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RESUMO

A costa portuguesa € bastante evidenciada pela sua extensao e pela qualidade de peixe
e moluscos para consumo existente. Para este setor evoluir, é essencial fornecer a informacéo
técnica necessaria, crucial para a selecao do local de instalacdo de unidades de producéo, neste
ambito surgiu o projeto AQUIMAR.

A monitorizacdo do ambiente marinho passa pelo estudo de contaminantes quimicos,
organicos e inorganicos, podendo ser efetuada uma constante avaliacdo sobre o mesmo. De
entre os contaminantes orgéanicos, sdo de elevada relevancia os Hidrocarbonetos Aromaticos

Policiclicos (PAHSs), devido as suas caracteristicas nocivas para o meio marinho.

Com este trabalho foi efetuada a quantificagdo (através da técnica de Cromatografia
Gasosa - Detecdo por Espectrometria de Massa) e a avaliacdo das possiveis fontes, dos PAHs
em amostras de sedimentos superficiais, recolhidos em cinco &reas da costa continental

portuguesa.

Dos resultados obtidos pode-se destacar que, para a generalidade das areas, os PAHs
sdo de origem pirogénica, ou seja, proveniente da queima de biomassa e de combustiveis

fésseis. Contudo algumas das esta¢Bes amostradas continham PAHs de origem petrogénica.

Relativamente ao nivel de contaminacdo em PAHs nas amostras de sedimento, de
acordo com a Portaria n.° 1450/2002 de 12 de novembro, concluiu-se que algumas esta¢fes das

estudadas estao classificados como “contaminagéo vestigiaria”.

Os resultados obtidos em termos de somatérios de PAHs demonstraram que a zona

costeira do Algarve apresenta uma maior influéncia antropogénica.

Do estudo efetuado pode-se concluir que tendo em consideragdo os resultados obtidos
em termos de somatério de PAHSs, a &rea do Algarve e do estuario do Sado apresentam maiores
concentracdes, pelo que estes locais devem ser avaliados juntamente com todas as outras
variaveis estudadas no &mbito do projeto AQUIMAR, apurando se séo locais adequados para a

instalacdo de mais unidades de aquicultura.

Palavras-chave: Cromatografia Gasosa-Espetrometria de Massa, Hidrocarbonetos Aromaticos

Policiclicos, Sedimentos estuarinos, Sedimentos oceanicos
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ABSTRACT

The portuguese coast is known for its extension and excellence of the quality of fish and
shellfish for consumption. For this sector to evolve, it is essential to provide the necessary
technical information, crucial for the selection of production units in this context the AQUIMAR

project emerged.

Monitoring the marine environment involves the study of chemical, organic and inorganic
contaminants. Among the organic contaminants, Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHSs) have

high relevance, due to their harmful characteristics for the marine environment.

With this work, one of the goals was the quantification (by applying Gas Chromatography
- Detection by Mass Spectrometry), it was also evaluated the possible sources of PAHs in

samples of superficial sediments collected in five areas of the Portuguese mainland coast.

From the results obtained, it can be highlighted that, for most areas, PAHs are of
pyrogenic origin, that is, from the burning of biomass and fossil fuels. However, some of the

stations sampled contained PAHs of petrogenic origin.

Regarding the level of contamination in PAHSs in the sediment samples, evaluated under
the ordinance 1450/2007 some of the studied areas are classified as having “trace

contamination”.

The results obtained for the different sums of PAHs showed that the coastal zone of the
Algarve has a greater anthropogenic influence. It should also be noted that the highest proportion

of carcinogenic PAHs was Ria Formosa.

From the study carried out, it can be concluded that, considering the results obtained in
terms of the sum of PAHs, the area of the Algarve and the Sado estuary have higher
concentrations, so these places should be evaluated together with all the other variables studied
within the scope of the AQUIMAR project, to assess which are the suitable locations for the

installation of more aquaculture units.

Keywords: Gas Chromatography-Mass Spectrometry, Polycyclic Aromatic Hydrocarbons,

Estuarine Sediments, Oceanic Sediments.
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1.1 CONTEXTUALIZACAO

A superficie terrestre encontra-se maioritariamente coberta por agua, cerca de 70%
(Talley, et al.,, 2011) . Desta forma, o mar representa de forma inquestionavel uma parte
fundamental da biosfera, também considerado fonte importante de recursos energéticos,

alimentares e minerais, sendo muitos destes renovaveis.

Os oceanos tém uma grande capacidade de autodepuracdo de particulas soélidas,
vaporizacao, destruicdo de matéria organica por oxidacao e capacidade depuradora das algas e
dos microorganismos (Gadd, 1988) No entanto, ndo devemos esquecer que a introducéo de
substancias poluidoras no meio marinho tem um impacto ecolégico muito importante, podendo

afetar o equilibrio dos ecossistemas oceanicos.

A polui¢cdo marinha é um dos problemas globais que resulta da expanséo das atividades
industriais e agricolas (FAO, 2017). Compostos organicos como os Hidrocarbonetos Aromaticos
Policiclicos (PAHs) tém sido cada vez com mais frequéncia observados em ambientes aquaticos.
Estudos atuais tém constatado a ocorréncia de contaminantes organicos, como os PAHs, em
diversos sistemas aquaticos, como agua do mar ou aguas superficiais, aguas subterraneas, e,

consequentemente, na cadeia alimentar.

A contaminacdo dos oceanos é um componente criticamente importante, mas pouco
reconhecido, da poluicdo global (Andersen et al., 2019). Tem multiplos impactos diretos e
indiretos na salide humana (Health, The Global Ocean and Marine Resources, 2019). A natureza

e a magnitude destes efeitos estdo apenas agora a comecar a ser estudadas e compreendidas.

A poluicdo também é uma crescente ameaca a saude humana. Atualmente, € a maior
causa ambiental de doengas no mundo, responsavel por cerca de 9 milhGes de mortes
prematuras por ano (Landrigan et al.,, 2018). Causa também grandes perdas econémicas,
prejudica as trajetérias nacionais de desenvolvimento econémico. Impedindo assim o alcance
dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) (The Sustainable Development Goals
Report, 2018), em particular, o ODS 3, que exige a melhoria da salde e do bem-estar humano,

e 0 ODS 14, que exige a prevencéo e reducdo significativa de toda a poluicdo marinha.

O aumento da poluicdo dos oceanos, as mudancas climaticas e a acidificacdo dos
oceanos podem causar mudangas na cadeia alimentar marinha. O principal mecanismo pelo qual
a poluicao altera a cadeia alimentar marinha e afeta a pesca sdo as variacdes de abundéancia e
composicao de microalgas e outras espécies que sdo a base da cadeia alimentar marinha
(Abbate et al., 2015) (Bauer et al., 2019) (Glibert, 2019). Ocorrendo entdo uma diminuicdo da
diversidade de espécies, a produtividade das poucas espécies tolerantes a poluigdo pode levar
a reducbes acentuadas nas capturas de peixe comercialmente importante, e escassez de

alimento.

Os estuarios séo altamente sensiveis a poluicdo marinha. Os estuarios também sao

viveiros vitais para muitas espécies de peixes comercialmente importantes. Os pequenos
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invertebrados que povoam o0s estuarios sdo bem capazes de lidar com as mudancas nas
condi¢cbes de salinidade e temperatura causadas pelas influéncias das marés ribeirinhas e
marinhas (Attrill, 2002). No entanto, esses organismos podem ser altamente suscetiveis a
poluicdo, e a poluicdo costeira pode reduzir a abundancia de invertebrados e remover
completamente as espécies intolerantes (J. A. Camargo & Alonso, 2006). Estes efeitos
estuarinos sdo particularmente importantes quando a poluicdo é generalizada. Eventos de
poluicéo de curto prazo e alto impacto (como derrames por exemplo) também podem resultar em

alteracdes na cadeia alimentar e reducfes na produtividade de moluscos.

A crescente procura global por peixes como fonte de alimento impulsionou o rapido
aumento da aquicultura, o que resultou numa captura abusiva de peixes selvagens usados para
alimentacéo de peixes cultivados (Deutsch et al., 2013). A reduc¢do da disponibilidade de peixe
para consumo humano tem um impacto direto na salde humana ao comprometer a seguranca
alimentar em comunidades costeiras em paises com poucos recursos (Breitburg et al., 2018).
Esses impactos recaem mais fortemente nos paises pobres (Warner et al., 2010), mas os
impactos negativos também sao vistos em nagBes economicamente desenvolvidas, onde o
marisco constitui uma parte substancial da pesca comercial e tradicional de subsisténcia (Mathis
et al., 2015).

A aquicultura marinha tem crescido na maioria das areas costeiras do mundo mais
rapidamente do que outros grandes setores de produc¢éo de alimentos. Embora uma abordagem
baseada em ecossistemas se aplique ao manejo da aquicultura nas ultimas décadas, estao
disponiveis informag@es limitadas para avaliar a ocorréncia de polui¢cdo petroquimica em areas

de aquicultura (Pazi et al., 2021).

A monitorizagdo da poluigdo quimica e plastica nos oceanos decorre ha décadas. Uma
abordagem tem sido a medicdo direta de descargas de contaminantes. Outra estratégia de
monitorizacdo de contaminantes quimicos toxicos é medir as concentracdes de contaminantes
especificos ao longo da coluna de 4gua, em sedimentos ou em organismos denominados de

“espécies sentinelas”.

Os projetos realizados por estas entidades permitiram a identificacdo dos locais onde os
metais pesados, contaminantes organicos persistentes (POPs) e pesticidas sdo mais
abundantes e tém maior potencial de contaminar a fauna marinha. Esses programas
documentaram que as concentrag@es de contaminantes sdo mais altas perto de areas urbanas
(Godard-Codding et al., 2011).

Os PAHSs séo contaminantes presentes no meio ambiente, que apresentam solubilidade
moderada a baixa em agua, o que leva a uma sorgao pelas particulas presentes no meio e a

uma subsequente acumulacdo em sedimentos (UNEP/MAP, 2006).

Devido a sua persisténcia e lipofilicidade, os PAHs tendem a persistir nos sedimentos.
ApOs deposigdo nos sedimentos, onde podem ser fortemente absorvidos estes compostos

acumulam-se na biota, podendo persistir por longos periodos. Posteriormente os PAHs podem
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ser libertados para a agua, ameacando os ecossistemas fluviais urbanos e a sadde humana, e
em particular as espécies que neste ambiente habitam. Os PAHs podem também ainda ser
transportados, podendo por isso ser detetados em sedimentos que estejam a grandes distancias
da sua fonte de emisséao, tornando dessa forma dificil a identificacdo da fonte de emisséo destes

compostos (Qin et al., 2020).

Possuem ainda capacidade de se aglomerar e amplificarem nos organismos levando a
um aumento da concentracdo de PAHs nos tecidos, o que representa um risco para a saude

humana (Gouveia et al., 2018).
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1.1.1 Acreditacdo e a NP EN ISO/IEC 17025

A acreditacdo compreende a avaliagdo e reconhecimento da habilitacdo técnica de
entidades para efetuar atividades especificas de avaliacdo da conformidade, como, certificacbes,
calibracdes, ensaios e inspecdes. A acreditacdo de um laboratério é elementar pois fornece
confianca complementar ao laboratorio, podendo ser por vezes determinante para os clientes na

escolha para realizagéo das suas analises.

A NP EN ISO/IEC 17025 é um documento que visa promover confianga nas atividades
gue sao realizadas nos laboratérios em questdo, garantindo que estes possuem aptiddes para
fornecer resultados validos. Este documento permite ainda regulamentar o trabalho e o
tratamento de dados entre laboratérios a funcionarem em diferentes partes do mundo, uma vez

gue promove uma maior aceitacéo de resultados entre paises.

Nesta norma sdo evidenciados diversos requisitos necessarios a sua implementagéo
num laboratério e nas atividades nele sdo efetuadas. E referenciada a importancia da
confidencialidade e imparcialidade em todas as atividades, bem como a necessidade da
implementacao de procedimentos de como laborar como trabalho de laboratério, tratamento de

dados, software e trabalho n&o conforme (Magnusson e Ornemark, 2014).

1.1.2 Projeto AQUIMAR

O projeto AQUIMAR (Caraterizacdo geral de areas AQUIcolas para estabelecimento de
culturas MARinhas) tem como objetivo efetuar uma caraterizacao das condi¢des oceanogréficas,
fisico-quimicas, geoquimicas e bioldgicas para uma otimizacdo da selecdo dos locais para

implantacéo de unidades de aquacultura no Plano de Ordenamento do Espaco Maritimo.

As atividades propostas por este projeto centram-se na recolha de informacédo técnica e
cientifica para aumentar o conhecimento sobre as caracteristicas oceanogréaficas (e.g.
temperaturas, salinidades, correntes e nutrientes), geoquimicas (e.g. analise composicional,
carbono organico e metais) e biolégicas (e.g. produgdo primaria) da zona costeira Portuguesa.
Outro dos principais objetivos desta atividade € a identificagdo dos locais com maior aptiddo para
a pratica da aquicultura, tendo por base as areas ja delimitadas no Plano de Ordenamento do
Espagco Maritimo (aquicultura potencial). E por fim, mas ndo menos importante proceder a
melhoria e otimiza¢éo dos processos produtivos das culturas existentes, melhorando a eficiéncia
energética e reduzindo a dependéncia de alimentacéo externa, abrindo caminho a introducéo de

novas espécies aquicolas com bom potencial de mercado.
Os objetivos especificos deste projeto sdo:

1) Compilar e disponibilizar dados histdricos relevantes para a caraterizacdo das condicdes
oceanogréficas, fisico-quimicas, geoquimicas e biolégicas para a selecdo de locais de

implantacéo de unidades de cultivo;



1. INTRODUCAO

2) Caracterizar as areas em estudo através da medicdo de parametros e amostragens de

agua e sedimentos ao longo de 5 zonas costeiras e 4 zonas mais interiores;

3) Avaliar a fenologia do fitoplancton através de analise temporal de imagens satélite para

avaliar a variac@o espacial e temporal da biomassa,;

4) Definir areas preferenciais de implantacdo de diferentes tipos de culturas marinhas na

zona costeira;

5) Determinar a capacidade de carga do sistema para a aquacultura nas diferentes areas,
incorporando o conhecimento adquirido ao longo do projeto e considerando os aspetos

necessérios da biologia das espécies;

6) Delinear um plano de gestédo que promova o desenvolvimento sustentavel da aquacultura

nas diferentes areas consideradas.

1.1.3 Legislacédo e documentos guia

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) criou uma lista de varias
substancias consideradas prioritarias, tendo em conta as carateristicas de algumas moléculas
que podem estar presentes no ambiente e os danos que poderdo causar. Existem 16 PAHs
(Naftaleno, Acenaftileno, Acenafteno, Fluoreno, Fenantreno, Antraceno, Fluoranteno, Pireno,
Benzo(a)antraceno, Criseno, Benzo(b)fluoranteno, Benzo(k)fluoranteno, Benzo(a)pireno,
Indeno(1,2,3-cd)pireno, Dibenzo(a,h)antraceno e Benzo(g,h,i)perileno que se encontram nessa
lista e que sdo por isso considerados prioritdrios, de acordo com as suas propriedades

carcinogénicas e mutagénicas (Priority Pollutant List, 2014).

Em Portugal a legislacdo relativa a sedimentos apenas é encontrada na Portaria
1450/2007 de 12 de novembro, que refere que quando h& necessidade de efetuar dragagens os
sedimentos devem ser analisados quanto ao seu grau de contaminacdo em metais,
policlorobifenilos, hexaclorobenzeno e PAHs. Esses sedimentos podem ser classificados em 5

classes distintas, de acordo com o seu grau de contaminacao

Relativamente aos documentos guia é de referir os documentos da OSPAR (Convencgéo
para a Protecdo do Meio Marinho do Atlantico Nordeste) que definem concentracbes de

“background” e critérios de qualidade de sedimentos (OSPAR, 2018).
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1.2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como principal objetivo efetuar a caraterizacdo dos sedimentos
marinhos colhidos no &mbito do projeto AQUIMAR, em termos de concentrardo de PAHs, por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS).
Foram definidos os seguintes objetivos especificos:

— Selecdo das amostras a quantificar tendo em considerac@o os locais de colheita e a
proximidade a possiveis fontes de contaminagao;

— Determinacédo de PAHs nas amostras selecionadas de acordo com métodos vigentes no
laboratorio;

— Avaliagéo e discusséo dos resultados tendo em consideracdo a legislacdo existente e

documentos guia.
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1.3 HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS

Os PAHs séo POPs, os quais tém um elevado impacto no meio ambiente e, por isso, sdo
motivo de numerosos estudos (Macdonald et al., 2005). Sdo compostos potencialmente toxicos
que tém como principais caracteristicas a elevada hidrofobicidade, baixa reatividade no meio
ambiente, e tendéncia para se acumular em abundancia nos tecidos dos organismos vivos (Jesus
et al.,, 2022). Os PAHs sdo caracterizados como ambientalmente estaveis, resistentes a
degradacdo, bioacumulaveis, hidrofilicos e téxicos. A distribuicdo de PAHs em sedimentos pode
ser afetada tanto por caracteristicas do sedimento em si (tamanho de particula e teor de

carbono), ou, por fatores associados a atividade antropogénica (UNEP/MAP, 2006).

Até a data, mais de 100 PAHs foram caracterizados na natureza, 16 dos quais foram
classificados pela United States Environmental Protection Agency, US EPA, como contaminantes
prioritérios, face as suas propriedades carcinogénicas e mutagénicas (Andrianova e Quimby,
2019) (Ferrara et al., 2020).

