas analises
discriminantes lineares, onde obtemos uma representacdo grafica dos nossos grupos assim como
o grau de distinc&o dentro destes”.
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Resultados



A partir da andlise do perfil de &cidos gordos para cada espécie, identificamos um total de 27
acidos gordos na espécie R. phillipinarum e 34 &cidos gordos na espécie R. decussatus (Tabela
2, 3). Foram identificados e quantificados &cidos gordos pertencentes a cinco classes de &cidos
gordos — saturados (SFA), monoinsaturados (MUFA), polinsaturados (PUFA), altamente
insaturados (HUFA) e ramificados (BCFA).

Tabela 2. Abundancia relativa de acidos gordos presentes no musculo adutor de Ruditapes phillipinarum da Ria de
Aveiro, Estuario do Mondego, montante e jusante, Estuario do Sado e estuario do Tejo, montante e jusante. Os
valores presentes sdo a média entre 5 réplicas = desvio padréo.

Sordor Aveir Montans  jusants S0 ongante qusant
(%) (Mond_m) (Mond_j) (Tm) (T))
14:0 0.42+0.10 0.60+0.05 0.58+0.11 1.02+0.35 0.54+0.17 0.44+£0.07
15:0 0.50+0.05 0.37£0.02 0.40+0.01 0.45+0.26 0.47+0.35 0.42+0.07
16:0 10.51+0.99 11.66+0.42  11.95+0.28 22.45+5.82 17.59+3.45 13.93%£2.20
17:0 1.50+0.10 1.69+0.16 1.48+0.15 0.96+0.23 1.14+0.45 1.13+0.16
18:0 8.32+0.29 10.53+£0.81 9.15+0.98 17.93£5.08 10.07+2.25 7.34+0.98
X SFA 21.25 24.85 23.56 42.80 29.82 23.26

15:0 CH3 0.67+0.13 0.30+0.02 0.36+0.08 0.32+0.02 0.45+0.15 0.48+0.13
16:0 CH3 0.89+0.12 0.91+0.12 0.83+0.14  0.578+0.05  0.68+0.35 0.81+0.08
16:0 CH3 1.13+0.31 1.09+0.19 1.1940.22 1.03+0.31 2.01+0.45 1.34+0.56
X BCFA 2.69 2.30 2.39 1.92 3.14 2.63
16:1 n-7 1.83+0.15 1.30+0.27 1.36+0.15 1.66+1.20 1.95+0.31 2.20+0.22
18:1n-9 4.96+1.26 5.53+0.32 6.19+0.23 2.82+1.01 4.09+0.16 5.24+0.87
18:1 n-7 1.92+0.19 1.45+0.20 1.77+0.28 2.35£1.05 2.06+0.33 2.360.25
20:1n-9/11  6.07+0.98 3.55+0.25 4.21+1.24 3.90+0.56 4.32+1.09 6.09+0.47
20:1 n-7 2.51+0.17 1.38+0.21 1.57+0.24 2.40+0.54 2.18+0.31 2.34+0.17
X MUFA 17.29 13.21 15.10 13.13 14.61 18.23
18:2 n-6 0.26+0.08 0.44+0.07 0.62+0.15 0.20+0.06 0.55+0.23 0.58+0.03
18:3n-3 0.52+0.10 0.28+0.06 0.50+0.27 0.15+0.10 0.55+0.16 1.60+0.22
18:4 n-3 0.94+0.17 1.05+0.15 1.27+0.07 0.41+0.07 0.78+0.14 1.73+0.11
20:2 n-6 1.99+0.39 1.47+0.20 2.38+0.97 1.23+0.32 1.45+1.17 2.88+0.06
20:4 n-6 3.92+0.60 3.11+0.35 2.88+0.11 2.87+0.65 2.41+0.25 3.32+0.50
20:4 n-3 0.70+0.18 0.23+0.07 0.44+0.27 0.47+0.19 0.87+0.10 0.98+0.15
20:5n-3 10.93+1.95  6.08+0.80 7.86x2.47  10.18+1.97 10.20+1.28  9.76+0.68
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22:2n-9 1.29+0.21 2.50+0.46 2.29+0.44 0.76+0.45 1.21+0.16 1.06+0.15
22:2 n-6 3.34+0.34 3.81+0.51 3.32+1.13 3.65+2.79 2.84+0.46 3.68+0.91
22:3n-6 1.83+0.22 1.82+0.16 2.06+0.16 1.40+0.25 3.08+0.61 1.95+0.33
22:4n-6 2.03+0.25 1.21+0.18 0.99+0.10 2.05+0.64 1.57+0.37 1.89+0.55
22:4n-3 1.30+0.13 1.57+0.18 1.45+0.05 0.96+0.23 1.54+0.08 1.86+0.22
22:5n-3 5.27+0.31 4.53+0.36 4.27+0.12 4.20+0.81 3.99+0.47 4.06+0.19
22:6 n-3 24.44+1.02  31.55+0.79  28.64+3.60 13.61+2.15 21.40+7.35 20.52+1.69
X PUFA 58.77 59.64 58.95 42.14 52.43 55.88

