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Resumo

Os estuarios sdo das massas de dgua mais sensiveis a contaminacgédo, devido as atividades
gue deles dependem como agricultura e inddstria. A crescente preocupagdo com a contaminagéo das
massas de agua conduziu ao desenvolvimento de diversos sistemas de monitorizacdo da qualidade da
agua em tempo real, como sejam, os sistemas biolégicos de aviso precoce (“Biological Early Warning
Systems” (BEWS)). Estes sistemas baseiam-se na detecdo de respostas fisiologicas e de
comportamento dos organismos. No entanto, alguns demonstraram ser complexos, ao nivel da sua
construcédo e/ou utilizacao.

Nesta dissertacao pretendeu-se desenvolver e testar um novo BEWS de baixo custo e com
elevada resolugéo, capaz de detetar alteracdes do comportamento, nomeadamente, na abertura das
valvas de um bivalve marinho quando sujeito a exposicdo a dois metais geralmente presentes no
ambiente. Foi desenvolvido o hardware com o uso de sensores de Efeito Hall e imanes de neodimio e
um sistema de software para o processamento e efetuar o registo da distancia das valvas de forma
continua. Posteriormente, o0 BEWS desenvolvido foi testado através da realizacdo de experiéncias
laboratoriais utilizando como modelo o mexilhdo Mytilus edulis, que foram expostos a diferentes
concentracdes de Cobre (Cu) e Cadmio (Cd).Os mexilhdes demonstraram ter diferente sensibilidade
para os dois metais, sendo mais sensiveis ao Cu e menos ao Cd. No entanto, ap6s um periodo de
depuragéo, 0s organismos recuperaram da exposi¢do a Cu, enquanto o Cd promoveu a diminui¢éo da
abertura das valvas ao longo do tempo. O sistema desenvolvido permitiu também detetar variacbes de
temperatura, vibracao e luminosidade.

O presente trabalho demonstrou que o sistema BEWS desenvolvido foi eficaz na detecdo da
presenca de diferentes concentracdes de Cd e Cu através do movimento das valvas dos mexilhdes
mostrando assim a sua potencialidade como ferramenta de baixo custo para monitorizacdo da
qualidade da agua de um sistema estuarino.

Palavras-chave: Biological Early Warning System (BEWS), Cadmio (Cd), Cobre (Cu), monitorizacao,
poluicéo, sistema estuarino
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Abstract

Estuaries are amongst the most sensitive water bodies regarding contamination due to activities
that rely on them, like agriculture and industries. The growing concern about the water contamination
led to the development of various real time monitoring techniques, such as the use of Biological Early
Warning Systems (BEWS). These systems are based on the detection of physiological and behaviour
responses of organisms. However, some BEWS have been proved to be complex, in terms of its
construction and/or use.

This thesis aimed at the development and test of a new BEWS, capable of monitoring the
opening of the bivalve valves in order to relate their behaviour to the exposure of two metals often
present in the environment. The hardware was developed using Hall Effect sensors and neodymium
magnets, which was complemented by the development of software capable of processing this
information and register valves distance continuously. Posteriorly, the developed BEWS were tested in
laboratory experiences, exposing the Mytilus edulis mussel to Copper (Cu) and Cadmium (Cd). The
study revealed a difference in the sensitivity of the organism in the presence of the two metals. Mussels
are extremely sensitive to the presence of low concentrations of Cu and less sensitive to the presence
of Cd. However, after a depuration period, the organisms recovered from Cu exposure, while the ones
exposed to Cd demonstrated a low valve aperture even after a depuration period. The System could
also detect variations of temperature, vibration and luminosity.

This study demonstrated that the developed BEWS was effective in detecting the presence of
different concentrations of Cd and Cu by the movement of the mussel’s valves, thus showing its potential
as a low cost tool for water quality monitoring of an estuarine system

Keywords: Biological Early Warning System (BEWS), Cadmium (Cd), Copper (Cu), monitoring,
pollution, estuarine system
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Lista de abreviaturas

BEWS — Biological Early Warning System (Sistema Biolégico de Alerta Precoce)
Cd — Cadmio

Cu — Cobre

ETA — Estacéo de Tratamento de Agua

ETAR - Estacéo de Tratamento de Agua Residual

ICES - International Corporation for the Exploration of the Seas

LSR - Light Sensitive Resistor

NTC — Negative Temperature Coefficient

PAH — Polycyclic Aromatic Hydrocarbon (Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos)
PC — Personal Computer