Os PAHs sdo compostos por atomos de hidrogénio e carbono constituidos por dois ou mais
anéis aromaticos. Estes compostos podem ser classificados consoante 0 nimero de anéis
presentes nestes compostos, sdo PAHs de peso molecular leve os correspondentes aos de dois
ou trés anéis aromaticos, e PAHs de peso molecular elevado os correspondentes aos de quatro
ou mais anéis aromaticos (Wei e Chee, 2017). A Tabela 1.1 mostra algumas caracteristicas dos
PAHs considerados prioritarios pela US EPA, estudados no contexto deste trabalho. A Tabela
1.2 apresenta outros PAHs igualmente importantes na monitorizagdo ambiental, considerados

como adicionais.
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Tabela 1.1 - Férmula quimica e estrutura dos 16 PAHs da US EPA.

Parametro FO(m_uIa Estrutura
(Abreviatura) quimica
o~
Naftaleno (N) CioHs '\1 J
Acenaftileno (Acy) Ci2Hs
Acenafteno (Ace) Ci2H10
Fluoreno (F) CisHio
Fenantreno (Phe) CiaH10
Antraceno (A) CiaH10
Fluoranteno (Fluo) CieH10
Pireno (P) CaoH12
Benzo(a)antraceno
(BaA) CigHai2
Criseno (Chr) CisHi2

Benzo(b)fluoranteno

(BbF) C20H12

Benzo(k)fluoranteno

(BKF) C20H12

Benzo(a)pireno (BaP) CaoH12

Indeno(1,2,3-cd)pireno

(Ind) Gtz
ibenro(a antacens S’ )
’ e N~ .
DB C22Hia \,\l‘pr&'
Benzo(g,h,i)perileno C22H12

(BghiP)
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Tabela 1.2 - Férmula quimica e estrutura dos PAHs adicionais estudados.

Parametro (Abreviatura) For,m_ula Estrutura
guimica
Benzo(e)Pireno (BeP) CaoH12
Perileno (Per) C20H12

1.3.1 Caracteristicas fisico-quimicas

Na Tabela 1.3 apresentam-se as propriedades fisico-quimicas dos PAHs estudados,

podendo-se verificar que quanto mais complexa a sua estrutura mais elevada a massa molecular.

Tabela 1.3 - Propriedades fisico-quimicas dos PAHs estudados.

Node | Massa | oo | pes Solubilidade
h molar o o em agua
PAHSs ar(1e)|s (g.m0|-1) ((C)) ((C)) (mg-L'l) a
1 2 2
1) 25°C (2)
Naftaleno (N) 2 128 80 218 31
Acenaftileno (Acy) 3 152 92 265 16
Acenafteno (Ace) 3 154 96 279 3,8
Fluoreno (F) 3 166 116 293 1,9
Fenantreno (Phe) 3 178 101 340 11
Antraceno (A) 3 178 216 340 0,045
Fluoranteno (Fluo) 4 202 111 384 0,26
PAHs US | Pireno (P) 4 202 149 360 0,13
EPA Benzo(a)antraceno (BaA) 4 228 158 400 0,011
Criseno (Chr) 4 228 255 448 0,006
Benzo(b)fluoranteno (BbF) 5 252 167 0,0015
Benzo(K)fluoranteno (BKF) 5 252 217 480 0,0008
Benzo(a)pireno (BaP) 5 252 179 496 0,0038
Indeno(1,2,3-cd)pireno (Ind) 6 276 163 0,00019
Dibenzo(a,h)antraceno (DBA) 5 278 266 0,0006
Benzo(g,h,i)perileno (BghiP) 6 276 278 0,00026
PAHs Benzo(e)Pireno (BeP) 5 252 178 0,0063
adicionais | Perileno (Per) 5 252 273 350 0.00040

*Ponto de Fus&o

" Ponto de Ebulicio

*** ou concentragdo massica desta substancia na agua

(1) Mackay e Fraser, 2000 (2) International Agency for Research on Cancer, 2010.

Através da mesma Tabela pode ainda apurar-se que a volatilidade destes compostos diminui
com o aumento do peso molecular e que a solubilidade em agua € inve rsamente proporcional
ao seu peso molecular. Assim, PAHs de baixo peso molecular sdo mais volateis quando

comparados com os de peso molecular mais elevado.
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1.4 DESCRICAO DO PROBLEMA

Os oceanos abrigam alguns dos ecossistemas mais diversos do planeta e sustentam
economias de paises por todo o mundo (IPCC, 2019) (Whitmee et al., 2015), sendo, portanto,
essenciais para a saude e bem-estar humano (Depledge et al., 2019) (Rockstrom et al., 2009)
(Depledge et al., 2013) (Fleming et al., 2015).

Apesar do seu vasto tamanho, os oceanos estdo ameacados e a atividade humana é a
principal fonte da ameaca (IPCC, 2019). As mudancas climaticas e diversas outras perturbacdes
ambientais de origem humana causam um aumento das concentracdes de CO:2 atmosférico,
levando a acidificagdo dos oceanos, que por sua vez destroi os recifes de coral, prejudicando o
desenvolvimento da fauna marinha e principalmente os microorganismos produtores de oxigénio
na base da cadeia alimentar (Keeling et al., 2010) (H6nisch et al., 2012). Consequentemente 0s
oceanos estao cada vez menos ricos em oxigénio, levando a uma diminui¢do da quantidade e
gualidade do peixe (Pauly & Zeller, 2016) (Cheung et al., 2016).

A aquicultura nacional constitui uma importante alternativa as formas tradicionais de
abastecimento de pescado, sendo considerada um setor estratégico pelo Governo portugués.
Portugal possui uma tradicdo de moluscicultura, producéo de peixes de dgua doce e salgada,
uma tecnologia moderna, empresarios empenhados e condigfes geogréficas e climéticas,
adequadas a pratica destas atividades. Ha indubitavelmente lugar para o desenvolvimento
sustentavel desta atividade numa perspetiva de gestéo integrada das zonas costeiras (Mestre,
2008).

Os impactos das atividades humanas na area de piscicultura marinha levam a uma
consequente ressuspenc¢éo e remobilizacdo dos PAHs sedimentares na coluna de agua. Além
disso, a contaminagdo de PAHs tem sido encontrada em sedimentos devido ao transporte
maritimo, escoamento, marinas, portos e atividades nauticas nas areas de aquacultura. Devido
a estrutura lipofilica dos PAHSs, estes podem ser facilmente acumulados na cadeia alimentar,
causando efeitos adversos ao ecossistema marinho e ao Homem (Pazi et al., 2021). Sendo esta
pratica cada vez mais utilizada e essencial ndo s6 em termos econdmicos como de sustento
alimentar, surge entdo uma crescente necessidade de monitorizar os locais da pratica desta

atividade.

No entanto, para se conseguir desenvolver o sector e torna-lo mais atrativo a
investidores, é fundamental fornecer a informacdo técnica, como por exemplo dados
metereoldgicos, oceanograficos, geoquimicos e fisico-quimicos, necessarios para as potenciais
empresas poderem ultrapassar um dos maiores desafios desta atividade, a elevada exposi¢céo
as méas condi¢Bes maritimas, existentes em mar aberto. Tal informag&o sera crucial para a
selecdo do local de instalacdo da unidade de producdo, assim como para desenvolver as
ferramentas tecnol6gicas necessarias para a producéo, considerando as condices existentes.
Por outro lado, esta informacdo, sera também pertinente para avaliar a possibilidade de

introducao de novas espécies no cultivo marinho em Portugal.
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Posto isto, a necessidade em melhorar o conhecimento acerca das condi¢cdes
hidrodinamicas e fisicas existentes ao longo da costa portuguesa para dar apoio a escolha do

local de implantacéo das unidades de cultivo torna-se clara.

E, portanto, importante determinar e identificar os compostos contaminantes bem como
0s seus teores, tendo sempre em conta as legisla¢gfes vigentes e 0s documentos guias de modo
a projetar tendéncias futuras e oferecer orientagdo com base cientifica para entender os efeitos

destes contaminantes na pratica de aquacultura.

1.5 ORGANIZACAO DO DOCUMENTO

A presente dissertacdo, encontra-se estruturada em cinco capitulos. Apds esta

introducéo o documento encontra-se organizado da seguinte forma:

» Estado da Arte (Capitulo 2): apresenta um levantamento do estado da arte relativo aos PAHs

e a pratica de aquicultura, tendo como foco trabalhos e pesquisas existentes.

* Metodologia (Capitulo 3): descreve os procedimentos desde a amostragem até os ensaios
laboratoriais realizados, necessarios para a andlise, identificacdo e quantificacdo dos PAHs das

amostras de sedimento das areas de estudo.

» Apresentacdo e discussdo dos resultados obtidos (Capitulo 4): sdo apresentados os
resultados obtidos durante o estudo e é realizada uma discusséo pormenorizada dos resultados

obtidos e estabelecidas comparac¢des com estudos realizados.

» Conclusao (Capitulo 5): apresenta uma avaliacdo global do trabalho realizado, as respetivas

conclusdes.
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2.1 HIDROCARBONETOS

Estima-se que sejam inseridas nos oceanos, por a¢ado voluntaria ou involuntaria, milhdes de
toneladas de hidrocarbonetos por ano, representando assim, uma das principais causas de

poluicéo dos oceanos (Oil in the Sea lll, 2003).

Os hidrocarbonetos sao integrantes do material organico terrestre que entra nas massas de
agua. O estudo destes compostos em ambientes aquaticos deve ser efetuado na coluna de agua,

organismos e sedimentos (Medeiros et al., 2005).

2.1.1 Hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos

Os PAHs tém sido alvo de varios estudos devido ao seu potencial carcinogénico
documentado em experiéncias com animais (Abdel-Shafy e Mansour, 2016), sendo
frequentemente associados a um aumento de incidéncia de varios tipos de cancro (WHO, 2004)
(Division of Toxicology e Medicine, 2009). Devido as suas propriedades fisico-quimicas e a sua
ubiquidade, o risco para a salde humana resultante da exposi¢do aos PAHSs é significativo. De
facto, e associado ao seu caracter lipofilico, os PAHs podem ser absorvidos pela pele, por
ingestdo ou inalacdo, sendo distribuidos rapidamente pelo organismo (WHO, 2004).
Adicionalmente, alguns PAHs possuem a aptiddo de se biomagnificar nos organismos,

amplificando assim a sua concentra¢do nesses organismos (Qin et al., 2020).

A persisténcia de PAHs no meio varia com a massa molecular, sendo que os mais leves se
degradam com maior facilidade (tempo de meia vida do antraceno por exemplo varia entre 420
-1200 dias em sedimentos) (Vlachodimitropoulos, 2008), enquanto 0os mais pesados tendem a
persistir por longos periodos (tempo de meia vida do Benzo(a)pireno em sedimentos é de 5 -10
anos) (Bukowska et al., 2022).

Tendo em consideracédo a frequéncia de ocorréncia destes contaminantes no ambiente e o
seu potencial mutagénico e carcinogénico, a convengdo de prote¢cdo do meio marinho OSPAR
(Comissao de Oslo e Paris) de 2009 refere estes compostos como compostos prioritarios para

monitorizacdo ambiental.
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2.2 ORIGEM DOS PAHS

No geral, todos os compostos quimicos em elevada abundancia tém um certo efeito téxico
para o ambiente, porém, a sua persisténcia atribui-lhes um crescente efeito nocivo. O facto de
serem substancias quimicamente estaveis, confere um elevado risco mesmo apés a cessacao

das suas emissfes, como acontece com alguns hidrocarbonetos.

E por isso importante desenvolver formas de monitorizar 0 meio marinho visando
compreender as alteracdes que nele ocorrem e implementando as medidas necessarias para

tentar eliminar/minimizar os contaminantes nele presentes.

Os PAHs podem ser categorizados quanto ao modo como entram nos ecossistemas, o que

se revela importante para controlo das suas fontes emissoras (Oliveira et al., 2020).
Assim os PAHs podem ser de:

- Fonte natural, resultantes da acdo da natureza (e.g., jazidas de petréleo ou atividade
vulcénica) ou de

- Fonte antropogénica, decorrente da atividade humana (e.g., trafego automével, industrias
ou queima de residuos) (Lubecki e Kowalewska, 2010).

Estes compostos podem ainda ser classificados quanto a sua origem:

(a) biogénica e diagenética, ou seja, originados por microrganismos, plantas e algas, ou no

decorrer de alteragbes da matéria organica lentas, respetivamente, ou
(b) petrogénica, gerados no decurso da formacéo do petréleo ou

(c) pirogénica, formados por processos de combustdo incompleta (Stogiannidis e Laane,
2015).

A distingéo entre origens de PAHs pode ser feita de diversas formas: através da distribuicéo
de PAHs por nimero de anel predominante no sedimento da estacdo amostrada, verificando a
origem do composto Perileno presente em cada amostra de sedimentos e por fim, pelas razdes

de diagnostico entre diversos PAHs estudados.

Varios estudos nas diversas areas estuarinas portuguesas foram realizados sendo portanto
possivel comparar os resultados obtidos no presente estudo (Serafim et al., 2013) (Rocha e
Palma, 2019) (Gongalves et al., 2016) (Pérez-Fernandez et al., 2015) (Vifias et al., 2009) (Mai et
al., 2002). Outros estudos internacionais em areas estuarinas demonstram teores elevados neste

tipo de ecossistema marinho (Vasconcelos et al., 2007).
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2.2.1 Distruibuicdo de PAHs por numero de anel

A identificacdo de fontes de PAHs pode ser feita avaliando o seu contetido de acordo
com o0 nimero de anéis benzénicos. Como pode ser observado na Figura 2.1, produtos
petroliferos (origem petrogénica) contém principalmente PAHs de 2 a 3 anéis, com os restantes

em niveis mais baixos.

Petrogénica Pirogénica
‘ % 2-3 aneis % 2-3 aneis
% 4 aneis % 4 aneis
/ W% 5-6 aneis : W % 5-6 aneis

Figura 2.1 - Identificacdo da origem dos PAHs usando a distribuic&o por anel.

Pelo contrario no caso em que ha predominéncia de PAHs de 5 ou 6 anéis benzénicos,

a origem dos PAHs seré pirogénica (Stogiannidis e Laane, 2015).

Os padrdes de distribuicdo de PAHs séo geridos pela termodindmica de processos de
baixa temperatura, enquanto os fatores cinéticos de processos de elevadas temperaturas sao
importantes durante a combust&o. As diferencas do tipo de substrato e transformacéo durante o

transporte também estéo relacionadas com disparidades nas proporc¢des (Yunker et al., 2002).

Fontes petrogénicas introduzem no meio PAHs mais estaveis, como Phe, P, Chr e BghiP,
pois sdo criados por processos de baixa temperatura e controlados por propriedades
termodindmicas (e.g, formacdo de petrdleo). O A, Fluo, BaA e Ind sdo PAHs gerados por

combustdo incompleta (origem pirogénica), sdo menos estaveis (Rocha e Palma, 2019).

De modo a discriminar fontes de PAHs, pode ser efetuada uma avaliagdo tendo em
consideragdo PAHs com a mesma razdo massa/carga de modo a reduzir diferencas de
propriedades dos PAHs como a solubilidade, volatilidade e adsor¢cdo. Os compostos A, Fluo,
BaA e Ind sdo menos estaveis, sendo estes obtidos a altas temperaturas por combustédo

incompleta (origem pirogénica) (Stogiannidis e Laane, 2015).

2.2.2 Origem do perileno

O perileno é geralmente introduzido naturalmente, sendo formado por decomposicdo de
matéria organica (diagénese) ou produzido por microrganismos ou algas (perileno biogénico).
No entanto, pode também ser gerado por processos de combustdo (pirogénicos) ou estar
presente no petrdleo (petrogénico) e dependendo do modo como é introduzido no meio ambiente,
pode ter origem antropogénica (e.g. trafego automével ou derrames de petréleo, processos
industriais) ou origem natural (e.g. atividade vulcanica ou escudagfes de jazidas de petréleo)

(Stogiannidis e Laane, 2015).
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A identificac@o da fonte de perileno pode ser feita usando a percentagem de perileno em
relacdo aos isomeros de cinco anéis aromaticos (%Per/Z5-isdbmeros), se a percentagem neste
parametro for acima de 10% indicam origem diagenética. Os isémeros de cinco anéis aromaticos
sdo os PAHs: BbF, BkF, BaP, DBA, BeP e Per. Em contraste, as estacBes amostradas cuja
percentagem de isdbmeros de cinco anéis aromaticos se encontram abaixo 10% indicam que a

sua origem é pirogénica (Bakhtiari et al., 2009) (Rocha e Palma, 2019).

Pode ser feita outra avaliacdo usando a proporcéo de perileno para PAHs parentais totais
(% Per/z18 PAHS), sendo os 18 PAHSs referidos os 16 da US EPA mais o Per e o0 BeP. As
concentracdes que tenham uma variacdo entre 1 e 4% séo entéo classificadas como sendo de

origem pirogénica (Fang et al., 2003).

2.2.3 Razdes de diagnéstico

A avaliacao das razdes de diagnostico, utilizada para discriminar fontes de PAHSs, é efetuada
tendo em consideracdo PAHs com a mesma razdo massa/carga de modo a reduzir diferencas

de propriedades dos PAHs como a solubilidade, volatilidade e adsorcéo.

Os compostos A, Fluo, BaA e Ind sdo menos estdveis, sendo estes obtidos a altas
temperaturas por combustéo incompleta (origem pirogénica) (Stogiannidis e Laane, 2015). Por
outro lado, as fontes petrogénicas apresentam PAHs mais estaveis, como o Phe, P, Chr e BghiP,
sendo estes controlados pelas propriedades termodinamicas e gerados por processos a baixa

temperatura.