Tabela 3. Abundancia relativa de acidos gordos presentes no misculo adutor de Ruditapes decussantus da Ria de
Alvor, Estuario de Mira e Ria Formosa (Faro e Olh&o). Os valores presentes sdo a média entre 5 (4 no ecossistema
Estuario de Mira) réplicas £+ desvio padrao.

Acidos  Ria Alvor Mira Ria Ria
Gordos (Alv) (M) Formosa  Formosa
(%) (RF) - (RF) -

Faro Olhéo
14:0 0.87+0.17 0.41+0.12 0.79+0.18 0.93+0.18
15:0 0.35+0.05 0.34+0.07 0.32£0.15 0.37£0.04
16:0 11.30£1.55 12.99+1.69 14.06£2.96 13.88+2.27
17:0 1.37+0.20 1.57+0.31 1.16+0.33 1.48+0.16
18:0 9.89+0.88 10.74£0.80 13.58+2.17 10.98%£1.50
X SFA 23.77 26.04 29.91 27.65

14:0 CH3 0.11+0.04 0.19+0.08 0.14+0.01 0.09+0.03
15:0 CH3 0.42+0.08 0.41+0.08 0.45+0.09 0.38+0.04
16:0 CH3 0.80+0.04 0.79+0.15 0.94+0.15 0.75+0.09
16:0 CH3 0.90+0.26 1.00+0.39 1.35+0.34 0.96+0.44
17:0 CH3 0.22+0.04 0.32+0.11 0.20+0.05 0.30+0.07
X BCFA 2.45 2.71 3.08 2.48
16:1 n-7 1.24+0.11 1.91+0.62 1.25+0.31 1.20+0.22
16:1 n-5 0.33+0.09 0.14+0.03 0.18+0.15 0.27+0.04
17:1 0.13+0.02 0.37+0.47 0.10+0.06 0.15+0.04
18:1n-9 4.84+0.89 4.51+0.38 4.50+0.57 4.84+0.49
18:1 n-7 2.33+0.30 2.31+0.48 1.83+0.26 1.91+0.39
20:1n-9/11  3.47+0.68 4.23+1.17 3.96+0.46 3.47+0.40
20:1 n-7 2.58+0.22 1.78+0.20 1.88+0.19 2.03+0.29
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X MUFA 14.91 15.27 13.70 13.86

18:2 n-6 0.36+0.05 0.53+0.25 0.27+0.05 0.29+0.03
18:2 n-3 0.31+0.04 0.23+0.03 0.22+0.03 0.21+0.06
18:3n-3 0.24+0.03 0.50+0.22 0.30+0.07 0.19+0.03
18:4n-3 0.89+0.04 0.68+0.08 0.83+0.23 0.70+0.09
20:2 n-9 0.59+0.17 0.32+0.16 0.74+0.10 0.31+0.04
20:2 n-6 2.13+0.60 2.02+0.59 1.78+0.21 2.14+0.55
20:3 n-6 0.28+0.04 1.21+1.88 2.31+1.94 0.65+1.04
20:4 n-6 3.28+0.46 2.79+1.71 1.36+1.61 2.93+0.50
20:4 n-3 0.39+0.07 0.41+0.17 0.28+0.04 0.24+0.04
20:5n-3 8.79+1.22 9.26+2.79 7.03+0.20 6.07+0.47
22:2n-9 1.43+0.27 1.21+0.33 1.79+0.25 1.70+0.28
22:2 n-6 5.07+0.85 3.36+1.40 5.46+0.87 4.51+0.68
22:3 n-6 1.88+0.08 1.65+0.07 1.63+0.13 1.63+0.18
22:4 n-6 1.64+0.20 2.67+0.35 2.04+0.44 1.49+0.16
22:4n-3 1.25+0.14 1.43+0.17 1.33+0.14 1.18+0.05
22:5n-3 4.61+0.27 4.17+0.83 4.31+0.59 3.62+0.15
22:6 n-3 25.89+0.85 23.53+3.86 21.63+x2.47 28.16%+1.94
X PUFA 59.02 55.97 53.31 56.02