RNA - Ribonucleic Acid

USB — Universal Serial Bus
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1 Introducao

Os estuarios sdo dos ecossistemas mais afetados pelas atividades antropogénicas devido a
sua importéncia para o transporte maritimo, as pescas, a agricultura, e, consequentemente, por
estarem implementadas nestas zonas muitas indUstrias e aglomerados populacionais. Desta forma, os
estuarios tendem a ser reservatérios de contaminantes provenientes destas atividades (por exemplo,
através de escorréncia de aguas dos campos agricolas e efluentes industriais). Em particular, os
sedimentos estuarinos apresentam geralmente elevadas concentracfes de contaminantes, como
sejam metais pesados e pesticidas. Devido a topografia das bacias hidrograficas e a hidrodinamica dos
estuarios, a agua tende a ter um tempo de retencao elevado, por vezes dias, permitindo a precipitacédo
de particulas e originando fundos ricos em matéria organica. Os contaminantes sao “aprisionados” a
matriz geoquimica dos sedimentos, adsorvidos a matéria organica e particulas finas ou simplesmente
dissolvidos na agua intersticial. No curso do rio, a montante, a velocidade da 4gua é normalmente
elevada para permitir que haja precipitacéo, sendo estes contaminantes, juntamente com outra matéria
organica e inorganica arrastados pelo curso do rio até a entrada do estuario. Aqui, devido a elevada
carga iénica e consequente aumento das for¢as de Van der Waals, aquelas particulas tendem a flocular
0 que facilita a sua precipitagdo. No entanto, os contaminantes podem ser transferidos para a coluna
de agua através da ressuspensdo dos sedimentos, por exemplo, através de operacdes de dragagem
(Martins et al. 2012). Uma vez na coluna de aguas, os contaminantes ficam mais disponiveis para
serem assimilados pelos organismos aquaticos e eventualmente causar efeitos nefastos aos mesmos
(Martins et al. 2012). As caracteristicas hidrodinamicas dos diferentes estuarios levam a que a
distribuicdo dos contaminantes seja diferentes entre estuarios.

A crescente preocupacdo com a qualidade das massas de &gua obriga a técnicas de
monitorizacdo mais eficientes de modo a garantir a sustentabilidade dos ecossistemas a longo prazo.

A Diretiva Quadro da Qualidade da Agua recomenda o uso da biota na avaliacdo das
tendéncias de contaminacdo nas massas de agua. Os moluscos bivalves sdo espécies sentinela
frequentemente utilizados em monitorizacdo ambiental uma vez que apresentam varias caracteristicas
importantes como sejam, a vasta distribuicdo, serem muito abundantes, faceis de amostrar, terem
pouca mobilidade e serem econdmica e ecologicamente importantes. Para além disso, estes
organismos sdo bastante sensiveis aos poluentes e tém a capacidade de os acumular nos seus tecidos
(Luna-Acosta et al. 2015). Por serem organismos filtradores, estes tendem a bioacumular
contaminantes presentes na coluna de agua, sendo muito usados em estudos de efeitos biolégicos.
Sao por isso recomendados pela “International Corporation for the Exploration of the Seas” (ICES)
(Brooks et al. 2015).

Espécies bioindicadores, como os mexilhf8es, podem ser determinantes na identificacdo de
problemas de contaminagéo através de ensaios bioquimicos (Catherine et al. 2016). Sdo também
habitualmente realizadas analises a parametros fisico-quimicos em amostras de agua para ajudar na
determinacéo do estado do ecossistema. No entanto, a anélise de amostras periddicas ndo possibilita
uma monitorizacdo continua da massa de &agua, sendo que a analise de biomarcadores e
bioacumulagdo nos organismos € mais representativa do estado do ecossistema (Martins et al. 2012).

Com o avanco da tecnologia foram disponibilizados ao longo dos anos sensores capazes de
monitorizar continuamente parametros fisico-quimicos como temperatura, nitratos, pH, ferro dissolvido,
oxigénio, fosfatos, entre outros (Nightingale et al. 2015). Contaminantes como hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (Polycyclic Aromatic Hydrocarbon (PAH)) podem também ser monitorizados de
forma continua mas limitada, metais pesados podem ser detetados in-situ mas ndo de forma continua.
(Allan et al. 2006). No entanto, a manutencédo deste tipo de sensores acarreta elevados custos e ndo
permite detetar os efeitos associados as sinergias e antagonismos resultantes da mistura de
contaminantes e apenas refletem variagfes locais em pequenos espacos de tempo. Foram por isso
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desenvolvidos Sistemas Biolégicos de Alerta Precoce (Biological Early Warning Systems (BEWS)) (Bae
and Park 2014).