As razfes mais utilizadas sdo A/(A+Phe), Fluo/(Fluo+P), BaA/(BaA+Chr) e Ind/(Ind+BghiP)
(Rocha e Palma, 2019). Sendo que a razdo A/(A+Phe) é dutil para diferenciar entre fonte
petrogénica e pirogénica, e as Ultimas trés para discriminar entre fontes pirogénicas

(Tobiszewski e Namiesnik, 2012).

Os padrdes de distribuicdo de PAH, no decorrer da sintese de petrdleo, sao diretamente
dependentes da termodinédmica dos processos de baixa temperatura, enquanto os fatores
cinéticos dos processos de alta temperatura séo importantes durante a combustdo (Rocha e
Palma, 2019).

Os PAHs de origem petrogénica, como o Chr (m/z 228) e o BghiP (m/z 276), pois sdo
formados por processos de reduzida temperatura (por exemplo, formacao de petréleo). O A,
Fluo, BaA e Ind sdo PAHs com uma menor estabilidade introduzidos no meio por combustao

incompleta (origem pirogénica) (Stogiannidis e Laane, 2015).

A analise da origem destes compostos através de graficos que relacionam razées de PAHS,
como BaA/(BaA + Chr) para (Fluo/(Fluo + P)), A/(A + Phe) para Fluo/(Fluo + P) e Ind/(Ind +
BghiP) para (Fluo/(Fluo + P)) tem sido amplamente utilizada. Assim, as razdes mais
discriminatorias para fontes pirogénicas séo: Fluo/(Fluo + P), BaA/(BaA + Chr) e Ind/(Ind +
BghiP), enquanto A/(A + Phe) é til para diferenciacéo entre fontes pirogénicas e petrogénicas

(Tobiszewski e Namiesnik, 2012).
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Contudo, esta abordagem apresenta algumas limitagées (Galarneau, 2008). A primeira €
gue cada tipo de fonte é assumido como estando associado a proporcgdes relativas das espécies
em questdo que sdo Unicas. A outra é que as proporcdes relativas das espécies em questédo sao
assumidas como conservadas entre cada fonte de emissdo. Outros estudos detetaram
problemas semelhantes (Zhang et al., 2005) (Katsoyiannis et al., 2011).

Embora os estudos que usam as razdes de diagnéstico em sedimentos e outras matrizes,
serem diferentes (Pérez-Fernandez et al., 2015) (Serafim et al., 2013), ambos usaram razdes de

diagndstico em simultdneo com métodos alternativos de analise de dados.

A origem dos PAHs também pode ser distinguida através da utilizacdo da razéo entre PAHs
de baixo peso molecular (LMW) e PAHs de alto peso molecular (HMW) (Montuori et al., 2022).
Os LMW sédo os hidrocarbonetos que possuem 2 a 4 anéis enquanto os HMW s&o os
hidrocarbonetos constituidos por 5 a 6 anéis. Assim, razées LMW/HMW > 1 indicam fontes

petrogénicas; Razbées LMW/HMW < 1 indicam fontes pirogénicas.

2.2.4 Contaminacao de sedimentos

A Portaria n® 1450/2007 de 12 de novembro define intervalos de acordo com a concentragéo
de determinados pardmetros, inorganicos e organicos, onde estdo incluidos o somatério de

PAHSs, permitindo a disting&o por classes:

e Classe 1 (<300 pg-kgt) — Material dragado limpo — pode ser depositado no meio aquatico em

locais sujeitos a erosao ou utilizado em praias sem normas restritivas.

¢ Classe 2 (300-2000 pg-kg*) — Material dragado com contaminagéo vestigiaria — pode ser imerso

no meio aquatico tendo em aten¢éo as caracteristicas do meio e o uso do mesmo.

¢ Classe 3 (2000-6000 ug-kg?t) — Material dragado ligeiramente contaminado — pode ser utilizado
para desaterros ou no caso de imersdo, necessita de estudo aprofundado do local de deposicao

e monitorizagdo do mesmo.

¢ Classe 4 (6000-20000 ug-kg?) — Material dragado contaminado — recomendacédo de posterior

cobertura de solos impermeaveis.

e Classe 5 (>20000 pg-kg?) — Material muito contaminado — idealmente nao devera ser dragado,
os dragados deverdo ser encaminhados para tratamento e/ou deposi¢cdo em aterro de residuos

devidamente autorizado, sendo proibida a sua imerséo.

Esta classificacdo, com base na Portaria n°® 1450/2007 de 12 de novembro, especifica para

dragados, no caso de estudos de monitorizagdo ambiental € meramente indicativa.
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2.3 PAHS EM SEDIMENTOS OCEANICOS

Estes compostos sdo persistentes, principalmente em ambientes aquaticos, devido a sua
baixa solubilidade em agua e pela tendéncia de se associarem com material particulado, uma
importante fonte de alimento para um grande nidmero de organismos marinhos (Honda e Suzuki,
2020).

As caracteristicas do ambiente marinho tém influéncia na distribuicdo dos PAHs no meio
ambiente. O teor de carbono organico no sedimento é um parametro relevante, pois quanto mais
ricos em carbono orgénico, mais forte é a afinidade dos PAHs (Han et al., 2015). Ainda sobre as
caracteristicas do ambiente marinho que podem influenciar na distribuicdo dos PAHSs, é de
salientar que o tempo de contato entre estes compostos e sedimentos envelhecidos abaixo da
superficie fortalece as intera¢cdes contaminante matriz; e com isto constata-se uma diminuigdo

da disponibilidade dos PAHs ao longo da profundidade da coluna sedimentar.

A capacidade de adsorcdo e as propriedades fisico-quimicas dos PAHs tornam os
sedimentos e solos bons locais onde estes compostos se podem sedimentar e,
consequentemente, acumular, podendo assim ser utilizados como indicadores de poluicdo
ambiental. Os PAHs acumulam-se tendo em conta a sua tendéncia de se agregarem e a sua
hidrofobicidade, tornando-se assim num grave problema ndo sé para a saude publica, como
também para os ecossistemas marinhos e para as espécies que nestes habitam (Temerdashev
et al., 2020).

Os PAHs possuem ainda aptidao para serem transportados a distancias extensas, tornando
dificil a identificacao das respetivas fontes de emisséo destes compostos, podendo por isso ser
detetados em solos que estejam a grandes distancias da sua fonte de emissao (Ukalska-Jaruga
e Smreczak, 2020).
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2.4 PAHS EM SEDIMENTOS ESTUARINOS

Os estuarios sdo zonas estratégicas em termos ambientais e socioecondmicos, com elevada
atividade biolégica, onde se processam trocas importantes de ordem sedimentar, fisica e
quimica. Estes sistemas caracterizam-se, essencialmente, por serem locais de baixa
profundidade, pela rececao de nutrientes e de matéria organica transportados pelos rios ao longo
das bacias hidrograficas, que criam condicdes favoraveis ao desenvolvimento dos produtores
primarios e, consequentemente, ao suporte de cadeias tréficas. Assim, a insercdo de PAHs em
estuarios, pode afetar a qualidade da agua e dos sedimentos permitindo a acumulagdo destes

compostos nas cadeias alimentares.

Por estes motivos o0s estudrios tornam-se ambientes extremamente afetados por
contaminacgdo e conflitos ambientais, dificultando a realiza¢do da sua funcdo de fornecedor de
abrigo para muitas espécies de organismos e grande produtor biolégico (Vasconcelos et al.,
2007).

A contaminac¢&o proveniente da atividade industrial pode ser caracterizada por elevada
carga organica, metalica e de nutrientes. Esta contaminacdo & emitida para os rios ou
diretamente para os estuarios, 0 que constitui uma ameaca para as comunidades que residem
associadas ao sedimento, ja que a maioria dos contaminantes emitidos por atividades
antropogénicas tende a ser adsorvido pela matéria particulada e a concentrar-se no ambiente

sedimentar (Kim et al., 1999).

Os estuarios funcionam, como anteriormente referido, como recetores diretos dos
desperdicios industriais e municipais e também de compostos agricolas, que originam um
aumento das concentracdes de metais e de contaminantes organicos nos sedimentos. Deste
modo, 0s seus sedimentos sdo considerados um reservatério de contaminantes organicos tais
como PAHs (Ma et al., 2015). Ao atuar como um reservatorio de contaminantes, estes sistemas

reduzem a contaminacdo de ecossistemas circundantes.
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2.5 PAHS NA FAUNA MARINHA

Os oceanos sdo fontes de enormes beneficios, seja pelos seus recursos minerais,
nutricionais ou pelas suas caracteristicas como habitat. O peixe para consumo humano é a
principal fonte de proteina da dieta, sendo que em 2019 foram consumidos mais de 11 milhdes
de toneladas de peixe, somente na Europa (Commission e Fisheries, 2021). O consumo mundial
de marisco tem sofrido incrementos anualmente, sendo suportado, pela indistria da aquicultura.
Os derrames de hidrocarbonetos incitam também a reducdo da atividade fotossintética do
fitoplancton e das algas que apresentam uma elevada toxicidade quando ingeridos (Quigg et al.,
2021).

Os PAHSs, de acordo com a sua estrutura quimica, sdo pouco reativos expressando baixa
toxicidade. Contudo, certos processos quimicos podem tornar estes compostos mais reativos e
consequentemente mais téxicos. A interacdo de oxigénio com os PAHs faz com que ocorra um
efeito de polarizacao, levando a formacéo de espécies reativas. Sendo esta a razdo pela qual os
PAHSs se tornam mais toxicos para peixes, apds exposi¢do a radiagdo ultravioleta (Ekunwe et al.,
2005).

Um estudo mostrou que o benzo(a)pireno (BaP) pode ser letal também para culturas de
Escherichia coli (Harrison e Raabe, 1967). Trabalhos anteriores também expuseram a primeira
prova das caracteristicas carcinogénicas destes compostos em peixes expostos "in vivo"
(Tuvikene, 1995). Os peixes usualmente exibem menor concentragdo de PAHs nos tecidos, pois
detém maior aptiddo para metabolizar estes compostos. Os moluscos, por outro lado, tendem a
acumular PAHs pois sdo incapazes de metaboliza-los e excreta-los totalmente (Camargo e
Toledo, 2002) (Azeredo et al., 2006).

A absorcdo de PAHSs esta sujeita a sua biodisponibilidade, bem como a fisiologia dos
organismos envolvidos (Meador et al.,, 1995). Os processos fundamentais envolvidos na
absorcao de PAHs nos organismos séo: bioacumulacdo, biomagnificacdo e bioconcentracdo. O
processo de bioacumulacao € a absor¢do de PAHs por organismos aquaticos através de diversos
tipos de exposi¢do, como absorcao dérmica, respiracdo e alimentacdo. A biomagnificacdo € o
incremento da concentragdo de compostos nos organismos através da alimentacao ao longo da
cadeia trofica (Mackay e Fraser, 2000) (Bienfang et al., 2012). E por fim, a bioconcentracéo € a

absorgdo de PAHs unicamente da agua, através da pele e/ou respiragéo.

Os PAHs tém a aptidao de atravessar as membranas celulares, devido as suas
caracteristicas lipofilicas, esta caracteristica possibilita a acumulacdo destes compostos em
diferentes tecidos. As aves, os mamiferos e os peixes, devido ao sistema oxidase bem
desenvolvido, tém a capacidade de metabolizar parte dos hidrocarbonetos ingeridos (Hac-Wydro
et al., 2019).

As concentracBes dos PAHs em organismos marinhos tendem a ser influenciadas por

fatores como a qualidade nutricional, temperatura da agua, consumo de oxigénio (Jesus et al.,
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2022) e pela sua fisiologia (Perugini et al., 2007). O tempo de meia-vida dos PAHs em vérios
tecidos biolégicos (bivalves, crustaceos e peixes) é da ordem dos 10 dias e é cerca de cinco

vezes maiores para PAHs com maior massa molar (Baali e Yahyaoui, 2020).

Os peixes podem converter até 99% dos PAHs em metabdlitos no prazo de 24 horas,
modificando as concentragBes e o padrdo nos diversos tecidos (Bua et al., 2021). Por néo
possuirem um sistema de metabolizacdo eficiente, os PAHs podem ser bioacumulados por
organismos de baixos niveis tréficos. Os organismos de niveis troéficos superiores, por outro lado,
biotransformam com facilidade estes compostos, ndo sucedendo biomagnificacdo dos PAHs ao
longo da cadeia alimentar (Honda e Suzuki, 2020). Um estudo realizado por (Wan et al., 2007)
sugeriu que a diluicdo tréfica dos PAHs na cadeia alimentar marinha, pode ser devida a um
resultado da baixa eficiéncia de assimilacdo e de uma eficiente transformacdo metabdlica nos

niveis troficos superiores.

O estudo dos PAHs na fauna marinha é fundamental para fazer uma estimativa da
biodisponibilidade destes contaminantes, bem como o0s seus efeitos toxicoldégicos em animais
aquaticos, pois estudos fundamentados exclusivamente nas concentracdes de contaminantes

em sedimento ndo sao suficientes para essa finalidade.

22



2. ESTADO DE ARTE

2.6 AQUICULTURA

A aquicultura em Portugal teve uma grande evolugdo nos ultimos anos, tendo passado por
diversas fases. Embora a pesca de captura permaneca relevante, a aquicultura ja demonstrou
ter um papel importante na seguranca alimentar global, crescendo 7,5% por ano desde 1970.
Nas décadas seguintes foi dada maior relevancia a producéo de bivalves e ao desenvolvimento

de pisciculturas, tanto de 4gua doce, como de espécies marinhas (Wijsman et al., 2019).

De acordo com as estatisticas correspondentes a 2019, a producdo aquicola total (14 336
toneladas), traduziu um aumento de 2,5% face a 2018. As vendas da aquicultura geraram uma
receita de 118,5 milhdes de euros, superior em 22,4% relativamente a 2018. Por outro lado, a
producdo de moluscos e crustaceos em 2019 diminuiu 28,9%, tendo representado apenas 46,6%
da producédo aquicola total, face a 67,2% em 2018 (INE, 2020).

Mundialmente, o maior produtor através de aquicultura é a China, com cerca de metade

de todo o peixe consumido no mundo (DGRM, 2014).

E de notar que os valores totais apresentados representam menos de 1% da producéo
aquicola da Noruega (3 milhdes de toneladas), e menos de 1% do valor faturado também pela
Noruega (OCDE, 2022). Apesar de existirem diferencas bastante relevantes na geomorfologia
da zona costeira de Portugal e da Noruega, principalmente devido a existéncia de areas calmas
na Noruega, como os fjords, que tém condi¢cdes muito vantajosas para a instalagdo de unidades
de cultivo, os nimeros indicados acima parecem indicar a existéncia de um grande potencial de

crescimento deste sector em Portugal.

Esta situacdo também € evidenciada pela extensédo da costa portuguesa e pela exceléncia
da qualidade da 4gua existente. Assim, a aquicultura portuguesa esta bem posicionada para tirar
partido de um mercado nacional grande consumidor de peixe e de um mercado comunitario

altamente deficitario em produtos da pesca.

Os objetivos para a aquicultura europeia visam criar emprego, disponibilizar aos
consumidores produtos de qualidade e saudaveis, promover padrdes de salubridade e de bem-
estar animal para as espécies cultivadas e assegurar o desenvolvimento ambientalmente
equilibrado da atividade aquicola (DGRM, 2014).

De entre as principais espécies produzidas em aquicultura no nosso Pais, os bivalves
produzidos em regime extensivo representam uma parte significativa da producdo nacional. As
estratégias de desenvolvimento da aquicultura incorporam muitas das recomendacdes
constantes de codigos de pratica de aquicultura responsavel, verificando-se que no nosso Pais,
as empresas e o0s profissionais deste subsetor, partiham o mesmo tipo de preocupacdes e

principios defendidos pelos seus congéneres europeus.
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Sdo evidentes os esforcos de coordenagdo entre as autoridades, para direcionar o
desenvolvimento e a aplicagdo de politicas, regulamentagédo e procedimentos, no sentido da

sustentabilidade ambiental, econémica e social da atividade de aquicultura.

A aquicultura nacional constitui uma importante alternativa as formas tradicionais de
abastecimento de pescado, sendo considerada um setor estratégico pelo Governo. A aquicultura
portuguesa esta bem posicionada para tirar partido de um mercado nacional grande consumidor
de peixe e de um mercado comunitario altamente deficitario em produtos da pesca. Portugal
possui uma tradicdo de moluscicultura, producdo de peixes de agua doce e salgada, uma
tecnologia moderna, empresarios empenhados e condi¢des geograficas e climaticas, adequadas

a estas atividades (Rocha et al., 2022).

A aquicultura, desde que corretamente exercida, ndo deve ser considerada como uma
ameaga ao ecossistema (FAO, 2010). A gquantidade de impacto ambiental causado esta
intimamente relacionada com a intensidade do sistema de aquicultura. Quanto mais intenso o

sistema, maiores os efeitos ambientais.

No entanto, para se conseguir desenvolver o sector e torna-lo mais atrativo a
investidores, é essencial fornecer a informacédo técnica necessaria para as potenciais empresas
poderem ultrapassar uma das maiores limitacdes desta atividade, a elevada exposi¢cdo as mas
condi¢gdes maritimas, existente em mar aberto. Tal sera possivel, através do cruzamento dos
dados utilizados para a caracterizacdo das diferentes areas, com o conhecimento sobre a
biologia das espécies, nomeadamente a nivel das condi¢des 6étimas para crescimento, engorda,

reproducéo, etc.

Sabe-se hoje que existe um interesse elevado por parte de alguns investidores
internacionais em introduzir algumas espécies novas, caracteristicas de aguas mais frias, como
o0 salmdo e o bacalhau. Esses investidores tém alegadamente capacidade para desenvolver
tecnologia e/ou trazer novas estruturas para o pais de forma a viabilizar a producéo,
especialmente no Norte do pais, onde as temperaturas sdo por norma mais baixas (DGRM,
2014).