Os PUFAS sdo o grupo de acidos gordos com maior abundancia relativa e diversidade em
todos os locais, exceto no Estuario do Sado, em que o musculo adutor da ameijoa japonesa
apresenta um valor mais elevado de SFA. No grupo dos PUFAs os mais abundantes sdo o DHA
(22:6n-3) variando a sua abundancia média entre 13.61 €31.55%; o EPA (20:5n-3) apresenta
uma abundancia minima de 6.07% na Ria Formosa jusante e maxima de 10.93% na Ria de
Aveiro; o acido palmitico (16:0) e o &cido estearico (18:0) sdo os SFA mais abundantes
variando entre 10.51% e 22.45% e 7.34% e 17.93%, respetivamente; por fim o 18:1n-9 e 0
20:1n-9/11 sdo os MUFA que apresentam uma maior abundéncia relativa, que varia entre 2.82%
€ 6.19% e 3.47% e 6.09%, respetivamente.

Numa andlise exploratoria dos locais a montante e a jusante dos ecossistemas amostrados,
foram selecionados quatro acidos gordos principais, 16:0, 18:0, 22:5n-3 e 0 22:6n-3, visto serem
estes que contribuiram em conjunto com mais de 50% para a abundancia total de acidos gordos
(Figura 25).

40



Abundancia relativa

00 01

Abundancia relativa

Abundancia relativa

04

ag 226

02 03

I ' I
Mond_Montante Mond_Jusante

0.4
|

0.3

0.2

N

0.0

I - T
T Montante T Jusante

0.4

0.3

0.2

N

0.0

| R |
RF_Montante RF_Jusante

Figura 25. Abundancias relativas de &cidos gordos entre locais a montante e jusante dos ecossistemas Estuario
do Mondego, Estuario do Tejo e Ria Formosa.

Com o objetivo de estudar a existéncia de diferencas entre locais a montante e jusante dos
ecossistemas, Estuario do Mondego, Estuario do Tejo e Ria Formosa, a analise multivariada
MANOVA (tendo como variaveis dependentes os acidos gordos referidos acima) permitiu
verificar que apenas no Estuario do Mondego ndo sdo registadas diferencas estatisticamente

significativas (p>0.05, F=2.74). Por oposicdo, foram registadas diferencas significativas no
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perfil de &cidos gordos presentes no musculo adutor de ameijoas recolhidas em locais a
montante e a jusante no Estuério do Tejo (p<0.05, F= 12.8) e na Ria Formosa (p<0.001, F=
35.4).

Recorrendo a analise univariada, foi possivel verificar que para as diferengas registadas no
Estuario do Tejo esta é principalmente explicada pelo &cido gordo saturadol8:0 (p<0.05,
F=6.2). Na Ria Formosa, as diferengas registadas pela MANOVA devem-se principalmente aos
acidos gordos altamente insaturados 20:5n-3 (p<0.05, F=1706) e 22:6n-3 (p<0.05, F=21.7).