Em 1900 foram feitas experiéncias que consistiam na observacgéo direta da taxa de batimento
opercular de peixes e observacdo do comportamento em cardume, procurando movimentos
caracteristicos para diferentes fatores ambientais. Sé a partir de 1950 comecou a ser possivel medir a
atividade de organismos, com técnicas quantitativas recorrendo ao uso de tecnologia disponivel no
momento (Bae and Park 2014).

Ainda segundo Bae and Park, (2014) a partir de 1980 e com a ajuda de sistemas informaticos,
tornou-se possivel interpretar o comportamento de organismos vivos associando os padrdes de
comportamento a distlrbios no ecossistema de forma continua, a custo reduzido e extremamente eficaz
em comparacao com sensores fisico-quimicos. Foram desenvolvidos diversos sistemas recorrendo ao
uso de diferentes organismos como bactérias, algas, peixes, crustaceos e bivalves.

O funcionamento destes sistemas baseados em bivalves assenta na tendéncia que os bivalves
tém a fechar as valvas como forma de escapar a uma ameaga externa, inclusive alguns contaminantes
(Bae and Park 2014).

Os primeiros BEWS a recorrer ao uso de hivalves apareceram no inicio da década de 90, entre
eles o “Musselmonitor®” e mais tarde o “Dreissena-Monitor” (Bae and Park 2014). O primeiro cria um
campo magnético numa das valvas e |é esse campo magnético na segunda valva através de duas
bobines, uma em cada valva, calculando depois a percentagem de abertura das mesmas (Kramer et
al. 1989). O segundo faz uso de interruptores Reed, pequenos interruptores capazes de fechar um
circuito elétrico quando na presenca de um iman, informando se o bivalve se encontra fechado ou
aberto (Borcherding 2006). Existem também testes efetuados com um sistema semelhante ao
“Dreissena-Monitor”, usando também interruptores Reed utilizando a espécie Pinna Nobilis, cujo
comprimento da concha pode chegar a um metro. Este sistema pode distinguir entre aberto, semiaberto
ou fechado (Garcia-March et al. 2008).

De acordo com Bae and Park, (2014) sdo quatro as principais caracteristicas aconselhadas
para um BEWS:

a) Baixo custo do sistema completo capaz de resposta rapida e precisa;
b) F&cil de operar e baixo custo de manutencao;

c) Passiveis de serem utilizados em mais que uma aplicacao;

d) Facil aquisicao dos organismos, de preferéncia endémicos.

Estes autores referem ainda outros fatores relativamente a BEWS, como a necessidade de
continuar o desenvolvimento destes sistemas de monitorizacéo, principalmente a maneira como séo
tratados os dados, normalmente extensivos, provenientes da monitorizagdo continua. Ou mesmo a
necessidade de validar repetitivamente os dados obtidos em campo com testes em laboratério.

Os BEWS com bivalves tém sido aplicados na monitorizagdo da agua em estacdes de
tratamento de agua (ETA), sistemas de distribuicdo de agua, efluentes de estacdes de tratamento de
agua residual (ETAR) (Bae and Park 2014). Existem também testes realizados em rios para dete¢céo
de descargas ilegais (Kramer and Foekema 2001). Em nove localiza¢des diferentes do rio Reno, estéo
em operacgéo diversos BEWS de uma s6 espécie em conjunto com monitorizacao fisico-quimica de
forma a validar os alarmes gerados por estes sistemas (Bae and Park 2014). Na Bélgica foi testado um
BEWS que fazia uso do mexilhdo Dreissena polymorpha durante dez semanas, onde foram detetados
diversos alarmes, alguns deles deliberadamente provocados para o estudo. O sistema estava instalado
numa recente bacia artificial para recolha de agua para consumo (Kramer and Foekema 2001). Pelo
menos dois incidentes relativos a descargas ilegais em rios foram detetados pelo BEWS “Dreissena-
Monitor” e mais tarde validados com testes em laboratdrio: No rio Reno, em 1994, onde através da
posterior identificacdo das substancias presentes em amostras de agua foi possivel concluir qual a
empresa responsavel pela contaminagdo e a segunda no rio Elba onde alarmes foram gerados pelo
sistema consistentemente durante os fins-de-semana a uma determinada hora da manh&. No entanto
nao foi possivel concluir a origem das substancias contaminantes (Borcherding 2006). Relativamente
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ao uso de BEWS em estuarios especificamente nao foi encontrada nenhuma referéncia, no entanto,
muitos dos organismos testados encontram-se também em estuarios.