Existem também estudos preliminares sobre os depoésitos sedimentares existentes, e a
dindmica sedimentar de cada regido, o que permite, por exemplo, definir &reas de acumulacao e

erosao.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 AREA DE ESTUDO

No total foram analisadas em laboratério 50 amostras, correspondentes as 5 areas
oceéanicas no dmbito do projeto AQUIMAR (Figura 3.1):

A 7 o
4 b S ]
"
£ : B - Viana do Castelo/Porto (Area A)
) — Aveiro/Figueira da Foz (Area B)
/
@ ,
D "«\\ B - Peniche (Area C)
D= { B - Setubal/Sines (Area D)

B - Algarve (Area E)

EL s

Figura 3.1 - Areas de amostragem para o sedimento, no ambito do Projeto AQUIMAR.

Posteriormente, aquando da realizacdo do tratamento aos dados obtidos, além de ter
sido feito o tratamento as 50 amostras analisadas, foram também adicionadas 24 amostras
previamente analisadas. Na Figura 3.2 estdo representadas as areas adicionais para serem
sujeitas ao tratamento de dados neste trabalho.

' ~
4 PV ,
L | — Ria de Aveiro (RA)
) B - Ria Formosa (RF)
/
S
. — Rio Mira (MI)
1 _B SA £ — Estuario do Sado (SA)

2

vi L] {
e eebad RF

Figura 3.2 - Areas de amostragem adicionais incluidas no tratamento de dados.
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3. MATERIAIS E METODOS

O estuério do Sado nao estando incluido no &mbito do projeto AQUIMAR, foi também

incluido no tratamento de dados efetuado.

Assim, no total foi feito o tratamento dos dados de 74 amostras ao longo da costa
portuguesa, e nas areas estuarinas acima referidas, estando a sua nomenclatura bem como os
pontos de amostragem descritos na Tabela A.1 no anexo A. As amostras cujo teor de PAHSs foi
determinado em laboratério no presente estudo, corresponderam as 50 amostras de sedimentos

das areas oceanicas, representadas na Tabela A.2 no anexo A.

Nas Tabelas A.1 e A.2 (anexo A), sao também apresentadas as coordenadas
geogréficas das estacdes de amostragem obtidas através de um sistema de posicionamento
global (GPS) portétil, bem como a respetiva identificacéo atribuida. As Figuras 3.3 a 3.7 mostram

as estacdes amostradas nas 5 areas oceénicas cobertas.

A 1~ 4
7 N p
A038
A052

Figura 3.3 - Estagfes de amostragem de sedimento na Area A (Viana do Castelo ao Porto).

B0O1
BO11 *

= B016
B027 *®

*  Bo31
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B049
| B |
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Figura 3.4 - EstacBes de amostragem de sedimento na Area B (Aveiro a Figueira da Foz).
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Figura 3.7 - Estacfes de amostragem de sedimento na Area E (Algarve); (a) Sagres a Albufeira; (b)
Albufeira a Tavira
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3. MATERIAIS E METODOS

As Figuras 3.8 a 3.11 mostram as esta¢cdes amostradas (cuja analise dos teores nao foi
efetuada no presente trabalho) das areas estuarinas cobertas.

Figura 3.8 - EstacOes de amostragem de sedimento na Ria de Aveiro.

Figura 3.11 - Esta¢Bes de amostragem de sedimento na ria Formosa.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.2 AMOSTRAS DE SEDIMENTOS

A colheita das amostras de sedimento foi efetuada usando dragas do tipo Smith-Mclintyre

para os sedimentos oceénicos.

De modo a preservar as amostras de sedimentos superficiais, estas foram armazenadas

em recipientes adequados, congeladas a - 18°C e abrigadas da luz até entrada no laboratorio.

No total, como ja foi referido, foi incluido neste estudo um tratamento dos dados
inerentes a 74 amostras de sedimento oceénico e estuarino superficial (restritas aos primeiros
10 cm de profundidade) recolhidas nos anos de 2018 (areas A, D, E e SA), e 2019 (areas B, C,
D, RA, SA, Ml e RF) sendo os pontos de igual nomenclatura de coordenadas geograficas iguais.
Foram também realizadas algumas analises a amostras recolhidas em 2020 na area B,

correspondentes as amostras também analisadas nas mesmas estagdes em 2019.

O ano de recolha de cada amostra pode ser encontrado nas Tabelas A.1 e A.2 ho anexo
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3.3 PROCEDIMENTO LABORATORIAL

3.3.1. Reagentes

Os reagentes utilizados encontram-se enunciados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Reagentes e suas caracteristicas.

Massa Pureza
Reagente Marca | volumétrica o Descricéo
(gm L-l) (A))
n-Hexano Suprasolv® n-Hexane for gas
(CeHua) Merck 0,663 >98.0 chromatography ECD and FID
(1.04371.2500), 2.5 L
Acetona Suprasolv® Acetone for gas
(C3Hs0) Merck 0,791 >99.8 chromatography ECD and FID
(1.00012.2500), 2.5 L
Acido cloridrico Fisher Hydrochloric acid S.G 1.18,
(HCI) Chemical 1,180 = 37 Analytical reagent grade,
H/1200/PB17, 2.5 L
Diclorometano Suprasolv® Dicloromethane for
(CH2C12) Merck 1,325 >99.8 gas chromatography ECD and
FID (1.06054.2500), 2.5 L
LiChrosolv® iso-octano para
Iso-octano Merck 0,690 >99.8 cromatografia em fase liquida
(1.04717.2500), 2.5 L
Og(ido de Silicio Silica gel 60 extra pure for
Acido / Silica Merck 2,650 column chromatography
Gel (Si0») (1.07754.1000), 1 Kg
I Oxido de Aluminium oxide 90 active basic
Aluminio Basico (0.063-0.200 mm) (active stage
/ Alumina Merck 3,950 1) for column chromatography
Basica (Al203) (1.01076.1000)
.- EMSURE® Sodium sulfate
Sulfato de Sodio Merck 2,680 >99.0 anhydrous for analysis
Anidro (NaS0a)
(1.06649.1000)
Tiras de cobre EMSURE® Copper foil about 0.1
Merck mm thickness for analysis
(1.02700.0250)
Azoto gasoso :
Air ALPHAGAZ™ 2 AZOTO / N2
(N2(9)) Liquide 0,97 299.0 (Ref. P0272L50S2A001)
Hélio (He (g)) Air 014 99.99 ALPHAGAZ™ 2 HELIO / He
Liquide ' ' (Ref?, P0252L.50S2A001)

3.3.2 Padrdes

De referir que quando se efetuou a preparacdo de todas as solu¢des-padrao descritas
nos pontos 3.3.2.1 a 3.3.2.5, os baldes volumétricos foram lavados duas vezes com n-Hexano
previamente a serem acrescentados os volumes de cada solucdo-padrao. Por fim todas as

solucdes foram aferidas com n-Hexano e homogeneizadas.
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As solugbes-padréo foram obtidas através do uso de ampolas com solugdes reagente,
contendo os 16 PAH US EPA, PAHs adicionais e cinco padrdes internos deuterados (Tabela
3.2). Os cinco padrdes internos (Pl) deuterados utilizados foram: naftaleno-d8 (N-d8),
acenafteno-d10 (Ace-d10), fenantreno-d10 (Phe-d10), criseno-d12 (Chr-d12) e perileno-d12
(Per-d12).

Tabela 3.2 - Reagentes utilizados para preparar as solucdes-padrdo mée e de trabalho, e calibradores.

Designagéo Descri¢éo PAHSs presentes Caracteristicas
Polynuclear Aromatic ~
Solugéo szrocarbons Mix 16 PAHs da US Concemra@ao_lde PAHS
reagente A (Sigma-Aldrich; ref2 EPA de 2000 ug.-mL cada, em
CRM 48905) DCM:benzeno
Solug&o PAH Mix 64 (Dr - 16 P';Eida US| Concentrago de PAH de
reagente B Ehrenstorfer; ref DRE- | PAHs adicionais 2000 pg-mLt cada em
YA 06100400BD) benzeno:DCM
(Per e BeP)
US EPA 8270 Padrbes internos
Solucso Semivolatile Internal deuterados: N-d8, | Concentragéo de Padrbes
Standard Mix (Sigma- Ace-d10, internos de 2000 pg-mL?
reagente C .
Aldrich; ref2 CRM Phe-d10, Chr-d12 em DCM
48902) e Per-d12
Perileno (Fluka; ref. 2
77340) Per
Reagentes Reagente no estado
solidos Benzo(e)pireno sélido
(Janssen Chemical; BeP
ref.210.561.85)

As solugbes-padrdo mée e de trabalho utilizadas estéo apresentadas na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Solucbes-padrédo mée e de trabalho usadas, concentracdes e utilizacdo das mesmas.

~ ~ Concentracao e
Solucéo-padréo (ug-mL) Utilizacéo
Preparacao da solucdo-padrao de trabalho de
16 PAHs US EPA e PAHSs adicionais usada na
preparacdo de calibradores; preparacdo da
Mé&e de PAHs 100 solucdo-padréo de trabalho de 16 PAHs US
adicionais (BeP e Per) EPA e da solugcdo-padréo de trabalho de
PAHs adicionais, ambas usadas na
preparacéo de solugcbes-padréo de controlo e
em fortificacbes
Trabalho de 16 PAHs
US EPA e PAHs 50 Preparacéo de calibradores
adicionais
Trabalho de 16 PAHs o5 Fortificacbes e preparacdo de solucbes-
US EPA padrdo de controlo
Trabalho de PAHs Fortifjcagﬁes e preparacdo de solucbes-
L X 25 padrdo de
adicionais
controlo
o5 Padrdo interno adicionado aos extratos a
Trabalho de 5 padrbes analisar
internos 50 Preparacao dos calibradores e das solu¢des-
padrdo de controlo
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3.3.2.1 Solucbes-padrdo mae

A solucdo-padrdo mée de PAHs adicionais, serve para a preparacdo das solucdes-

padrdo de trabalho que devem conter os PAH adicionais.

Prepararam-se entdo 50 mL da solucéo-padrdo mée de PAHs adicionais a partir de 5
mg de cada um dos reagentes sdlidos: Per e BeP. Por fim adicionou-se solvente n-Hexano:DCM

(80:20, v/v), obtendo-se uma concentracao final de Per e BeP de 100 pg-mL1.

3.3.2.2 Solucbes-padréo de trabalho
Na Tabela 3.4 estédo representadas as solu¢bes-padréo de trabalho

A solucéo-padréo de trabalho de 16 PAHs e PAHs adicionais foi preparada através
da diluicdo de 1000 pL da solucdo-padrdo mae de PAHs adicionais e 50 pL da solucdo reagente

B (inclui todos os 16 PAHs US EPA). Perfazendo um volume de solucdo de 2 mL com n-Hexano.

Prepararam-se 10 mL da solugdo-padréo de trabalho de 16 PAHs US EPA (25 pg-mL-
1) adicionando 125 pL da solugédo reagente A, de concentracgéo inicial de 2000 ug-mL?, usando

como solvente uma mistura de n-Hexano:DCM (90:10, v/v).

Foram preparados 20 mL da solucédo-padrdo de trabalho de PAHs adicionais (25
pg-mL1), através da adicdo de 5 mL da solugdo-padrdo mée de PAHs adicionais, usando como

solvente uma mistura de n-Hexano:DCM (90:10, v/v).

Por fim, procedeu-se a preparac¢éo das soluc¢éo-padréo de trabalho de 5 PI (25 pg-mL-
1 e 50 ug-mL™1), nos volumes de 10 e 5 mL, respetivamente, a partir da diluicdo de 125 pL da

solucéo reagente C, usando como solvente uma mistura de n-Hexano:DCM (90:10, v/v).

Tabela 3.4 - Solugbes-padréo de trabalho utilizadas e respetivas concentracdes.

Composicao Concentralc;ao Solvente
(Mg-mL™)
16 PAHSs prioritarios US
16 PAHs US EPA 25,00
EPA
n-Hexano:DCM
N-d8; Ace-d10; Phe-
Padréo Interno 50,00 (90:10, viv)
d10; Chr-d12 e Per-d12
PAHs Adicionais BeP e Per 25,00

16 PAHs US EPA o
16 PAHSs prioritarios US
e PAHs 50 n-Hexano
EPA, BeP e Per

Adicionais
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3.3.2.3 Calibradores

Durante a analise foram utilizados os calibradores representados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Solucéo padréo usadas para obtencéo dos calibradores.

Volume a pipetar (uL) Concentragao
Concentracéo
Solucéo-padrdo | Solugéo- dos 5 PI
Volume dos 16 PAHs
trabalho de 16 padrédo (ug-mL™)
de US EPA e
PAHs US EPA trabalho | Solvente
solucéo PAHSs
e PAHs de 5 PIs o )
(mL) L adicionais
adicionais (de (de 50 L
(Hg-mL™)
50 pg-mL*) Hg-mL-)
N1 10 20 300 0,10
N2 10 72 300 0,36
N3 10 122 300 0,61
N4 10 174 300 0,87
n-Hexano 1,50
N5 10 224 300 1,12
N6 10 276 300 1,38
N7 10 360 300 1,80
N8 10 446 300 2,23
A preparacdo dos calibradores foi efetuada de acordo com os volumes representados
na Tabela 3.5.
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3.3.2.4 Gama de trabalho

A gama de trabalho foi definida de acordo com metodologias internas do Instituto
Hidrografico (NT.LB.58), sendo utilizados 8 calibradores. Tanto a gama de trabalho do método
como a instrumental utilizadas neste estudo encontram-se na Tabela 3.6, para os 16 PAHs US

EPA e para os PAHSs adicionais analisados.

Tabela 3.6 - PAHs e respetiva gama de trabalho.

Gama de trabalho
PAHs
Instrumental (ug-mLt) | Método (ng-kg?)
N 0,100 a 2,23 6,7 a 148,7
Acy 0,100 a 1,38 6,7a92,0
Ace 0,100 a 2,23 6,7 a 148,7
F 0,100 a 1,38 6,7a92,0
Phe 0,100 a 2,23 6,7 a 148,7
A 0,100 a 1,38 6,7a120,0
Fluo 0,100 a 2,23 6,7 a 148,7
P 0,100 a 2,23 6,7 a 148,7
BaA 0,100 a 1,38 6,7a92,0
Chr 0,100 a 1,38 6,7a92,0
BbF * 0,100 a 1,38 6,7a92,0
BKF * 0,100 a 1,38 6,7a92,0
B(b+k)F * 0,200 a 2,76 13,3 a 184,0
BaP 0,100 a 2,23 6,7 a 148,7
Ind 0,100 a 1,38 6,7a92,0
DBA 0,100 a 2,23 6,7 a 148,7
BghiP 0,100 a 2,23 6,7 a 148,7
BeP 0,100 a 2,23 6,7 a 148,7
Per 0,100 a 2,23 6,7 a 148,7

* Quantificacdo dos picos cromatogréaficos do BbF e BKF em conjunto, reportando o parametro Benzo(b+k)fluoranteno
(B(b+k)F), nas situagfes em que ndo houve resolucdo cromatografica suficiente (avaliagdo da resolugcdo com recurso a
uma ferramenta do software de processamento de dados cromatograficos que determina a altura do vale entre dois picos;

aceite existéncia de resolugdo cromatogréafica para picos com altura de vale superior a 50%).
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3.3.2.5 Solucdes-padréo de controlo

A validacéo e verificacdo da calibracdo sdo efetuadas pela analise cromatografica das
solugBes-padrdo de controlo. Estas solugdes s@o preparadas com o propdsito de garantir a
qualidade da determinacéo instrumental, dentro dos limites da gama de trabalho. Estas soluctes

foram preparadas a partir da adicdo de diferentes volumes das trés solu¢des-padrao de trabalho:
- a Solugdo-padrédo de trabalho de 16 PAHs US EPA (25 pg-mL™1),
- a Solugdo-padréo de trabalho de PAHSs adicionais (25 pg-mL1),
- e a Solucéo-padrao de trabalho de 5 padrdes internos (50 pg-mL™1).

Na Tabela 3.7 apresentam-se as concentracdes dos padrdes de controlo (PC) para um

volume final de solucéo de 10 mL. O solvente utilizado foi entdo o n-Hexano.

Tabela 3.7 — Solugbes-padréo de controlo e concentracBes pretendidas para um volume de solucao de 10
mL.

Padréo Concentragéo (ug-mL) Volume a pipetar (uL)
de PAHs PAHs dos Solugéo- Solucéo- Solugéo-
Controlo | individuais/ | adicionais Padrdes padrdo de padrao de padrdo de 5
B(b+k)F Internos | trabalho de 16 PAHs Padrdes
PAHs US EPA adicionais Internos
(25 ugmL?) | (25pgmLt) | (50 pg mL?)
PC1la 0,10/0,20 0,10 15 40 40 300
PC1b 0,20/0,40 0,20 15 80 80 300
PC2 1,06/2,12 1,07 15 424 424 300

Resumindo, em cada sequéncia de analise foi efetuada uma calibracao pela analise dos
calibradores, sendo esta validada pela andlise dos trés PC j& referidos: um de concentragdes
proximas as do calibrador de concentracdo mais baixa da gama de trabalho (PC1a), uma outra
com concentragdes entre os dois calibradores de concentragdes mais baixas da gama de
trabalho (PC1b) e a terceira com concentracdes na proximidade do nivel intermédio da gama de
trabalho (PC2). As concentragbes do PCla e do PC1b estéo relacionadas com os diferentes
LOQ dos PAHs analisados. A verificacdo da calibracao foi efetuada através da analise do PC2,

a cada 10 injecdes e sempre no final de cada sequéncia de analise.
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3.3.3. Equipamentos

Para além de terem sido utilizados diversos equipamentos (Tabela 3.8), foi também

usado material corrente de laboratério, devidamente tratado segundo metodologias internas do

laboratério (IL.LB.26), que foi utilizado durante toda a parte experimental.