Tabela 4. Anova de uma via entre locais (montante e jusante) dos ecossistemas Estuario do Tejo e Ria Formosa tendo
em consideragdo a formacgdo de grupos de acidos gordos baseados nas suas abundancias

. Graus de - p.
Locais Grupo Liberdade Soma Média F value
16:0 1 0.003 | 0.003 | 4.02 | 8e-02
3.75-
18:0 1 0.002 | 0.002 6.2
02
Tejo 5.18e-
20:5 n-3 1 0 0 0.457
01
8.03e-
22:6 n-3 1 0 0 0.067
02
16:0 1 0 0 0.012 | 9.15e-
01
Ria 18:0 1 0002 | 0002 | 484 | 59le-
02
Formosa | 20:5n-3 1 0 0 176 | 3.03e-
03
22:6 n-3 1 0.011 | 0.011 | 217 1-gge-

Na andlise exploratoria do estudo entre ecossistemas ao longo a Costa Continental
Portuguesa, os grupos foram formados de acordo com as proximidades de abundancias dos
acidos gordos, sendo considerados todos os acidos gordos pertencentes as diferentes classes.
Dos ecossistemas com R. phillipinarum, Ria de Aveiro (A), Estuario do Mondego (FF), Estuario
do Tejo (T) e Estuario do Sado (S), os &cidos gordos foram agrupados em 16:0 e 18:0, restantes
SFA, ramificados, PUFA, 20:5 n-3, 22:6 n-3, restantes HUFA e MUFA (Figura 26).
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Figura 26. Abundancia relativas de acidos gordos divididos segundo a sua classe nos ecossistemas Ria de Aveiro
(A), Estuério do Mondego (Mond), Estuério do Sado (S) e Estuério do Tejo (T)

A analise multivariada MANOVA revelou a existéncia de diferencas significativas (p<0.001,
F=12.1), tendo a andlise univariada realizada através da ANOVA de 1 via permitido avaliar
quais grupos que mias contribuiram para as diferencas estatisticamente significativas registadas.
Efetivamente, todos os grupos formados apresentaram diferencas estatisticamente significativas,
com excegdo do grupo dos PUFA (Tabela 5). A realizacdo posterior de um teste de tukey
permitiu determinar quais os acidos gordos que contribuem para as diferencas registadas na
ANOVA de 1 via, sendo os HUFA, 16:0 e 18:0 os que apresentaram maiores diferengas entre

ecossistemas (Figura 27).
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Tabela 5. Anova de uma via entre ecossistemas onde foram coletados exemplares de Ruditapes phillipinarum, tendo
em consideragdo a formagao de grupos de acidos gordos baseados nas suas abundancias

Grupo Graus de Liberdade | Soma | Média | F | p.value
16:0-18:0 3 0.038 | 0.013 | 15.9 | 4.64e-5
Restantes 3 0 0 | 339 4392
saturados
Mon0|snsaturado 3 0 0 516 1.1e-2
Polinsaturados 3 0 0 3.09 | 5.68e-2
22:6 n-3 3 0.065 | 0.022 | 44.1 | 5.86e-8
Restantes
altamente 3 0 0 7 3.19e-3
insaturados
Ramificados 3 0 0 5.27 | 1.02e-2
T-5= ——i— T-5-
T-FF - T-FF - . 4
T-A= v TA-
— S FF= —_— S—FF=
S—A=- —— S—A-
FF—A - FF—A -
E;.'I CII.D 0.I002 0.[;00 D.OID.Z
16:0 18:0 Restantes saturados
T-5- T-5- —_—
T-FF = T—FF -
T-A-= T-A -
S—FF = S—FF =
S—A = - ———————
FF-A = —— FF-A =
DI.07 D..CH G,EJG O,IO1 0.6050 0.6073 0.0600 O.OIOTS
22.6n3 Restantes altamente insaturados
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Figura 27. Teste de tukey entre ecossistemas onde foram recolhidas Ruditapes phillipinarum tendo em consideragéo
diversos grupos de &cidos gordos.