Uma vez que estes dois sistemas podem ser complexos de implementar devido a tecnologia
gue usam ou carecer da resolucdo de resposta necessaria para conclusfes mais relevantes em
monitorizacdo, tentou-se juntar a simplicidade de tecnologia existente ao principio utilizado por estes
sistemas.

O principal objetivo do presente trabalho é desenvolver um novo sistema BEWS de baixo custo
e com elevada resolucéo, capaz de detetar alteragbes do comportamento, nomeadamente, na abertura
das valvas do bivalve marinho, Mytilus edulis (mexilhdo), quando sujeito a exposi¢cdo a dois metais
geralmente presentes no ambiente. De forma a ser atingido este objetivo foram desenvolvidas quatro
importantes tarefas:

a) Desenvolvimento do software e parte do hardware,

b) Construgdo do protétipo BEWS

¢) Avaliagdo da performance do prot6tipo BEWS desenvolvido em condi¢gfes controladas.

d) Avaliagdo da resposta comportamental do mexilhdo Mytilus edulis a exposi¢do a Cadmio (Cd)
e Cobre (Cu) em condi¢des controladas.

Foi utilizado o mexilhdo Mytilus edulis como organismo modelo para os ensaios laboratoriais,
uma vez que € um filtrador e é considerado um organismo sentinela usado frequentemente em
bioensaios em laboratério e in-situ pela sua sensibilidade (Arnold et al. 2009). Esta espécie é também
regularmente utilizada para avaliar o estado dos ecossistemas em aguas salobras (Hoher et al. 2013)).
E sugerido ainda que o stress causado por toxicidade possa alterar o metabolismo dos mexilhdes, o

qual se espera seja refletido no seu comportamento (Yeung et al. 2016).
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2 Material e métodos

2.1 Software e Hardware

O sistema de Software foi criado de forma a permitir a comunicacdo entre o mundo fisico
(hardware), ou seja, as placas controladoras e o0 mundo digital, representado pelo computador, onde o
utilizador pode visualizar a informagéo desejada de forma intuitiva (Figura 2.1).

 Executa o software
desenvolvido
* Comunica com as placas

Computador [T

Software

o Interface gréfica

® Processa a informagdo
recebida e enviada das
placas controladoras Placas

controladoras

* Recebem e enviam informagdo para o
computador:
-leitura de parametros fisicos
- leitura dos sensores nos organismos
- Acionamento remoto das bombas
peristélticas

Figura 2.1 Diagrama de fluxo do sistema

O sistema responséavel pela monitorizacdo continua foi construido a partir de duas placas
controladoras, uma baseada no microcontrolador ATmega328 (14 entradas/saidas digitais e 6 entradas
analdgicas) e outra baseada no microcontrolador ATmega2560 (54 entradas/saidas digitais e 16
entradas analdgicas). Estas duas placas foram posteriormente conectadas via USB a um computador
(PC) onde foi executado um programa capaz de processar a informacéo recebida e enviada das placas.

A placa baseada no microcontrolador ATmega328 continha 0s sensores de temperatura,
luminosidade e de vibragdo, bem como os controlos remotos das bombas peristalticas responsaveis
pela introducdo das solugbes dos contaminantes nos bioensaios. Para o sensor de temperatura foi
utilizado um termistor do tipo NTC (Negative Temperature Coefficient) conectado a uma das entradas
analdgicas. O sensor de vibracdo utiliza uma pequena placa controladora onde um potenciémetro
regula a sensibilidade da detecdo de som ou vibrag&o por parte de um microfone, sendo esta placa
conectada a uma entrada digital. O sensor de luminosidade utiliza uma foto resisténcia do tipo LSR
(Light Sensitive Resistor) conectada a uma entrada analdgica. Para o controlo remoto das bombas
peristalticas foi usado um relé de 5V conectado a uma das saidas digitais da placa com um circuito
paralelo de 220V onde se encontravam conectadas estas bombas.