Tabela 3.8 - Equipamentos utilizados durante a parte experimental.

Equipamento Descricdo Utilizacao
Liofilizador Labcongo Lyph Lock 1L Liofilizacdo
Moinho Fritsch Pulverisatte 2 Moagem

Peneiro de malha < 2mm

Fracionar a amostra em
particulas < 2mm

Seringa analitica automatica

eVol da SGE Analytical Science

Preparacéo das
solu¢des-padrdo, bem
como para as
fortificacdes e adicdo
dos cinco padrdes
internos (com seringas
de 100 pL e 500 pL)

Balanca analitica

Kern EW420

Obtencédo da massa de
sedimento necessaria
para a extracdo, bem
como para a afericdo
dos extratos

Obtencé&o das massas

Balanca Mettler (PE 1600) necessarias de 6xido de
alumina e de silica gel
Desativacdo dos
reagentes (silica gel,
Mufla Nabertherm oxido de alumina,

sulfato de sédio anidro e
terra de diatoméaceas)

Extrator acelerado por
solvent

ASE 200 Accelerated Solvent
Extractor da Dionex

Extracdo das amostras

Evaporador

TurboVap da Zymark

Concentragdo de
extratos

Cromatégrafo gasoso
acoplado a Espectrémetro de
massas

GC-MS da Agilent
Technologies (6890N Network
GC System acoplado ao 5975B
inert XL EI/CI MSD e um
amostrador automatico 7683B
Series injector)

Aquisicéo de dados
cromatograficos
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3.3.4 Preparacéao de reagentes

3.3.4.1 Solucéao de eluicao
Solucéo preparada no dia da sua utilizacéo, misturando n-Hexano e diclorometano na
proporcdo de 90% e 10% (v/v), respetivamente. A quantidade preparada desta solucdo foi

determinada consoante o nimero de amostras a analisar.

3.3.4.2 Silica desativada a 5%
Ativacdo: Primeiramente é colocada silica (reagente na Tabela 3.1) num cadinho na mufla a
160°C + 10°C, durante cerca de 16 horas. Apds as 16 horas, transfere-se o cadinho para o

exsicador até ao momento de desativacao.

Desativacdo: Remove-se a silica ativada do exsicador, e pesa-se rigorosamente a quantidade
de silica necessaria para a purificacdo num erlenmeyer tarado. Adicionar agua ultrapura na
proporcdo de 5% (p/p), procedendo-se depois a agitacdo manual até desaparecer toda a
humidade visivel, aliviando a pressdo (reacdo exotérmica). Agitar em agitador orbital durante
cerca de 45 minutos, interrompendo a meio do tempo para trocar o erlenmeyer de posi¢éo e

assim garantir maior homogeneizagao.

3.3.4.3 Alumina desativada a 5%
Ativacdo: Primeiramente € colocado um cadinho com alumina (reagente na Tabela 3.1) na
mufla a 400°C + 20°C, durante cerca de 16 horas. Apos as 16 horas, transfere-se o cadinho

para o exsicador até ao momento de desativagdo.

Desativacdo: Remove-se a alumina ativada do exsicador, e € pesada rigorosamente a
quantidade de alumina necessaria para a purificacdo num erlenmeyer tarado. Adicionar agua
ultrapura na propor¢éo de 5% (p/p), procedendo-se depois a agitagdo manual até desaparecer
toda a humidade visivel, aliviando a presséo (reacdo exotérmica). Agitar em agitador orbital
durante cerca de 45 minutos, interrompendo a meio do tempo para trocar o erlenmeyer de

posicdo e assim garantir maior homogeneizacao.

3.3.4.4 Sulfato de Sodio Anidro
Pesar o sulfato de sédio necessério para um cadinho, e coloca-lo na mufla a 550°C,
durante cerca de 6 horas. Apos as 6 horas, transfere-se o cadinho para o exsicador até ser usado

no passo de purificacdo dos extratos.

3.3.4.5 Terra de Diatomaceas (DE)
Pesar o DE para um cadinho, e coloca-lo na mufla a 550°C, durante cerca de 6 horas.
ApOs as 6 horas, transfere-se o cadinho para o exsicador até ser usado no passo de purificagédo

dos extratos.
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3.3.5 Preparacéo das amostras

As amostras sofrem um pré-tratamento que envolve primeiramente a crivagem das amostras,
em peneiros em aco inoxidavel (malha de 2mm), apds este processo as amostras sdo
homogeneizadas e colocadas em caixas de petri devidamente identificadas, e congeladas a -
18°C.

De seguida, as amostras de sedimento sao liofilizadas, durante certo periodo que seja

adequado.

Por fim, procede-se a moagem num moinho de éxido de zircénio, para reduzir os sedimentos
a pb. Terminado este tratamento, as amostras sdo conservadas e preservadas a -18°C até ao

momento de analise.

3.3.6 Determinagé&o do peso seco

Foi determinado o peso seco de cada uma das amostras com o intuito de apresentar os
resultados em base seca (bs). Comecou-se por secar durante cerca de 30 minutos, numa estufa
a 105°C, as caixas de petri. ApOs este processo, as caixas sdo deixadas a arrefecer num

exsicador até estarem a temperatura ambiente.

De seguida procedeu-se a pesagem das caixas de petri, sendo pesada em cada uma cerca
de 1 g de amostra e colocadas na mesma estufa durante 16 horas (pelo menos) dando-se assim
a primeira secagem. Concluida a 12 secagem, as caixas foram colocadas num exsicador até
atingirem a temperatura ambiente, registando-se a massa da caixa com a amostra. O processo
descrito anteriormente é repetido, sendo as amostras submetidas a nova secagem durante cerca
de 30 minutos, procedendo-se assim a 22 secagem. Foi também registada a massa desta 22

secagem apos arrefecimento das amostras.

Caso a diferenca de massas seja superior a 0,002 g procede-se a uma 32 secagem, caso a
diferenca fosse inferior, € usado para o calculo do peso seco os valores da 12 e 22 secagens.
Procedeu-se ainda a analise de duplicados a cada 10 amostras, tendo os duplicados sido aceites

no caso de os valores diferirem em menos que 0,10%.
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3.3.7 Técnica de extracao

A técnica de extracao utilizada foi a Extracdo Acelerada por Solventes (ASE), este tipo de
extracdo permite combinar 0 aumento de temperatura com a pressao, para uma maior eficiéncia
no processo de extragdo.

O equipamento é composto por dois carrocéis, onde num sao colocadas as células de ASE
e no outro vials de extragdo. Para além disso, o ASE possui recipientes de solventes que estao
ligados a uma bomba para ser possivel introduzir o solvente na célula de extragao e também um

forno que permite colocar a célula a temperatura pretendida para se proceder a extragao.

A célula que contém a amostra € introduzida no forno do equipamento que a aquece até uma
temperatura elevada, apds atingidas as condi¢cBes de pressdo e temperatura, o solvente é
bombeado para o interior dessa mesma célula até a encher, ficando a célula durante alguns
minutos a pressado e temperatura definidas no método de extracdo sem fluxo de solventes.
Durante este passo, em que o sistema mantém tais condi¢des, séo feitas descargas de solvente

para vials de recolha dos extratos.

Quando terminado o periodo estatico do sistema (sem fluxo de solvente), é feita uma
introducao de solvente na célula, que ocorre ao mesmo tempo da descarga de extrato para o vial
de recolha, completando-se assim um ciclo. Por fim ocorre a descarga do extrato para o vial de
recolha e é feita a purga da célula com introducdo de azoto gasoso, para que seja possivel
remover todo o extrato da célula. Terminada a extracéo, os extratos sdo deixados arrefecer até
a temperatura ambiente antes de prosseguir para o proximo passo, e 0 equipamento retoma as

condi¢des operacionais iniciais para que possa ser realizada uma nova extracao.
Preparacdo das amostras para extracao:

As células de ASE foram preparadas de forma semelhante para todas as amostras. Foram
colocados 2 filtros de celulose (previamente tratados segundo metodologias internas do
laboratério — IL.LB.26) em cada uma das extremidades da célula, um antes de colocar o
enchimento e outro depois. Apés 0 empacotamento das células com Terra de Diatoméaceas (DE)
e amostra, ou apenas DE no caso dos brancos, e adicionados os filtros, a célula é fechada e

colocada no carrossel superior do equipamento, podendo entdo dar inicio a extragao no ASE.

E importante garantir a qualidade dos ensaios realizados, devendo ser realizados controlos
de brancos, amostras replicadas, amostras fortificadas. O controlo de qualidade de brancos é
efetuado com o objetivo de indicar a interferéncia de outras espécies na amostra e possiveis
tracos de analito encontrados nos reagentes usados, ou no decorrer da preservacéo, preparacao
e analise. Este controlo é feito através da andlise de um branco de procedimento (BP), de um
branco fortificado (BF) por cada conjunto de amostras analisadas num dia. A amostra fortificada

é efetuada por cada conjunto de amostras analisadas.
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A extracdo das amostras foi efetuada em matriz liofilizada e moida em moinho de 4gata. A
todas as células foi feita uma lavagem da célula com solvente (n-Hexano). Na Tabela 3.9 esta

sintetizada a preparacéo das células:

Tabela 3.9 — Preparacao das células para a extracdo ASE.

Massa ()
Preparacao das células de ASE

DE Amostra

- Lavar a célula com solvente?;

- Colocar 1 filtro de celulose** numa ponta da célula;

- Pesar DE;

BP 9 - Empacotar DE na célula, compactando***;

- Colocar 1 filtro de celulose** na outra ponta antes de
fechar;

- Colocar no ASE.

- Lavar a célula com solvente*;

- Colocar 1 filtro de celulose** numa ponta da célula;

- Pesar DE;

- Empacotar DE até meio da célula;

- Fortificar com 50 pL de Solugéo-padrédo de Trabalho de
BF 9 16 PAHs US EPA (25 pg-mL?) e 50 uL de SP de
Trabalho de PAHSs adicionais (25 pg-mL™).

- Empacotar*** com o restante DE;

- Colocar 1 filtro de celulose** na outra ponta antes de
fechar;

- Colocar no ASE.

- Lavar a célula com solvente*;

- Colocar 1 filtro de celulose** numa ponta da célula;

- Pesar o DE e a amostra;

- Homogeneizar a amostra pesada e o DE;

- Empacotar DE na célula, compactando***;

- Colocar 1 filtro de celulose** na outra ponta antes de
fechar;

- Colocar no ASE.

- Lavar a célula com solvente*;

- Colocar 1 filtro de celulose** numa ponta da célula;

- Pesar o DE e a amostra,

- Homogeneizar a amostra pesada e o DE;

- Empacotar a mistura de DE e amostra até meio da
célula;

5 15 - Fortificar com 50 pL de Solugdo-padréo de Trabalho de
16 PAHs US EPA (25 pg-mL?) e 50 uL de SP de
Trabalho de PAHSs adicionais (25 pg-mL™).

- Empacotar*** com o restante DE;

- Colocar 1 filtro de celulose** na outra ponta antes de
fechar;

- Colocar no ASE.

Amostras 5 15

Amostras

fortificadas

* n-Hexano
**previamente tratados
***compactar com suaves pancadas, para que o solvente possa circular através do DE
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- BP: Pesar 9 g de DE para um copo de vidro. Colocar um filtro de celulose previamente tratado
(tratados conforme o descrito na Instrugdo de Laboratodrio IL.LB.26) numa extremidade da célula.
Transferir o DE do copo para a célula, empacotando-o, dando ligeiras pancadas, de modo a
preencher todo o reservatorio da célula do ASE. Colocar outro filtro de celulose no topo da célula,
e pressionar suavemente com um instrumento adequado (devidamente lavado). Por fim colocar
a célula empacotada e corretamente fechada no ASE, para dar inicio a extracéo. O BP é efetuado

apenas uma vez por conjunto de amostras ou lote analisado para controlo de qualidade.

- BE: Colocar um filtro de celulose previamente tratado, numa das extremidades da célula. Pesar
9g de DE para um copo de vidro, de modo semelhante a preparacéo da célula de BP. Desta vez,
a célula foi empacotada apenas até metade, e depois fortificada com 50 pL de uma Solugao-
Padrdo de Trabalho de 16 PAHs US EPA (25 ug-mL1) e com 50 pL de uma Solugdo-Padréo de
Trabalho de PAHSs adicionais (25 ug-mL-1) (com o intuito de obtencao de uma fortificagdo a meio
da gama de trabalho). Foi entdo de seguida empacotado o restante DE na célula e introduzido
um segundo filtro de celulose no topo da célula. Colocar a célula empacotada e corretamente
fechada no ASE, para dar inicio & extracdo. O BF é efetuado com cada lote analisado apenas 1

vez por lote para controlo de qualidade.

- Amostras: Pesar 15 g da amostra que € pretendida analisar e cerca de 5 g de DE para um copo
de vidro, sendo ambas de seguida homogeneizadas. Colocar um filtro de celulose previamente
tratado, numa das extremidades da célula e empacotar de modo a preencher todo o reservatorio.
Por fim, colocar outro filtro de celulose na extremidade superior da célula e pressionar para
proceder entdo ao fecho da célula. Segue-se entéo a introducéo da célula no ASE, para proceder

a extracao.

- Amostras fortificadas: Colocar um filtro de celulose previamente tratado numa extremidade da

célula. Pesar 15 g da amostra e cerca de 5 g de DE, e homogeneizar. Metade da mistura é
transferida para a célula, sendo esta depois fortificada com 50 pL de uma Solucao-Padréo de
Trabalho de 16 PAHs US EPA (25 ug-mL?) e com 50 pL de uma Solugao-Padréo de Trabalho
de PAHSs adicionais (25 ug-mL1). Seguidamente, foi entédo colocado o restante DE e o segundo
filtro na extremidade superior da célula. Finalmente, a célula é fechada e colocada no sistema

de extracdo, ASE. Apenas € necessaria uma amostra fortificada para o controlo de qualidade.

Antes da introducdo das células empacotadas no ASE, foram realizadas algumas
lavagens, com a mistura de solventes, com o intuito de renovar o solvente que se encontra no
interior do sistema. E também efetuada o carregamento da sequéncia de extra¢do, no software
do ASE.
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As condi¢Bes de operacao utilizadas no ASE, encontram-se na Tabela 3.10.

Tabela 3.10 — Condicdes de operacdo do ASE.

Parametro Condicao de operacéao
Presséao 2000 psi
Temperatura 100°C
Tempo de pré-aquecimento 1 minuto
Tempo de aquecimento 5 minutos
Tempo estatico 5 minutos
Ne de ciclos 2
Volume de solvente 50% do volume da célula de extragao
Tempo de purga 120 segundos
Solvente n-Hexano:acetona (50:50, v/v)

3.3.8 Remocéo do enxofre

No fim da extracdo por ASE, os extratos ndo possuem apenas 0S cCOmMpostos que
pretendemos avaliar, também contém outros componentes quimicos (interferentes), como o
enxofre, que podem tornar dificil a identificacdo dos analitos durante a anélise cromatografica.

Uma opgdo para remogédo do enxofre presente nas amostras é a adicao de cobre ativado.

O cobre foi ativado o mais proximo possivel da sua utiliza¢éo, para garantir mdxima ativacao.
A ativacao foi efetuada colocando tiras de cobre submersas em acido cloridrico (6 mol-L), sendo
depois lavadas abundantemente em agua ultra-pura, acetona para remocao de vestigios de
agua, e diclorometano para remover quaisquer vestigios de acetona (caso estes existissem a
solugdo apresentaria uma aparéncia turva). Por fim é também feita uma lavagem com o solvente,

n-Hexano.

A todos os extratos, inclusive os brancos, foram adicionadas tiras de cobre ativado, sendo a
quantidade de tiras adicionada dependente da quantidade de enxofre observado na area

superficial das tiras de cobre.

Finalmente, os extratos sdo deixados a repousar num sistema apropriado de refrigeracdo

durante a noite, antes de seguirem para a proxima etapa.

3.3.9 Concentracao dos extratos

Foi necessario também proceder a concentracdo dos extratos (obtidos por ASE) a um
volume inferior a 2 mL, tendo-se utilizado o sistema de evaporacéo TurboVap. Os extratos foram

concentrados num banho de 25°C com presséo de azoto regulada para 0,5 bar.

Durante este passo de concentracéo, teve-se o cuidado de ndo deixar ocorrer evaporacao
dos extratos até a sua secura, 0 que poderia levar a perda dos componentes quimicos de

interesse.
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3.3.10 Purificacdo dos extratos

Os extratos resultantes foram posteriormente purificados de modo a garantir a eliminacéo de
componentes que de alguma forma pudessem interferir com a analise subsequente tais como

pigmentos e contelido de caracteristicas lipidicas.

Deste modo foi efetuada a purificacdo dos extratos por cromatografia de adsor¢cdo em coluna
de Silica Gel e Alumina Bésica, ambas desativadas a 5%. As colunas sdo empacotadas com la
de vidro e lavadas com hexano. De seguida, enche-se a coluna com hexano e empacota-se
sequencialmente com 5 g de Silica Gel desativada a 5%, 5 g de Alumina Basica desativada a
5% e meia espatula de Sulfato de Sédio (previamente tratado termicamente a 550°C durante 6h).
Apbs empacotamento, deixa-se escoar o hexano até ao topo dos adsorventes ficando a coluna

pronta para receber a amostra.