Para finalizar o estudo dos ecossistemas Ria de Aveiro, Estuario do Mondego Tejo e Sado,
foi efetuada uma analise discriminante linear, onde foi obtido um valor de 100% de

discriminagéo entre ecossistemas (Tabela 1a, Figura 28).
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Figura 28. Andlise discriminante linear dos ecossistemas Ria de Aveiro, Estuario do Mondego, Estuério do Tejo e
Estuéario do Sado (LD1 80.1% LD2 14.9%)

Relativamente aos ecossistemas onde foi amostrada R. decussatus, Ria de Alvor (Alv),
Estuario de Mira (M) e Ria Formosa (RF), os &cidos gordos presentes no musculo adutor destes
bivalves foram agrupados em 16:0 e 18:0, restantes SFA, 18:1n-9, 20:1n-9/11, restantes MUFA,
22:2n-6, restantes PUFA, 20:5n-3, 22:6n-3, restantes HUFA e ramificados (Figura 29).
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Figura 29. Abundancia relativas de acidos gordos divididos segundo a sua classe nos ecossistemas Estuario do Mira
(M), Ria de Alvor (Alv) e Ria Formosa (RF)

Recorrendo a analise multivariada MANOVA foi verificada a existéncia de diferencas
estatisticamente significativas entre ecossistemas de R. decussatus (p<0.05, F= 13.1), no qual as
variaveis dependentes em estudo foram os grupos de &cidos gordos anteriormente formados. A
analise univarida apenas revelou que os grupos 16:0 e 18:0, restantes MUFA, 22:2 n-6, e 20:5 n-
3 apresentaram diferencas estatisticas significativas (Tabela 6). De modo a identificar entre que
locais ocorreram estas diferencas, foi realizado um teste Tukey, tendo sido possivel verificar
que as diferencas foram registadas entre os locais Ria Formosa e Ria de Alvor, tendo em
consideracdo os &cidos gordos 16:0 e 18:0 e entre o Estuério de Mira e a Ria Formosa,

considerando apenas o &cido gordo 18:1 n-9 (Figura 30).
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Tabela 6. Anova de uma via entre ecossistemas onde foram coletados exemplares de Ruditapes decussatus, tendo em
consideragdo a formagao de grupos de acidos gordos baseados nas suas abundancias

Grupo Graus de Liberdade | Soma @ Média F p. value
16:0-18:0 2 0.003 | 0.001 4.6 | 3.54e-2
Restantes 2 0 0 | 108  3.74e-1
saturados
Mono'g‘sat“rado 2 0.001 | 0.001 505 2.78e-2
18:1 n-9 2 0.001 & 0.001 | 2.43 | 1.34e-1
20:1 n-9/11 2 0 0 1.12 | 3.61le-1
Polinsaturados 2 0 0 1.16 3.5e-1
22:2 n-6 2 0.001 @ 0.001 | 5.05 | 2.78e-2
22:6 n-3 2 0.005 | 0.002 | 3.48 | 6.74e-2
20:5n-3 2 0 0 0.404 | 6.77e-1
Restantes
altamente 2 0 0 2.74 | 1.08e-1
insaturados
Ramificados 2 0 0 3.03 | 8.94e-2
RF—MF -
'E RF-Alv - 9
3
MF=Alv -
—0102 O.E)O 0.62 O.EM 0166
16:0 18:0
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Figura 30. Teste de tukey entre ecossistemas onde foram recolhidas Ruditapes decussatus tendo em
consideracdo diversos grupos de &cidos gordos.

Por fim, foi avaliada a probabilidade da origem geografica de um espécime de R. decussatus
ser corretamente determinado através do perfil de &cidos gordos do seu musculo adutor, tendo
sido obtido um valor de 100% através da realizacdo de uma andlise discriminante linear (Tabela
2a, Figura 31).

-10- -

-10 0 10 20
LD1 (84.1%)

Alv @ MF RF

Figura 31. Analise discriminante linear dos ecossistemas Estuério do Mira, Ria de Alvor e Ria Formosa (LD1 84.1%
LD2 15.9%)
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No presente estudo, foi possivel observar a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre locais a jusante e montante de dois dos trés ecossistemas amostrados e ainda
diferencas estatisticamente significativas entre todos os ecossistemas amostrados, tendo como
base a assinatura de &cidos gordos do musculo adutor de duas espécies de ameijoa existentes na

costa portuguesa.