A placa baseada no microcontrolador ATmega2560 foi somente responsavel pela leitura
analdgica dos sensores raciométricos lineares de efeito Hall A1302 conectados aos organismos. Este
sensor contém trés pinos, dois para alimentacéo de 5V e o terceiro de tenséo de saida, sendo este
conectado as entradas analogicas. Este sensor é sensivel a campos magnéticos e a tenséo de saida
varia consoante a variagcdo do campo magnético.

As placas controladoras foram também ligados diversos cabos através de ligaces do tipo
Dupont para conexdo em breadboard. Na outra ponta do cabo, soldado e revestido com cola epoxi
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encontrava-se o0 sensor A1302 que iria depois ser colado a uma das valvas do organismo. Na outra
valva seria colado com a mesma cola, um iman de neodimio cilindrico com 5 mm de altura e 5 mm de
diametro O movimento das valvas foi assim medido através da variacdo da tensédo de saida do sensor
e do campo magnético deste iman sendo posteriormente enviada a informacéo para o computador e
processada pelo software.

Figura 2.2 Fotografia do sistema completo

Para criacdo do software foi escolhida a ferramenta da National instruments - Labview 2015
Student Edition devido a possibilidade de criar uma interface grafica e intuitiva e, ao mesmo, tempo
facilitar a comunicacéo entre o computador e as duas placas controladoras acima referidas.

A calibracdo do sistema ¢€ iniciada ao pressionar um bot&o virtual na interface do operador,
quando pressionado, os valores maximos de abertura sdo definidos como “0” e os valores minimos sédo
definidos como “10” (Figura 2.3), desta maneira, o programa inicia a comparacdo lendo o valor do
sensor de cada organismo, que sera sempre maior que “0” e sempre menor que “10”, pois em teoria a
tensdo de saida do sensor A1302 varia de 0 a 2,5 V para uma polaridade magnética e de 2,5 a 5V para
a outra polaridade. Na Figura 2.4 é apresentada a légica da comparacdo dos valores dos diferentes
canais analdgicos, cada um referente a um sensor.
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Figura 2.4 Calibragdo e obtencao da percentagem de abertura

Durante o modo calibragcao automatica com tempo pré definido, o programa encontra-se dentro
do loop IF interior (Figura 2.4), (representado por uma caixa e atual estado binério “False”) que quando
“False” executa 0 excerto de codigo do lado esquerdo da mesma figura. Tomando como exemplo a
leitura de MO, a execucdo compara inicialmente se o valor maximo registado é menor que o valor de
abertura atual, se tal for verdade, esse valor de abertura passa a ser o novo maximo, sendo atualizado
a cada iteracdo do programa, se tal ndo se verificar, o valor maximo registado manter-se-4 o0 mesmo.
Seguidamente o cddigo efetua de forma semelhante a comparac¢éo para o valor minimo registado, ou
seja, se o valor de abertura atua € menor que o minimo registado, entdo este passa a ser 0 novo
minimo. Quando o tempo de calibracdo termina, o estado binario contrario leva a que o loop IF interior
seja “True”, o que tem como implicacdo os valores de maximo e minimo serem agora fixos.
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Posteriormente é feita a execu¢éo do proximo passo, lado direito da Figura 2.4, onde o valor maximo
de abertura, é comparado com a abertura atual que ja contempla a amplitude da diferenga do minimo
(Figura 2.5) e através de uma regra de trés simples é transformado em percentagem de abertura.

MO0 Open

[Fr v g pliz]

Figura 2.5 Obtencéo do valor de abertura

O loop IF exterior, apresentando condi¢do binaria “True”, ainda na Figura 2.4, faz a distincédo
do modo automatico de calibracédo e do modo manual. Quando em modo manual, os valores de maximo
e minimo sao introduzidos pelo operador, passando o passo de calibracao e passando diretamente a
comparacao desses valores com a abertura atual.

Na Figura 2.6, € apresentado o cddigo que permite o registo da data e hora de ultima
atualizacdo dos valores referentes a cada sensor durante a calibrag¢éo:

Min Last update 0
|

» J12:00
Allzo?

Figura 2.6 Registo de data e hora da Ultima atualizagdo de maximos e minimos

Uma vez que os valores de maximo e minimo s6 atualizam num sentido crescente e
decrescente respetivamente, uma simples comparacdo do valor atual com o ultimo valor registado
permite ativar um Loop IF (Figura 2.6), que se “True” leva a que a data e hora dessa ocorréncia fique
registada e seja apresentada na interface do operador, caso contrario ndo faz nenhuma atualizagéo.