Introduziu-se a amostra na coluna, regulando-se a torneira de modo a ajustar o caudal de
eluicdo a uma gota por segundo, aproximadamente. Ao recipiente contendo o extrato a purificar,
adicionaram-se 5 mL de uma solucdo de n-Hexano/Diclorometano (90:10, v/v) de modo a lavar
0 recipiente de evaporacao e recuperar o extrato retido nas paredes. Foi repetida a lavagem do
recipiente com mais 5 mL da solugdo. Por fim adicionaram-se 40 mL de eluente a coluna e
deixou-se eluir até a secura. Os extratos foram recolhidos para baldes volumétricos de 50 mL,

ficando armazenados até ao proximo passo.

3.3.11 Concentracao e afericdo dos extratos purificados

Os extratos purificados foram concentrados a aproximadamente 2 mL em sistema de
TurboVap e transferidos para tubos graduados previamente pesados. O extrato obtido foi

concentrado numa corrente de azoto até ser reduzido a um volume ligeiramente inferior a 1mL.

A cada extrato foram adicionados 50 pL de SP de trabalho de 5 PI (25 ug-mL) e depois
foram aferidos a peso com solvente (neste caso hexano), de modo a obter massa de extrato
igual a 0,663 g (correspondente a 1 mL de hexano considerando que a densidade do hexano é
igual a densidade do extrato da amostra). Terminada a afericdo os extratos foram transferidos
para vials contendo inserts e colocados em rackets para serem analisados no GC-MS. O restante
extrato ficou armazenado a 4°C nos tubos em atmosfera saturada de hexano para evitar perdas

por evaporacao.
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3.3.12 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espetrometria de
massas

Para a analise cromatografica foram preparados quatro tipos de padrbes: padrao mae,
padrdes de trabalho, padrdes de calibracéo e padrdes de validacao/verificacdo da calibracdo (de

acordo com o ponto 3.3.2).

Os resultados, assim como todo o controlo instrumental foram obtidos recorrendo ao
software Mass Selective Detector Productivity Chemstation D.03.00, programado com o0s

métodos de processamento desenvolvidos internamente para a quantificacdo de PAHSs.

As condicdes experimentais do método de aquisicdo usadas no trabalho efetuado

apresentam-se na Tabela 3.11.

Tabela 3.11 - CondicBes experimentais do método de aquisicdo usado no GC-MS da Agilent Technologies.

Componente Parédmetro Condicéo
Seringa Capacidade 10 uL
Pré-injecéo Hexano; 5 ciclos; 10 pL
Lavagem da seringa Pés-injecdo Iso-octano; 5 ciclos; 10 uL
Rinse 3 vezes; 10 uL
Tipo On column
Injetor Temperatura 3°C acima da temperatura do
forno
Volume de injecdo 1uL
Gas de arrasto Hélio, 1,1 m-min! a presséo
constante
60°C (1 min)
Cromatografo 9°C-min! até 100°C

Programa temperaturas - ;.
9 peratu 50C-mint até 310°C

310°C (30 min)

Interface 300°C
Ficheiro de calibragéo Atune.u (condigGes de
autotune)
Temperatura da fonte iénica 230°C
Temperatura do quadrupolo 150°C
Espectrometro de massa lonizacéo Impacto eletrénico a 70 eV
. 0 V acima do valor do
Electromultiplicador
autotune
Modo de registo de espetros Selected (Ig?MI\)/Ionltonng
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3.4 QUANTIFICACAO DOS PAHS

Antes de se proceder a andlise por GC-MS € necessério proceder a verificagdo das

condicoes:

— Verificar se existiam vials para residuos, de modo que o equipamento pudesse descartar os
solventes e extratos usados na lavagem da seringa;

— Verificar se os vials de solvente pré-lavagem (n-Hexano) e solvente pés-lavagem (iso-
octano) continham quantidade suficiente dos respetivos solventes;

— Verificar a existéncia de fugas no sistema, bem como calibrar o detetor do MS, podendo tal
ser feito através de um tune do detetor MS. Com o tune, € gerado um relatério que permite
verificar as condi¢Bes operacionais do equipamento.

Os PAHSs estudados foram identificados e quantificados com base nos respetivos ides de

identificacdo e quantificacéo (Tabela 3.12).

Tabela 3.12 - 18es usados na quantificacdo e identificacdo cromatogréafica dos PAHs estudados.

Analito Massa/Carga do ido (m/z)
I6es de quantificagao I6es de confirmacéo

N-d8 136 68
N 128 102
Ace-d10 164 162
Acy 152 151
Ace 153 154
F 166 165
Phe-d10 188 184
Phe, A 178 176
Chr-d12 240 236
Fluo, P 202 200
BaA, Chr+Tph 228 229
Per-d12 264 260
BbF, BkF, BaP 252 250
Ind, BghiP 276 274
DBA 278 279
BeP 252 250
Per 252 250

Utilizando o software, Mass Selective Detector Productivity Chemstation D.03.00, procedeu-
se a definicdo da sequéncia a ser usada para cada analise, definindo a ordem de analise de
acordo com as posi¢des dos extratos, bem como o nome do ficheiro com o qual o cromatograma

seria guardado e também o método de aquisicao a ser utilizado.
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ApOs selecionada a sequéncia para a analise, procedeu-se a transferéncia dos calibradores,
padrdo de controlo e extratos das amostras para vials que continham no seu interior um insert
onde eram colocados os extratos. Depois de transferidos os extratos para os respetivos vials e
destes serem devidamente selados com tampas, foram colocados no tabuleiro de amostragem

do equipamento pela ordem que foi definida na sequéncia carregada no GC-MS.

As sequéncias de andlise utilizadas seguiram sempre uma ordem especifica, com o intuito
de cumprir o controlo de qualidade. Foi sempre feita primeiro uma injecdo de n-Hexano, depois
injecdo dos calibradores, por ordem de concentracdo crescente, de seguida os padrbes de
controlo e os extratos das amostras, sendo injetado o padrao de controlo com a concentracéo a

meio da GT a cada 10 inje¢8es e no final de cada sequéncia (Tabela 3.6).

Todos estes calculos foram realizados em ficheiros Microsoft Excel interligados, que
permitiam a organizacéo e melhor percecéo dos dados obtidos e do cumprimento do controlo de

qualidade a associado (controlo de qualidade realizado no anexo C).
Para os célculos da recuperacdo foi utilizada a seguinte equagéo:

Equacéo 3.1 - Calculo da taxa de recuperacao.
BP
[X]0obtida

% Recuperagio do BF = x 100
[ ]Te(’)rica
Y1AF XA
% Recuperacido da AF = [XJobiaa = IXlobrida x 100
[X]Te(’)rica

Onde,

[X]8F iqa — CONCentracdo do analito X obtida pela analise dos cromatogramas no ensaio do BP

[X]8kqa — concentragdo do analito X obtida pela andlise dos cromatogramas da amostra
fortificada;

[X18baa— cONcentracdo do analito X obtida pela analise dos cromatogramas da amostra;

[XTresrica — concentragdo do analito X que existe em teoria no extrato conseguido do ensaio de
recuperacao.

A calibragdo, em analises quantitativas, relaciona a resposta de um sistema de medida
de um processo com uma concentragdo ou uma quantidade de substancia conhecida. Deve ser
sempre efetuada com cada analise, existindo critérios para a aceitagdo da calibragdo, como a
linearidade e a estabilidade entre calibracbes. A gama de concentracdo da calibracdo deve
contemplar a totalidade da faixa de trabalho da rotina do laboratério, por pelo menos, 5 pontos

homogeneamente distribuidos na reta (Castro et al., 2000).

Para realizar a quantificacdo de amostras propriamente dita, foi essencial tracar a reta
de calibracéo contendo padrfes do N1 ao N8 de concentra¢cfes conhecidas. Estes padrdes foram
sempre injetados a partir do N1 até ao N8, ou seja, do valor mais baixo para o de maior

concentracao. A calibracao possibilitou entédo o calculo da seguinte relagéo:
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Equagéo 3.2 - Reta de calibragéo.
Ax _ [X]ext +b

Apr [Pl]ext

Onde,
Ax e Ap— area do pico gerado pelo analito X ou do padréo interno (Pl) nos cromatogramas

respetivos;

[PI] .yt (Mg-mL1) — concentracdo do PI no extrato analisado no GC-MS;
m — declive da reta de calibracao;

b — ordenada na origem;

[X]ex: (Hg-mL1) — concentragdo do analito X obtida através da reta de calibragdo respetiva (dada
pelo GC-MS).

Assim, foi possivel efetuar o célculo da concentracdo do analito X correspondente ao

volume de extrato utilizado, através da equacéo:

Equacéo 3.3 - Célculo da concentragdo do analito X no extrato.

Ax) _
[X]ext = M X [PI]xt
m

Para fazer a converséo para base seca para cada analito foi utilizada a equagéo:

Equacéo 3.4 - Calculo para conversdo da concentracdo em base seca e correcédo da recuperacao.

[X16xe X V§ o 100 o 100
mg % Rec % PS

[X] =

Onde,
[X1%.: (ng-kg™? bs) — concentracdo do analito X na amostra, com corre¢do a recuperagdo em

matriz inerte e ao peso seco;
Vi (mL) — volume final da amostra sujeito a analise, ou seja, 1 mL;
ma (kg) — massa da amostra;

% Rec - recuperacdo; para fazer a correcdo da recuperacéo para N e Acy com recuperacgdes

médias calculadas previamente, estipuladas pela validagao do método;

% PS — peso seco; para conversdo para peso seco introduz-se o termo 100/%PS.
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3.5 CONTROLO DE QUALIDADE

Durante todo o processo laboratorial foram respeitadas as normas de laboratério de
acordo com NP EN ISO/IEC-17025:2018 e Guia RELACRE 13, 2000. O laboratoério tem um
grande conjunto de métodos de ensaio acreditados de acordo com a ISO 17025, estando os

métodos validados e os resultados apresentados com uma incerteza associada.

O controlo de qualidade do método inclui a monitorizagéo e verificacdo dos seguintes

parametros:

— Analise de Duplicados;

— Andlise de Brancos de Procedimento (BP);

— Ensaios de Recuperagéo (BF e AF);

— Calibragéo Analitica (coeficiente de correlagéo da reta);

— Analise de Solucdes-Padrao de Controlo;

Para a grande maioria dos duplicados efetuados neste estudo para as amostras de

sedimentos o critério de aceitagéo (CA) foi verificado.

A analise de BP, realizada em todas as analises, possibilita a detecao de contaminagdes
existente durante a execuc¢do laboratorial. Esta andlise pode ser entdo usada para corrigir 0s

resultados quando os teores de PAHs do branco se aproximam do LD do analito em questéo.

Os ensaios de recuperacdo, permitiram verificar a eficiéncia ndo s6 da anédlise como de

todo o processo laboratorial, permitiram também a correcé@o dos resultados obtidos.

A calibracdo, cumpre o controlo de qualidade quando o coeficiente de correlacdo &
superior ou igual a 0,990. Quando este critério ndo foi cumprido foi desprezado o(s) padrées de
calibracdo em causa, tendo em conta que no minimo sdo precisos 5 padrdes para a obtencéo
de uma reta de calibragdo. Sendo assim, nos casos em que este coeficiente ndo cumpriu os
critérios podera ser necessario repetir a andlise, ou através da eliminacdo de algum ponto da

curva ou até mesmo:
- do N1 ao N6: so pode ser eliminado 1 ponto da reta;
- do N1 ao N8: podem ser eliminados até 3 pontos da reta.

De referir que nunca devem ser eliminados N1, N6 e N8 uma vez que correspondem aos

extremos da reta de calibracéo.
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Para a andlise e tratamento dos resultados de PAHs obtidos foi usada a aplicagao
informatica Microsoft Office Excel 2016. Esta aplicacao foi ainda utilizada para a elaboragéo dos
graficos em que estédo representadas as estacfes amostradas e os teores e distribuicdes dos

diversos PAHSs.

Para efeitos de célculo, todos os valores ao nivel do LQ foram considerados em metade
do seu valor absoluto conforme definido no artigo 7° do Decreto-Lei n.° 103/2010. Para efeitos
do somatério dos PAHSs, os valores ao nivel do LQ foram considerados como zero. Os graficos

foram efetuados de acordo com o referido.

4.1 DISTRIBUICAO E FONTES DE PAHS

Nas Figuras 4.2 a 4.8 estdo representadas as distribuicdes por nUmero de anel dos PAHs

nas regides amostradas.

As areas de amostragem A, B e C apresentaram os teores de PAHs em todas as
estacBes abaixo do LQ, pelo que nao foi efetuada a representagéo gréafica da distribuicdo dos

PAHSs por niumero de anel.

As estacdes amostradas cuja soma de PAHs se encontra abaixo do LQ, estdo
representadas por “<27 ug/kg” pelo que os dados da distribuicdo de PAHs por anel ndo sdo

representados.

Os gréaficos circulares representam as distribuicbes de PAHs de acordo com a Figura
4.1:

> 18 PAHs* (ug-kg! em bs)

. -

% 2-3 aneis % 4 aneis M % 5-6 aneis

* PAHs US EPA + Tph (junto com o Chr) + BeP

Figura 4.1 - Graficos circulares representativos da distribuicdo por nimero de anel e somatério dos PAHSs.
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As distribuicdes por numero de anel e somatério dos PAHSs, por ponto de amostragem

dos sedimentos oceénicos estdo representadas nas Figuras 4.2 a 4.4.

4.1.1 Area D

Observando a Figura 4.2 verifica-se que as estacdes com somatério de PAHs mais elevado
foram as estacdes D003 (209 ug-kg?t), e D004 (971 ug-kg?) (campanha de 2019) e D005 (672

pg-kgt) (campanha de 2018). Verifica-se ainda que ha uma maior % de PAHs de 4-6 anéis, pelo

que a origem sera pirogénica, ou seja, provenientes de combustédo incompleta.

D (2018)

ETAR
DQos5"™

DOPZ s <27 ugkg?
. D001

!gz ug-kgt < 27 ug-kg*

D012
/’-

< 27/ pg-kg?t

D020
-

<27 ugkg't

D (2019) ‘/D
209 pg-kg™t
< 27 kg™ ETAR
=" pfba D002  <27ugkg?
H = B B N
D005 = D003 = D001
<27 pgkg
‘9”1 hgkg?
D012
<27 pg-kg*
D020
=
<27 pgkg

Figura 4.2 - Esta¢Oes amostradas e ETAR da area D e respetiva distribuicdo e somatério de PAHSs.

Estes valores elevados nestas estacbes na zona de Sesimbra podem estar associados a

atividade portuaria ou a proximidade de instalacdes de tratamento de residuos (ETAR -

SIMARSUL) (colocar a referéncia da pesquisa).

Tendo em consideragdo a Portaria n° 1450/2007 de 12 de novembro verifica-se que as

estacBes D005 (campanha de 2018) e D004 (campanha de 2019) estéo classificados como

“classe 2 — contaminagao vestigiaria”, com o X 18 PAHs entre 300-2000 pg-kg?*. Ja para as

restantes estagdes o nivel de contaminagéao é de “classe 1 — material limpo”, uma vez que o £18

PAHSs é inferior a 300

Hg-kg™.
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4.1.2 AreaE

De acordo com a Figura 4.3 (a), verifica-se que nas estacfes de amostragem E110 e E099
foram observados os maiores teores de PAHS, e que a origem dos mesmos € pirogénica. Na
Figura 4.3 (b), denota-se a mesma origem (pirogénica), e um teor mais elevado de PAHs nas
estacBes E020 e EO15.

= (&)
E1 10 E099 -
bg v EOSS
E120 U HO-kg' Vi
0 pg-kg™

<27o kgt E068 6 pg-kgt
ug-kg- L 19
(0)

EQ89 EQ76 U 8 pg-kgt

< 27,0 pg-kg?
\\

< 27,0 ug-kg? E001
/ EO09
£043 10810 Eo15 \
5)-33 /E020 18,1 pg-kg?
E026 = ) -
15,3 ug'kg\-lj /,'f" EO021 174 pg-kg™

/
/

187 pg-kg?

4
31,0 igkg?) EO30 ' 51,0 ugkg*

Figura 4.3 - EstagBes amostradas da area E e respetiva distribuicdo e somatério de PAHSs; (a) entre
Sagres e Albufeira; (b) entre Albufeira e Tavira.

Esta area na sua generalidade apresenta alguns teores de somatério de PAHs superiores aos
das restantes areas, apesar de serem valores muito baixos. Isto pode dever-se a atividade

portudria e/ou antropogénica tipica desta zona costeira.

Nas Figuras 4.4 a 4.7 apresentam-se 0s resultados obtidos em termos de somatério de PAHs

e ainda tendo em consideracdo o nimero de anéis, nas areas estuarinas estudadas.

De acordo com a portaria n° 1450/2007 de 12 de novembro. A estacdo E110 é classificadas
como “classe 2 — contaminagdo vestigiaria’, com o X 18 PAHs entre 300-2000 pg-kg?. As

restantes estagfes séo classificadas de “classe 1 — material limpo”.
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4.1.3 Riade Aveiro

Observando a Figura 4.4 verifica-se que em todas as estacdes ha predominio dos PAHs de 4
a 6 anéis, salvo para as estacfes RAL1l, RA9, RA4A, RA2 e RAGA onde a percentagem de PAHs
de 2 a 4 anéis é superior.

RA4 BRe 4 54
< 27 pg-kg? 103 ugkg
RA4A g
RA11
RAS o
e e
49 “9"{/ RA7 RABA = ,
e :
RA9 Ras— _161gkg? | 145 pgkg!

62 ugkgt

RA.lz ‘/210 ug-kgt

Figura 4.4 - EstacBes amostradas da area RA e respetiva distribuicdo e somatério de PAHSs.