De acordo com os resultados apresentados, tanto a espécie R. phillipinarum como R.
decussatus apresentam uma maior abundancia média de PUFAS, seguido de SFAs e sé por fim
MUFAs. A dominancia de PUFAs é comum a véarias espécies marinhas, estando descrita em

diversos tecidos de bivalves, nomeadamente as gonadas, a glandula digestiva e as branquias
37,71-73

No grupo dos PUFAs, que representa uma grande diversidade e abundancia no musculo
adutor das espécies em estudo, destaca-se a elevada diversidade de acidos gordos n-3
caracteristicos de organismos marinhos distribuidos por varios niveis troficos. Os organismos
marinhos acumulam estes compostos, principalmente DHA e EPA obtidos através da
alimentacdo de produtores priméarios como fitoplancton. sendo que estes &cidos gordos sdo
transferidos ao longo da cadeia tréfica®®. A DHA e EPA sdo assim considerados essenciais em
bivalves e nos animais em geral, pois estes ndo sdo capazes de os sintetizar de novo tendo
importantes fungdes no crescimento e reproducéo dos individuos’™. Esta dominancia de DHA
e EPA foi observada em diferentes bivalves, tais como Cerastoderma edulee Mytilus edulis,
tanto no masculo adutor como noutros tecidos. Contudo, o perfil de acidos gordos pode sofrer
alteracOes durante a época reprodutiva, como descrito por Fernandez, A. et al. em fémeas da
espécie Mytilus edulis, sendo a principal alteracdo o aumento da quantidade de PUFAs’.
Durante a analise do perfil de &cidos gordos, principalmente do perfil de PUFAs, é importante
ter em consideracdo a sua relevancia nas adaptacOes fisiologicas dos organismos marinhos as
condi¢bes ambientais. Quando em ambientes de temperaturas mais baixas, 0s acidos gordos
saturados tendem a aumentar permitindo & membrana manter a sua fluidez, ndo comprometendo
a homeostasia entre 0 meio intracelular e extracelular™'®""®, Assim, ambientes mais salinos e
com temperaturas mais elevadas, como os locais mais a jusante dos ecossistemas, 0 esperado
sera uma maior abundéncia de PUFA em relacéo a locais que se encontram mais a montante dos

ecossistemas tendo estes temperaturas e salinidades menores.

Relativamente aos SFA, verificou-se uma dominéncia de 16:0 e 18:0, assim como descrito
em estudos anteriores, tanto em ameijoas como noutras espécies de bivalves®"*". O 4cido
gordo 16:0 é um importante percursor para a biossintese na sintese de outros acidos gordos,
visto que por agdo de enzinas elongases sdo sintetizados a partir do 16:0 outros &cidos gordos

com 18, 20 e 22 carbonos®. Dos MUFAs destacam-se 0 18:1 n-9 e 0 20:1 n-9/11, sendo a sua
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abundéncia bastante reduzida quando comparada com os restantes &cidos gordos que constituem
o perfil do musculo adutor. O &cido 18:1 n-9 € o percursor de todos os n-6 e n-3 sintetizados,
apesar deste processo estar diretamente dependente da alimentagdo, j& que a maioria dos
animais ndo tém a capacidade de sintetizar a enzima A12 responsavel pela transformagdo de
18:1 n-9 em n-3 e n-6, assim sendo, a assinatura de &cidos gordos do musculo adutor vai

depender em parte da disponibilidade de alimento disponivel no meio®.

Da analise entre locais a montante e jusantes dos ecossistemas Estuario do Tejo e Ria
Formosa foram registadas diferencas estatisticamente significantes que poderdo estar
relacionadas com o facto dos locais amostrados terem caracteristicas ambientais bastante
diferentes. Nos locais mais proximos da embocadura do estuério/ria, os individuos vao estar
expostos a salinidades mais elevadas, contrariamente ao que ocorre a montante do ecossistema,
onde a influéncia de agua doce é superior’®®°. Em 2015, num estudo efetuado ao longo dos
diferentes canais da Ria de Aveiro foram registadas alteracGes no perfil de &cidos gordos do
musculo adutor de berbigao, tendo sido apontado como causa provavel das diferencas registadas
as diferentes condigbes salinas registadas nesses locais®.A presenca de bivalves num
ecossistema é principalmente influenciada pela sua capacidade de adaptacdo a alteracfes de
salinidade, visto estes individuos terem uma menor gama de tolerancia a este parametro do que
relativamente & temperatura da agua’™’’. De modo a manter a osmorregulacdo entre 0 meio
intracelular e extracelular, os individuos respondem fisiologicamente as condi¢cdes ambientais a
gue estdo sujeitos, num mecanismo causa-efeito, ou seja, com o aumento da salinidade € de

esperar que a razdo entre polinsaturados n-3 e n-6 aumente®.