Para o controlo das bombas peristalticas responséveis pela contaminagdo remota nos
bioensaios, foi criado um loop IF (Figura 2.7) que quando acionado com um valor predeterminado de
tempo faz uma contagem decrescente, no fim da qual muda o estado binario de uma das saidas digitais
para “True”, fazendo com que um relé fechasse o circuito paralelo de 220V no qual se encontravam as
respetivas bombas peristalticas.
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Figura 2.7 Acionamento do relé com temporizador

A interface do software dividiu-se em trés modulos distintos mas interligados:
- Mddulo de visualizagdo em tempo real,
- Médulo de configuragéo do sistema

- Médulo de calibracéo

Médulo de visualizagdo em tempo real:

Neste modulo é possivel observar individualmente cada organismo através de um gréafico em
tempo real, temperatura, Intensidade da luz, vibragéo e indicacao do estado do sensor (Figura 2.8).

Temperature Light Intensity (0 - 100) Vibtration detected
0 0

Waveform Chart

MO health 08 health

M % Open

M1 health 09 health

M2 health 010 health

Ti M3 health 011 health
ime

M4 health 012 health

M5 health 013 health

M6 health 014 health

0 % Open

M7 health 015 health

Time

Figura 2.8 M6édulo de visualizagdo em tempo real
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Gréfico em tempo real: Sao usados dois mostradores, sendo um relativo a 8 dos 16 organismos e o
segundo relativo aos restantes 8. A letra “M” distingue os primeiros 8 e cada organismo conectado &
identificado pela letra e nimero da entrada analégica da placa controladora, 0 mesmo se passa para o
segundo mostrador identificado com a letra “O”. Cada mostrador apresenta 8 linhas, cada uma
representa a abertura de um organismo sendo 0% considerado fechado e 100% considerado totalmente
aberto.

Temperatura: Indicacdo da temperatura em graus celsius.

Intensidade luminosa: Varia entre 0 e 100, no entanto ndo tem unidades, uma vez que séo valores da
variacdo de uma foto-resisténcia, servem principalmente para indicar se houve alteracdo da
luminosidade ao longo do tempo.

Vibracéo: Esta variavel é lida digitalmente, sendo binaria, no entanto, para ser de facil leitura no mesmo
grafico de abertura dos organismos, apresenta os valores 0 e 80. O valor 80 é apresentado durante
tempo determinado em segundos apds a detegéo, tal serve para garantir a visualizagao do evento por
parte do utilizador e garantir mais tarde a visibilidade do evento num grafico com registos intervalados.

Estado do sensor: De modo a visualizar facilmente se 0s organismos ou O sensor apresentam
problemas, foi criado um sistema de cores (vermelho e verde) para indicar se 0 organismo se encontra
Vivo ou se se encontra morto/sem o sensor, no entanto s6 entra em funcionamento depois de feita a
calibracao, indicando vermelho caso o valor de abertura ultrapasse o maximo alguma vez registado,
pois quando os bivalves morrem as valvas abrem consideravelmente mais do que o maximo aberto
quando vivos, sendo a mesma situacdo no caso de o sensor descolar da valvula do bivalve. Caso os
valores recebidos se encontrem dentro do normal calibrado entdo é apresentada a cor verde.

Médulo de configuragdo do sistema: Nestes mddulos o utilizador configura as placas controladoras de
modo a estabelecer a comunicagdo com o computador e consequentemente o software (Figura 2.9).

Define Vibration Digital Pin in UNO Board

+ - UNO MEGA Stop
Define Temperature Analog Pin in UNO Board I/Dl L" I/Ol _'.“ |STOPI
+

0

Define Servo PWM Pin in UNO Board
+

0
Define Photo Cell Analog Pin in UNO Board S mesement Wil fe)

=3 ?}! 0

Define Relay digital Pin in UNO Board

*o

Figura 2.9 Médulos de configuracao das placas controladoras

Definicdo dos pinos: O valor refere-se ao nimero do pino ao qual esta ligado o respetivo sensor

Definicdo da porta COM das placas controladoras: O utilizador deve definir que porta COM corresponde
a placa controladora UNO (ATmega328) e que porta corresponde a placa MEGA (ATmega2560)

Guardar os dados em folha de dados: O utilizador pode aqui definir os intervalos de medi¢cdo em
segundos, bem como desativar ou ativar a gravacao dos dados para um diretério previamente definido
em diferentes formatos.
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Médulo de calibragao:

Médulo onde o utilizador pode configurar a calibracdo ou inserir valores de organismos pré-
calibrados (Figura 2.10).