Podemos assim (através desta andlise) aferir que nesta zona da ria de Aveiro a origem dos
PAHs é petrogénica (para as estacdes referidas anteriormente) apesar da soma de PAHs nédo
ser muito elevada comparativamente as restantes areas ja analisadas. Sera posteriormente feita
uma avaliacao das razdes de diagndéstico para as mesmas esta¢des, de modo a confirmar (ou

nao) as origens referidas.

De acordo com a portaria n°® 1450/2007 de 12 de novembro a estacdo RA8 esta classificada
como “classe 2 — contaminagdo vestigiaria’. Ja para as restantes estacfes o nivel de

contaminacgéo é de “classe 1 — material limpo”, uma vez que o X 18 PAHSs é inferior a 300 pg-kg-

1
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4.1.4 Estuario do sado

Na area de amostragem representada na Figura 4.5 também podem ser observados valores
elevados de somatdrio de PAHSs, isto deve-se ao facto de se encontrar um estaleiro naval,
Lisnave de Setubal, junto a estacdo amostrada SA6, podendo considerar-se que os sedimentos

superficiais tém origem pirogénica.

SA7 SA
SAS
< 27,0 pug-kg
. 912 ug-kg*
Lisnave
@uosoigr S84
< 27,0 pg-kg?
<270pgkgt  SA3
|

Figura 4.5 - EstacBes amostradas da area SA e respetiva distribuicdo e somatorio de PAHSs.

De acordo com a portaria n°® 1450/2007 de 12 de novembro as estacdes SA5 e SA6 estdo
classificados como “classe 2 — contaminagéo vestigiaria”, com o X 18 PAHSs entre 300-2000 pg-kg-
1, Ja para as restantes estacdes, uma vez que o X 18 PAHSs é inferior a 300 pg-kg?, o nivel de

contaminacgéo é de “classe 1 — material limpo”.

4.1.5 Rio Mira

Nesta area o somatério de PAHs analisados é relativamente baixo em comparagdo com as
restantes areas amostradas, sendo a estacdo MIO5 de origem petrogénica (abundancia de PAHs
de 2 a 4 anéis), como pode ser aferido através da Figura 4.6. Ser4 mais uma vez feita uma

avaliacdo/confirmacao destes resultados através das razdes de diagndstico.

Ml

MIO3
< 27 pg-kg™

\l
34 ugrkg® | MIOS

Figura 4.6 - Esta¢Bes amostradas da area Ml e respetiva distribuicdo e somatorio de PAHSs.
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De acordo com a portaria n°® 1450/2007 de 12 de novembro nesta area de amostragem, em
todas as estacdes foi considerado um nivel de contaminacgéo de “classe 1 — material limpo”, uma

vez que o X 18 PAHSs é inferior a 300 pg-kg?,.

4.1.6 Ria Formosa

Pela observacéo da Figura 4.7, pode-se referir que a estacdo onde foram observados teores
mais elevados do somatdrio dos 18 PAHs estudados foi a estacdo RF30, area cujos sedimentos

superficiais poderdo ser de origem pirogénica.

RF RF9

< 27,0 ug-kg?
166 pg-kg™
RFI;JB/O///////// 4 512 ug kg-l -
REoe.t, i

07 ugkg

Figura 4.7 — Estacdes amostradas da area RF e respetiva distribuicdo e somatorio de PAHSs.

De acordo com a portaria n® 1450/2007 de 12 de novembro a estagdo RF30 também esta
classificada como “classe 2 — contaminagao vestigiaria”. As restantes estagfes apresentam um

nivel de contaminacgdo correspondente a “classe 1 — material limpo”

Conclui-se relativamente as quatro areas interiores estudadas e tendo em consideragdo a
distribuicao de somatério dos 18 PAHSs de cada estagdo amostrada que as estagdes E110, E099,
D004, D005, SA5, SA6 e RF30 exibem os teores mais elevados, variando de 1110 pg-kg*bs a
422 pg-kgtbs.

Adicionalmente foi apurado que os PAHs identificados nas areas amostradas poderdo ser
maioritariamente de origem pirogénica, salvo nas estagbes MI05, RA2, RA4A, RAGA, RA9 e

RA11 que poderao ser de origem petrogénica.

Foi também aferido neste estudo que os PAHs mais abundantes nos sedimentos séo o Fluo,
o P e 0 B(b+k)F (Figura 4.8).
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EstacOes

Figura 4.8 — Distribuic&o de teor de PAHs por ponto de amostragem; As estagfes néo referidas apresentam
os teores de PAHs < LQ; (a) amostras de sedimento oceanico e (b) amostras de sedimento estuarino.

Na Tabela 4.1 apresentam-se o0s resultados obtidos no presente trabalho nas &reas
oceénicas e estuarinas e ainda os resultados descritos em outros trabalhos, nomeadamente: em
rias espanholas como a de Arousa e de Vigo, e grandes focos de atividade antropogénica na

China como a baia de Linding e o porto de Macao.

Em Gongalves et al., 2016 obtiveram-se valores semelhantes de somatério de PAHs (16
PAHs da US EPA em vez dos 18 analisados no presente estudo) para duas das areas estuarinas
também estudadas neste trabalho, 117 pg-kg! bs para o estuario do Sado e 57 ug-kg! bs na ria
Formosa, areas que apresentam o teor mais elevado de somatério de PAHs em relacao as areas
estuarinas. No entanto, no estudo de Rocha e Palma (2019), onde foram analisados varios
estuarios, os teores de somatorio obtidos encontram-se dentro dos intervalos adquiridos em
estudos anteriores, sendo os valores mais elevados registados para o estuario do Sado,

corroborando-se portanto a origem pirogénica dos sedimentos nesta regido, com outros estudos.
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Em Serafim et al. (2013), os resultados obtidos dizem respeito a amostras colhidas no
ano de 2010 verificando-se uma semelhanca de n° de anel predominante em todas as areas
exceto no rio Mira. Neste estudo foi também o estuario do Sado que apresentou maior valor na
soma de PAHSs, enquanto que o rio Mira foi a area estuarina estudada com menor concentragao
dos 18 PAHs usados no estudo

Os restantes ecossistemas marinhos contendo atividade antropogénica de outros
estudos como, Pérez-Fernandez et al., 2015; Vifias et al., 2009 e Mai et al., 2002, servem para
perceber que de facto existe uma semelhanca na origem dos PAHs. Contudo o somatério de
PAHSs obtido no presente estudo, ndo é comparavel aos resultados obtidos em Espanha e na
China. Nestas regifes, os intervalos do somatério de PAHs s&o muito superiores, cerca de 23-
6647 ug-kg* bs para a ria de Arousa em Espanha, e 9220 ug-kg! bs para o porto de Macao, na
China. Isto pode-se dever a diferenca de densidade populacional, e consequente, a atividade

portudria elevada, nestes locais em comparagdo com as zonas estuarinas portuguesas

estudadas.

Tabela 4.1 — Resultados do somatério de PAHs em diferentes estudos.

A PAHs usados no Y PAHs N° de anel A
rea i . Referéncia
estudo (ug-kg?'bs) predominante
Estuério do Sado, Portugal >18 PAHs <27-1089 4-6
Ria Formosa, Portugal >18 PAHs <27-512 4-6 Presente
Ria de Aveiro, Portugal >18 PAHs <27-419 2-4 trabalho
Rio Mira, Portugal >18 PAHs <27-34 4-6
Estuéario do Sado, Portugal 16 US EPA, BeP 44-2237 4-6
Ria Formosa, Portugal 16 US EPA, BeP 46-1998 4-6 Serafim et al.,
Ria de Aveiro, Portugal 16 US EPA 15-26 2-4 2013
Rio Mira, Portugal 16 US EPA 37-57 2-4
Estuario do Sado, Portugal 16 US EPA, BeP 44-2237 4-6
Ria Formosa, Portugal 16 US EPA, BeP  46-1998 4-6 ROChzglga'ma'
Ria de Aveiro, Portugal 16 US EPA, BeP 123-781 4-6
Estuério do Sado, Portugal 16 US EPA 117 34 Gongcalves et
Ria Formosa 16 US EPA 57 3-4 al., 2016
Ria Arousa, Espanha 16 US EPA 23-6647 4 Pérez-
Fernandez et
al., 2015
Ria de Vigo, Espanha 12 US EPA, BeP 28-3203 4-6 Vifas et al.,
2009
Linding Bay, China 16 US EPA 156-1006 4-6 .
Macao aarb):)r, China 16 US EPA 9220 4-6 Mai et al., 2002
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4.2 RAZOES DE DIAGNOSTICO

As razdes de diagndstico sdo utilizadas para discriminar fontes de PAHs,sendo efetuadas
tendo em consideragdo PAHs com a mesma razdo massa/carga. A diferenca entre calores de
formacao dos PAHSs integrantes no célculo da razdo permite aferir o nivel de discriminacéo entre
fontes.

No presente estudo como ja foi referido, também pode ser utilizada a razdo LMW/HMW para
apurar a origem dos PAHSs, sendo esta razao inferior a 1 em todas as estacdes de amostragem.
Assim, a origem dos PAHs segundo este tipo de estudo permite concluir que os PAHs em todas
as estacdes sdo de origem pirogénica (LMW/HMW < 1), este resultado permite entdo avaliar de

um modo sintético e mais rapido a origem dos PAHSs.

Na Figura 4.9 os gréaficos elaborados apresentam as razdes A/(A + Phe) para Fluo/(Fluo +
P), BaA/(BaA + Chr) para Fluo/(Fluo + P) e Ind/(Ind + BghiP) para Fluo/(Fluo + P). Em todos os
pontos de amostragem das areas amostradas a razdo Fluo/(Fluo + P) é superior a 0,5 indicando
combustéo de carvao e biomassa (madeira e/ou queima de carvdo) como potenciais fontes de
PAHSs. A razdo A/(A + Phe) é maior que 0,1 apontando para ter combustdo como fonte primaria.
As razdes BaA/(BaA + Chr) e Ind/(Ind + BghiP) encontram-se maiores ou iguais a 0,5 para todos
os locais confirmando entdo a combustdo como um principal fonte de PAHs para os locais

analisados.
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Figura 4.9 - Razdes de diagndstico e faixas limitrofes (diferenciacéo de fontes) (Tobiszewski e Namiesnik,
2012).

No entanto, como podemos ver na Figura 4.9, alguns pontos de amostragem no Algarve e
no estuario do Sado demonstraram uma ligeira influéncia da combustao de petréleo. Este facto
ndo pode ser diretamente corroborado com nenhum fator como a influéncia industrial ou o
escoamento de 4guas na zona (como ja tinha sido analisado anteriormente na distribuicdo de

PAHSs na &rea E), podendo ter a ver com o intenso trafego marinho na regiéo.

Assim, podemos aferir que 0s processos de combusté@o sdo a principal fonte, corroborando
o anteriormente referido. Ainda que a combustédo de biomassa seja o processo mais evidente, é
notdrio, para algumas estagcbes na area de Sagres/Tavira (area E) um ligeiro contributo da

combustédo de petrdleo.
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4.3 ORIGEM DO PERILENO

Para comprovar a sua origem, na Figura 4.10 estdo representadas as percentagens de
Per relativamente ao total de PAHs contendo 5 anéis (Z 5-isomeros) e ao total de PAHs parentais
analisados (£18 PAHS).
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Figura 4.10 - Percentagem de Per relativamente a 2 5-isémeros e a 2 18 PAH; X 5-isémeros: B(b+k)F,
BeP, BaP, DBA e Per.

Os dados apresentados na Figura 4.10 revelam que o Perileno €, para a maioria dos
sedimentos, formado por diagénese dado que a %Per/T 5-isdbmeros excede o critério de 10%,
excetuando-se as estacdes E099 (9,9%), E110 (8,4%) e SA5 (9,7%) para as quais € evidenciado

uma contribui¢@o pirogénica.

Em relacdo as contribuicdes pirogénicas de Per em relacdo ao somatério dos PAHs
estudados, foram encontradas %Per/Z 18 PAHSs inferiores a 4% para as esta¢des E110 (2,8%),
E099 (3,4%), SA6 (3,8%), SA5 (3,1%) e D005 (3,7%) sendo corroborada a origem pirogénica do

Per nestes sedimentos.
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4.4 HIDROCARBONETOS AROMATICOS POLICICLICOS COM
POTENCIAL CARCINOGENICO

Existem alguns PAHs que sao considerados como tendo potencial carcinogénico (BaA,
Chr, BbF, BkF, BaP, Ind e DBA) (CPAHSs) (Qiao et al., 2006), assim sendo foi analisado o
somatorio dos PAHs carcinogénicos (3 CPAHSs). Os resultados obtidos para o somatério dos
PAHs considerados com potencial carcinogénico encontram-se representados nas Figuras 4.11
a 4.15.

D (2018) D (2019) 117 jgkgl
ETAR /7
ETAR < 27 pg-kg?
~ <27 pgkg?
DOOS™  DOQ2 _ <27 pgkgt D4 D002
PR e D001 D005 D003 | D001
| 327 pgkgt | - Cooodeoool, <27 lgkgt
------------ 1< 27 pg-kg (517 ngkg™ | <27 Hgkg
DQ%Z D012
/ [
< 27 ug-kg? /
<27 ug-kg?
D020
o -
< 27 pg-kgt |E)220
<27 pgkg?

Figura 4.11 - Distribui¢c@o espacial do somatoério dos PAHs com potencial carcinogénico na area D.
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Figura 4.12 - Distribuicdo espacial do somatério dos PAHs com potencial carcinogénico na area E.

RA2
N 2

Figura 4.13 - Distribuicéo espacial do somatério dos PAHs com potencial carcinogénico na area RA.
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SA7 SA
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Figura 4.14 - Distribuicao espacial do somatorio dos PAHs com potencial carcinogénico na area SA.

RF =
<270ugkgl —
RF3
RE32 ey -
//) RFZ.\Q i_ 282 ug-kgt i
_____ 4_1 ~_ R
i 91 pg-kg? < 27,0 ug-kg?

Figura 4.15 - Distribuicao espacial do somatério dos PAHs com potencial carcinogénico na area RF.

De acordo com as Figuras 4.11, 4.12 e 4.14 os valores mais elevados, a semelhanca do
gue se verificou para o somatorio dos 16 PAHs da US EPA, foram registados nas estagfes E110
(542 pg-kgtbs), D004 (517 pug-kglbs) e SA6 (511 ug-kg? bs).

Quando comparados os resultados obtidos para o ) CPAHs para as estacdes da area E
(Figura 4.12) com as do estuario do Sado (Figura 4.14) verificamos que, variaram entre < 27 e
542 pg-kg?! bs para a area E (sendo a com o teor mais elevado a E110), sendo o intervalo
registado para o estuario do Sado, entre < 27 e 511 ug-kg?* bs (exceto os valores nulos) (sendo

a com o teor mais elevado a SAG).

Analisando a Figura 4.13, referente a zona da ria de Aveiro, foi possivel apurar que as
estacoes RA8 e RA12, com 177 e 113 ug-kg? (respetivamente), foram as estagcdes com maior
teor de PAHSs carcinogénicos. Na zona de amostragem da ria Formosa (Figura 4.15), as estacdes
RF30 e RF32, com 282 e 91 ug-kg! (respetivamente), apresentam os valores mais elevados de

PAHs carcinogénicos.

65



4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS OBTIDOS

66



5. CONCLUSAO

67



5. CONCLUSAO

No presente trabalho foram estudadas as concentrages de PAHs nos sedimentos colhidos
nas areas oceanicas Sagres/Tavira (area E), Sines/Setubal (area D), Peniche (area C), Figueira
da Foz/Aveiro (area B), Porto/Viana do Castelo (area A), no estuario do Sado (SA), no rio Mira

(MI) e nas rias de Aveiro (RA) e Formosa (RF).

Foi efetuada a avaliacdo da concentracdo de somatério de PAHs de acordo com a Portaria
1450/2007 12 de Novembro, assim como a avaliagédo do potencial carcinogénico e a origem dos

PAHs através de diversos métodos.

De acordo com a portaria 1450/2007 de 12 de Novembro, verifica-se que as amostras E110
(com 1110 pg-kgtbs), SA6 (com 1089 ug-kg™ bs), D004 de 2019 (com 971 ug-kg? bs), SA5 (com
912 ug-kg? bs), D005 de 2018 (com 672 ug-kg™* bs), RF30 (com 512 ug-kg* bs), E099 (com 422
pg-kg?t bs) e RA8 (com 419 ug-kg? bs) tém os valores mais elevados do somatério de PAHs
estudados, apresentando concentracdes que correspondem a classe 2 - “contaminagéo

vestigiaria”.

Foram utilizadas as classifica¢cdes de acordo com a Portaria 1450/2007 para uma analise
indicativa, face a inexisténcia de valores guia para sedimentos oceanicos e estuarinos. Verificou-
se que as zonas com maior numero de sedimentos avaliados como pertencendo a classe 2, ou
seja, como “material dragado com contaminagao vestigiaria”, sdo os sedimentos recolhidos no
estuario do Sado, na zona de Setubal/Sines e no Algarve. Também foram encontradas estacfes
assim classificadas nas rias de Aveiro e Formosa, mas em menor numero. A totalidade dos
sedimentos recolhidos na zona de Viana do Castelo/Porto, Aveiro/Figueira da Foz, Peniche e rio

Mira pertencem a classe 1, sendo classificadas como “material dragado limpo”.

Com a utilizacdo de diferentes abordagens efetuadas, verificou-se que as amostras de
sedimento recolhidas no Algarve (nomeadamente na zona de Sagres) apresentaram valores dos
diversos PAHs estudados semelhantes aos registados para as amostras do estuario do Sado, o
que pode ser justificado pela semelhante pressao antropogénica, e neste caso talvez portuaria,

existente nessas regides.