Da andlise entre locais a montante e jusante do Estuario do Mondego, ndo se verificaram
diferencas estatisticamente significativas. A amostragem neste estuario, como descrito
anteriormente, foi efetuada ao longo do braco Sul, sendo este um canal de pequenas dimensdes
e baixa profundidade onde a entrada de &agua doce esta principalmente dependente da
precipitacdo e da 4gua doce proveniente de uma Unica fonte — Rio Pranto®**®. Deste modo,
durante as épocas mais quentes, a entrada de agua doce no sistema é reduzida, estando a
hidrologia do sistema principalmente dependente do ciclo de marés, apresentando assim

condicdes bastante semelhantes ao longo de todo o braco Sul do estuario®.

A assinatura de acidos gordos, do musculo adutor, permitiu ainda diferenciar os ecossistemas
amostrados na Costa Continental Portuguesa, sendo que os &cidos gordos que mais contribuiram
para esta discriminacdo sdo também o0s que apresentam uma maior abundancia. A escolha do
musculo adutor minimiza a influéncia de fatores intrinsecos aos individuos, tais como sexo,
idade e época reprodutiva, assim como diminui (mas ndo eliminar na totalidade) o contributo de

fatores externos, tais como alteracBes anuais e sazonais®>*"’®. Por ser um tecido formado
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essencialmente por lipidos polares, o musculo adutor dos bivalves reflete principalmente
caracteristicas ambientais, sendo os acidos gordos que o constituem essencialmente estruturais,
isto é, ttm como funcdo manter as membranas celulares funcionais e a comunicacéo celular, ndo

sendo uma fonte de energia para os individuos®"*".

Embora a amostragem dos ecossistemas tenha sido efetuada em locais com caracteristicas
semelhantes, cada um deles vai ter uma hidrologia e complexidade diferente, devido as duas
dimensdes: fluxo de 4gua doce e de 4gua salgada que entra no sistema ao longo do tempo”’®.
Portanto, tal como descrito anteriormente, os acidos gordos presentes nos tecidos vao variar em
funcdo de fatores como a temperatura e salinidade do meio, levando assim a ocorréncia de perfis

de 4cidos gordos diferentes em funcdo do local e ecossistema ocupado pelos bivalves®’ 27,

Os ecossistemas tais como o Estuario do Mondego e Estuario de Mira, devido as suas
dimensdes e ao facto da entrada de dgua doce ser bastante reduzida principalmente nas estacdes
mais quentes, podem ser facilmente discriminados dos restantes ecossistemas onde ocorrem R.

5355 Contrariamente, 0s restantes ecossistemas em estudo

phillipinarum e R. decussatus
apresentam diversas proveniéncias de agua doce, podendo algumas reduzir o seu fluxo durante o
Verdo. Contudo, existe sempre uma mistura de agua doce e salgada levando os sistemas a
apresentar diferentes caracteristicas hidrolégicas que influenciam os individuos e por

conseguinte o perfil de acidos gordos presente nos seus tecidos*’>+¢°8%3,

Baseado nos resultados apresentados no presente estudo e em estudos anteriores, o perfil de
acidos gordos do musculo adutor pode ser utilizado por produtores e autoridades na
rastreabilidade de bivalves. Contudo, a aplicabilidade desta técnica depende de uma
amostragem efetuada nos ecossistemas no mesmo periodo de tempo em que foi efetuada a
colheita dos individuos a comercializar, visto que o perfil de &cidos gordos sofre alteracdes
temporais. Este método permite somente determinar se a origem do produto é, ou ndo, a origem
fornecida as autoridades ou produtores. Situagdes nas quais a origem do produto fornecida ndo
coincidir com a amostragem efetuada no local o0 método ndo permite determinar a origem real

dos espécimes.

A rastreabilidade de bivalves baseada no perfil de acidos gordos pode ser utilizada pelas
autoridades competentes de cada pais, permitindo ndo s6 uma protecdao do consumidor final e da
salde publica, mas também um combate a atividade de pesca ilegal. Em Portugal, é
particularmente importante conseguir diferenciar a origem geogréfica de bivalves, visto existir
uma grande exploracdo ilegal de ameijoa, principalmente ameijoa japonesa, que coloca em risco

ndo s6 a satde publica, mas também o equilibrio dentro dos ecossistemas.

Os produtores podem também usufruir da utilizagcdo do perfil de &cidos gordos como método

de rastreabilidade, pois através deste podem assegurar ao comprador a origem dos bivalves,
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visto as zonas de producdo apresentarem diferentes niveis de poluicdo; deste modo, os
produtores poderdo assegurar de forma verificavel a proveniéncia dos bivalves transacionados e

aumentar o valor do seu produto.

Apesar desta técnica permitir rastrear a origem geogréafica de bivalves com uma resolugéo
espacial assinalavel, ainda € necesséario efetuar mais estudos de modo a aperfeicoar a mesma e
aumentar o seu grau de sucesso na descriminacdo da origem geografica dos individuos
monitorizados. Atualmente, a técnica € utilizada somente em estudos com bivalves vivos, sendo
0 musculo adutor recolhido pouco tempo depois dos individuos serem retirados do meio natural.
Assim, futuramente, devera ser estudada a influéncia do processo de depuracdo no perfil de
acidos gordos do masculo adutor, assim como a alteracdo deste perfil em funcéo da espécie e do

tempo decorrido desde 0 momento da colheita e da analise (ex. tempo de prateleira).
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Consideracoes finais

No presente estudo foi possivel verificar que atraves da andlise da assinatura de acidos
gordos presentes no musculo adutor de duas espécies de ameijoas presentes na costa continental
Portuguesa, R. phillipinarum e R. decussatus, € possivel discriminar entre locais pertencentes ao
mesmo ecossistema (a montante e a jusante), assim como entre diferentes ecossistemas. Esta
técnica pode assim ser utilizada por autoridades competentes e produtores de bivalves, no
sentido de avaliar a origem geografica dos mesmos, tal como legislado pela Unido Europeia em
2002. Assim, o perfil de acidos gordos do musculo adutor pode permitir uma diminuicdo da
fraude e consequentemente um aumento da seguranca alimentar, diminuindo o risco para a
salde publica. Adicionalmente, poderad também ser utilizada pelos produtores na valorizagdo
dos produtos que estdo a comercializar, uma vez que lhes permite assegurar a rastreabilidade
dos locais de origem que apresentem uma qualidade ambiental superior. Contudo, a utilizacdo
deste método ainda necessita de maior investigacdo de modo a determinar a influéncia de
diversos fatores, tanto intrinsecos como extrinsecos aos individuos, tais como o efeito da

sazonalidade e da filogenia.

O perfil de acidos gordos do musculo adutor € um método rapido e barato, quando
comparado com analises moleculares e geoquimicas, que permite assegurar um aumento na
rapidez de execucdo da componente analitica para determinacgdo do perfil bioquimico da espécie

em causa para determinacéo da sua origem geogréfica.
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ANnexo



Tabela 1a. Tabela de analise de discriminantes entre ecossistemas de Ruditapes phillipinarum

% Previsdo de alocagdo

Ecossistema de Ria de Estuariodo | Estuario do Estuario Total por % Correta
origem Aveiro Mondego Tejo do Sado ecossistema | (ecossistemas)
Ria de Aveiro 100 0 0 0 5 100
Estuario do 0 100 0 0 5 100
Mondego
Estuario do 0 0 100 0 5 100
Tejo
Estuario do 0 0 0 100 5 100
Sado
Class[fl(_:agéo 100
média

Tabela 2a. Tabela de andlise de discriminantes entre ecossistemas de Ruditapes decussatus

% Previsao de

% Previsdo de alocagdo

alocagao
Ecossistema de Estuario de Ria de Ria Total por % Correta
origem Mira Alvor Formosa ecossistema (ecossistemas)
Estuério de Mira 100 0 0 100
Ria de Alvor 0 100 0 100
Ria Formosa 0 0 100 100
Classificagcdo média 100
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