Relativamente aos PAHs com potencial carcinogénico os valores mais elevados foram
registados nas estacdes E110 (542 ug-kg? bs), D004 (517 pg-kg? bs), SA6 (511 pg-kg* bs), SA5
(406 ug-kg? bs), D005 de 2018 (326 ug-kg™ bs) e RF30 (282 ug-kg! bs) localizadas no distrito
de Setlbal e no Algarve. Estas estacdes sdo as que apresentam também os valores mais

elevados do somatério dos PAHS.

Nas avaliagBes realizadas para apurar a origem dos PAHs verificou-se que a razéo
LMW/HMW (razdo entre PAHs de menor peso molecular e de maior peso molecular), para todas
as estacdes € inferior a 1 (maior quantidade de PAHs de 2 a 4 anéis do que de 4 a 6) o que
indica que a origem destes hidrocarbonetos é pirogénica. Foi feito também um estudo para
apurar a origem do PAH adicional, Per, em cada amostra, de modo a perceber se o PAH perileno

nas amostras resultava realmente de processos de combustéo lenta (origem pirogénica), ou néo.
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Por fim, e mais uma vez para confirmar a origem dos PAHs foram feitos graficos com razdes
entre diversos PAHs (razBes de diagnostico), todas estas analises permitiram de facto confirmar
gue a principal fonte é pirogénica através de combustéo de biomassa com ligeira contribuicéo de

combustéo de petréleo.

A andlise dos 16 PAHs US EPA individuais permitiu verificar que o PAH com teores mais
elevados foram o Fluoranteno (Fluo) e o Pireno (P).O composto com teores mais baixos foi o

Acenaftileno (Acy), em que o teor de somatorio de todas as amostras obtido foi nulo.

Em suma, em relacdo aos resultados dos sedimentos, as esta¢cées E110 e SA6 foram
as que apresentaram valores mais elevados do somatorio dos diversos PAHs estudados. Dada
alocalizacdo deste ponto de amostragem (perto da zona de Sagres) e a sua proximidade a zonas
de praia/protegidas, estes resultados parecem dever-se sobretudo ao intenso trafego maritimo

proveniente de acdo humana que é habitual nessa zona.

Em relacéo ao estudo da viabilidade de locais para a préatica de aquicultura, pode-se
referir que quanto menor a quantia de substancias prejudiciais e até mesmo cancerigenas que
possa ser assimilada por organismos marinhos como os peixes e moluscos, melhor a qualidade
da producéo da atividade aquicola em questéo. Através do presente estudo - a analise de PAHs
pode-se referir que as &reas de Viana do Castelo/Porto, Aveiro/Figueira da Foz e Peniche,
parecem ser as mais indicadas em termos de serem zonas sem contamina¢do nos compostos

estudados.

O presente trabalho permite ainda ter um conjunto de dados de PAHs nas areas de
Sagres/Tavira, Sines/Setlbal, Peniche, Figueira da Foz/Aveiro, Porto/Viana do Castelo, no
estuario do Sado, no rio Mira e nas rias de Aveiro e Formosa, que irdo contribuir para a tomada

de decisao relativamente a locais para a pratica de aquicultura.

As analises efetuadas neste estudo podem servir como valores de referéncia para
estudos posteriores. Futuramente, e com a realiza¢do de mais analises geofisicas, quimicas, os
resultados obtidos com o presente estudo, podem ajudar na avaliagdo de contaminacg&o por
PAHSs. Por outro lado, a presenca e/ou determinada concentracdo de um ou varios PAHs nos
sedimentos podera ainda alterar a solubilidade e a disponibilidade de outros compostos que
podem ser prejudiciais para os animais marinhos. Este desafio de tentar racionalizar a relagéo
entre contaminantes em peixe para consumo humano e o risco destes compostos para 0s seres
Vivos torna-se ainda mais significativo no estudo dos PAHs com elevado potencial cancerigeno

como o BaP.

O presente estudo, permitiu entdo confirmar que os sedimentos marinhos realmente
acumulam PAHSs, sugerindo que as principais fontes possiveis nas regides referidas neste
trabalho poderéo ser as atividades de pesca, turismo, embarcacdes locais, portos e descargas
de aguas residuais domésticas. Possibilitou a apresentacdo de um conjunto de informagées
sobre a distribuicdo e abundancia dos PAHs na costa portuguesa, e ainda que todas as zonas

A, B e C se encontram aptas para a pratica de aquicultura (nesta vertente do estudo).
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Assim, sugere-se novas investigacdes e estudos de modo a enriquecer o conhecimento
da concentragdo de PAHs ao longo da costa portuguesa, nas aguas e sedimentos e ainda
pesquisas e trabalhos abrangendo as restantes matrizes, como biota. Estudo em biota
permitiriam estudar o comportamento destes compostos, 0 que seria uma sugestao para futuros
estudos.
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ANEXOS

ANEXO A - COORDENADAS DAS ESTACOES DE AMOSTRAGEM

As areas cobertas para recolha de amostras de sedimentos superficial oceanico, ou seja,
as amostras analisadas segundo metodologia descrita no presente trabalho sé&o:

Tabela A.1 - Nomenclatura e coordenadas geograficas das amostras oceénicas analisadas.

Regido Estacdo | Longitude Latitude ID da amostra A 65
recolha
Viana do A038 -8.77268590 | 41.19569167 201800951 2018
Castelo/Porto A052 -8.75711057 | 41.11031134 201800959 2018
201900325 2019
B0O16 | -8.85081485 | 40.64322322 502001127 5020
B067 | -8.96557645 | 40.12240385 201900296 2019
201900306 2019
B027 -9.13124997 | 40.55469108 202001136 2020
201900310 2019
Aveiro o a B0OO1 | -8.79963313 | 40.81897913 502001115 5020
. - 201900316 2019
Figueira da Foz BO11 -9.18014070 | 40.73068838 502001122 2020
201900332 2019
B0O31 -8.87784307 | 40.46504765 502001140 2020
201900341 2019
B0O50 -9.03256457 | 40.28788811 502001155 2020
201900342 2019
B049 | -8.94045103 | 40.28945658 202001154 2020
C001 | -9.42617000 | 39.32466667 201901710 2019
. 201901711 2019
Peniche C013 | -9.38788333 | 39.23299722 501900349 5019
Cc014 -9.41716944 | 39.14399722 201900354 2019
201800913 2018
D001 | -8.88651527 | 38.40491408 501901701 5019
201800921 2018
D012 -8.81682465 | 38.21870907 201901698 2019
201800925 2018
Setabal/ Sines | D020 | -8:87291402 | 38.03345242 ™55 1951601 2019
201800914 2018
D002 | -8.96435833 | 38.40505556 501901702 5019
D003 -9.04592222 | 38.40474444 201901703 2019
201800928 2018
D005 | -9.20648333 | 38.40485833 501901704 2019
E026 | -7.95541598 | 36.92800481 201800790 2018
EOQ15 -7.78117175 | 36.98329144 201800793 2018
E001 | -7.55482240 | 37.07396323 201800797 2018
E120 -8.95016671 | 36.97949997 201800828 2018
E089 -8.65133330 | 37.06850000 201800834 2018
EO030 -8.06000000 | 36.84000000 201800896 2018
E043 -8.16959709 | 37.01159831 201800901 2018
Saares/ Tavira E068 -8.44740611 | 36.93378656 201800908 2018
g EQ76 -8.50040697 | 37.06376792 201800781 2018
E055 | -8.33394939 | 37.00950096 201800784 2018
E033 | -8.05955115 | 36.97769913 201800788 2018
E021 | -7.89386401 | 36.93974638 201800791 2018
E020 | -7.83550015 | 36.96233254 201800792 2018
E009 | -7.67301010 | 37.02314763 201800795 2018
E110 | -8.85166666 | 37.02799997 201800830 2018
E099 -8.71400005 | 37.06033331 201800833 2018
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Foi também realizado um tratamento de dados as seguintes amostras, previamente

analisadas, de sedimento de areas estuarinas:

Tabela A.2 - Nomenclatura e limites das coordenadas geograficas das amostras estuarinas.

- - . . Ano de
Regido Estacdo | Longitude Latitude ID da amostra Recolha
RF30 | -7.84080556 | 37.02213889 | 201900174 2019
. RF29 | -7.87227778 | 37.00922222 | 201900175 2019
Ria Formosa
RF32 | -7.94427778 | 37.01652778 | 201900179 2019
RF9 | -7.62930556 | 37.11669444 | 201900180 2019
Rio Mira MIO3 | -8.75080000 | 37.71400000 | 201900187 2019
MIO5 | -8.73260000 | 37.68569444 | 201900189 2019
SA4 | -8.73336111 | 38.43327778 | 201901422 2019
o d SA6 | -8.79388889 | 38.47086111 | 201901424 2019
EStgggg 0 SA3 | -8.50716667 | 38.37005556 | 201800498 2018
SA5 | -8.74827778 | 38.50002778 | 201800500 2018
SA7 | -8.89250000 | 38.51933333 | 201800501 2018
RA6 | -8.68938889 | 40.63622222 | 201900125 2019
RA8 | -8.72616667 | 40.66463889 | 201900128 2019
RA7 | -8.70869444 | 40.65747222 | 201900127 2019
RA2 | -8.64663889 | 40.72827778 | 201900122 2019
Ria de Aveiro | _RA4A | -8.71955556 | 40.68905556 | 201900124 2019
RA12 | -8.68569444 | 4058822222 | 201900132 2019
RA4 | -8.69833333 | 40.71980556 | 201900123 2019
RAGA | -8.66430556 | 40.64933333 | 201900126 2019
RA9 | -8.73175000 | 40.64197222 | 201900129 2019
RA11 | -8.56055556 | 40.67319444 | 201900131 2019
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ANEXO B - METODOS ANALITICOS APLICADOS NA DETERMINACAO DE
PAHSs

Este método baseia-se na identificagdo e quantificagcdo dos PAHs por Cromatografia
Gasosa em coluna capilar, acoplada a Detetor de Espectrometria de Massa, apos extragdo dos
compostos de interesse da amostra de sedimento, utilizando uma mistura de solventes
organicos, e posterior purificacdo do extrato. Esta € uma das técnicas utilizadas para a
determinacédo de PAH em amostras de sedimentos tendo em consideracéo a baixa concentracéo
destes compostos nessas amostras e a complexidade das matrizes onde estdo presentes

(Temerdashev et al., 2020).

E também de grande importancia a escolha adequada da técnica de extracdo de PAHs na
matriz sedimento. De seguida ird ser referida a preparagdo que amostras de sedimentos
marinhos sdo sujeitas, a técnica de extracdo de PAHs e as técnicas de andlise utilizadas no

presente estudo.

B.1 Preparacdo das amostras de sedimento

As amostras devem de ser sujeitas a um pré-tratamento de modo que as amostras figuem
na forma mais apropriada para 0s seguintes passos e que sejam conservadas as propriedades
e caracteristicas dos sedimentos. Este pré-tratamento envolve entdo a peneiracao, liofilizacéo e
moagem dessas amostras de sedimento. Para que os resultados sejam reportados em base seca

procede-se a determinagdo do peso seco das amostras apds liofilizagdo das mesmas.

B.2 Técnica de extracdo

Previamente a andlise instrumental, os PAHs s&o extraidos da amostra por aplicagdo da
técnica de Extracdo Acelerada por Solvente (ASE). Esta técnica de extracdo baseia-se na
utilizacdo de um solvente ou de uma combinag&o de dois ou mais solventes que, em condi¢des
de elevada presséo e temperatura, para que haja maior eficiéncia no processo de extracéo. Esta
técnica tem vindo a substituir técnicas de extracdo convencionais, por ser uma técnica

automatizada e que permite uma rapida extragdo (Kou e Mitra, 2003).

Face as caracteristicas hidrofébicas dos PAHs e, consequentemente, a sua baixa
solubilidade na dgua, a sua extracao é efetuada empregando solventes organicos apolares (Tala
e Chantara, 2019) .

A reduzida seletividade desta técnica faz com que muitos outros componentes quimicos
indesejados sejam extraidos podendo estes interferir mais tarde na quantificacéo tornando-se,

deste modo, necessaria uma purificagdo dos extratos obtidos.
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B.3 Técnicas cromatogréaficas

As técnicas cromatograficas permitem preparar analitos bem como interferentes que existam
nas amostras, sendo técnicas largamente utilizadas e designadas de acordo com o tipo de fase

movel e fase estacionaria que utilizam.

A cromatografia de adsor¢cdo em coluna de Silica Gel e Alumina para a remocédo de
componentes lipidicos e pigmentos e a dessulfurizagéo com cobre ativado séo os procedimentos
habituais para melhorar o processo de identificacdo e de quantificacdo, principalmente quando
sdo empregues métodos cromatograficos na determinacdo de niveis vestigiais de

contaminantes.

B.4 Cromatografia em fase gasosa

A Cromatografia Gasosa (CG) é uma técnica capaz de preparar os diferentes componentes
quimicos de uma mistura que se encontra no estado gasoso. O extrato orgénico a analisar é
injetado no injetor do cromatégrafo sendo, por agédo do géas de arrasto, forcado a entrar na coluna

cromatografica que se encontra no interior de um forno cujas temperaturas sado programaveis.

A preparacdo dos diversos componentes da mistura é conseguida em funcdo de um
programa de temperaturas pré-definido a que o forno fica sujeito e através da afinidade que cada
componente tem com um filme que se encontra a revestir internamente a coluna cromatografica
instalada no interior do forno. Os principais componentes de um cromatégrafo gasoso sao o
sistema de injecdo, um forno onde se encontra a coluna cromatogréfica, o detetor e o sistema

de aquisicao de dados (Montagner et al., 2021) (Coskun, 2016).

O gas de arraste é a fase moével utilizada nesta técnica, devendo ser puro e inerte. Podem
ser utilizados véarios gases, contudo o mais utilizado é o hélio, uma vez que permite melhor

resolugéo de picos face ao azoto (Harris, 2007).

B.5 Espetrometria de massa

Nesta técnica as espécies gasosas desadsorvidas das fases condensadas séo ionizadas, sendo
os ides acelerados através de um campo elétrico e preparados de acordo com a sua razéo
massa-carga (m/z). O espetrémetro de massa é constituido por um sistema de introdugéo da
amostra, uma fonte idénica, um analisador de massa, um detetor e um sistema de aquisicédo de

dados.

Dois modos de andlise distintos podem ser utilizados nesta técnica, o modo de
varrimento continuo (full-scan) e 0 modo monitorizacao de ides selecionados (SIM). Muitas vezes
0 modo selecionado em andlises é o modo SIM, uma vez que permite preparar compostos de
estruturas similares e minimizar efeitos de matriz, no entanto o modo de varrimento continuo é
também utilizado, especialmente se se pretender ter um espetro de massa completo
(Temerdashev et al., 2020).
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B.6 Cromatografia em fase gasosa acoplada a espetrometria de massa

Existem varias técnicas hifenadas, sendo a cromatografia em fase gasosa acoplada a
espetrometria de massa (GC-MS) uma das mais utilizadas. Como os PAH presentes nos
sedimentos estdo quase sempre em quantidades vestigiais, a GC-MS é muito utilizada, pois
permite a detecao e identificacdo dos analitos, obtidos no GC, e das razdes m/z, obtidas no MS,

bem como analises mais rapidas e com menor quantidade de amostra.
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ANEXO C - CONTROLO INTERNO DE QUALIDADE

O controlo da qualidade é essencial para salvaguardar a qualidade dos ensaios realizados
em laboratorio, devendo ser realizados controlo de brancos, amostras fortificadas, amostras
replicadas, linearidade e veracidade da medigéo.

Controlo de brancos

O controlo de qualidade de brancos é efetuado com o intuito de apurar se existem ou néo
contaminagdes no lote de amostras a analisar. Este controlo é feito através da analise de um
branco de procedimento (BP), em que nédo existe nenhum dos analitos. A analise do branco deve
ser realizada em cada conjunto de amostras analisado, sendo o controlo realizado consoante 0

LD definido para cada analito (Kruve et al., 2015).

Controlo de amostras replicadas

Através da determinacé@o do limite de repetibilidade é possivel estabelecer critérios para
controlo de amostras replicadas. O critério de aceitagdo (CA) € calculado para cada analito

utilizando o desvio padrao de repetibilidade (C. Augusto et al., 2000)
Na ocorréncia de a diferenca das amostras replicadas estar contida no CA, entdo as
amostras sao aceites, caso contrario a analise deve ser repetida.
Controlo de amostras fortificadas

O controlo de amostras fortificadas é feito a partir de um intervalo utilizando o quociente entre
o desvio padréo da recuperacdo média, a recuperacgdo de diversas amostras fortificadas e a raiz

quadrada de n.

Controlo da linearidade

O controlo da linearidade é assegurado, através da avaliagdo do coeficiente de determinacao
(r?) obtido da construcdo das curvas de calibracdo dos padr@es analisados em cada lote de

amostras. A linearidade é cumprida se o r2 =2 0,99 (Skoog et al., 2014).

Controlo da veracidade da medicéao

O controlo da veracidade da medigdo deve ser feito com a analise de padrdes de controlo (PC)
a meio da gama de trabalho e com teores iguais aos do LQ (Kruve et al., 2015). O CA deve ser
ajustado para ambos, com os resultados da analise dos respetivos PC sendo os CA calculados

com o desvio padrdo da andlise dos diferentes PC e o valor de t-student.

89



90






SODINYIO0 3 SONIMYNLST SOLNIWIAIS W3 Je0ses) [anDexN

dSIN-09 3A SIAVYHLY SODITDJDI70d SODILYIWOHY SOLINOGHYI0ddIH 3A OYIVNINGTL3A