Manual / Auto
Manual Auto I R
Calibrati Define time until Max calibration stops (h) Minlastupdate 0 Maxlastupdate( L e e e
=" Elapsed Time (h 00:00:00,000 00:00:00,000 00:00:00,000 00:00:00,000
oo 10 pd s g DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY | DD/MMAYYYY DD/MM/YYYY
MOMin 08 Min MO Open Max 08 Open Max Min Last update 1 Max Last update 1 Min Last update9 ~ Max Last update 9
0 o 0 00:00:00,000 00:00:00,000 00:00:00,000 00:00:00,000
lo 5 I - I DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY
S bArS CbE Ll Ons e D3 Open s Min Last update 2 Max Last update 2 Min Last update 10 Max Last update 10
jo j0 jo 10 00:00:00,000 00:00:00,000 00:00:00,000 ]oo.oo:oo,ooo
M2 Min 010 Min M2 Open Max 010 Open Max DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY
o 10 |0 0 Min Last update 3 ~ Max Last update 3 Min Last update 11 Max Last update 11
M3 Min 011 Min M3 Open Max 011 Open Max 00:00:00,000 00:00:00,000 00:00:00,000 00:00:00,000
o 10 0 jo DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY
M4 Min 012 Min M4 Open Max 012 Open Max Min Last update 4 Max Last update 4 Min Last update 12 Max Last update 12
10 10 10 o 00:00:00,000 00:00:00,000 00:00:00,000 g%%o&,ooo
YYYY DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY YYYY
M5Min 013 Min M5 Open Max 013 Open Max D_D/MM P RS 4
|° IO IO |° Min Last update 6 Max Last update 5 : in Last update ax Last update 13 |
00:00:00,000 00:00:00,000 100:00:00,000 00:00:00,000
LS O ME Open Max 314 Gpen Mat DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY | DD/MMAYYYY DD/MM/YYYY
IO IO IO IO Min Last update 5 Max Last update 6 Min Last update 14 Max Last update 14
DR D T M7 OpenMax 015 Open Max 00:00:00,000 00:00:00,000 00:00:00,000 {00:00:00,000
|0 10 Jo {0 DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY
Min Last update 7 Max Last update 7 Min Last update 15 Max Last update 15|
Maxand Min 00:00:00,000 00:00:00,000 00:00:00,000 00:00:00,000
DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY DD/MM/YYYY

Figura 2.10 Médulo de calibragéo

Calibracao automatica: Separador onde o utilizador define por quanto tempo deve ser feita a calibragéo,
0s valores maximos e minimos registados vao sendo atualizados durante esse tempo. Pode ser
visualizado o tempo decorrido desde o inicio da calibracdo. No final do tempo de calibragdo espera-se
que o valor minimo registado corresponda ao valor lido pelo sensor quando o organismo se encontra
completamente fechado e o valor maximo corresponda ao valor lido quando o organismo se encontra
no seu maximo de abertura.

Calibracdo manual: Neste caso é apresentada uma tabela semelhante a que mostra os valores
maximos e maximos e minimos de cada organismo na qual o utilizador deve introduzir valores
correspondentes a organismos pré-calibrados. Tal op¢éo permite ter diversos organismos em espera
para poder prosseguir com a monitorizacdo sem esperar o tempo para calibracdo dos mesmos.

Ultima atualizac8o: Nestas tabelas ficam registadas as datas e hora a que cada valor foi atualizado por
Gltimo, tal permite estimar o tempo minimo necessério para calibracdo.

2.2 Bioensaios

2.2.1 Aclimatizagdo dos organismos

Aproximadamente 150 mexilh6es Mytilus Edulis foram recolhidos na zona costeira de Aljezur
(SO Portugal) uma zona considerada pouco impactada por poluentes ambientais (Serafim et al. 2013).
Os organismos foram aclimatizados em condig8es laboratoriais durante 4 semanas antes do inicio dos
bioensaios, com recirculacdo de dgua salgada e arejamento constante. Os parametros temperatura e
salinidade foram monitorizados diariamente e a alimentacéo foi exclusivamente feita com a microalga
Isochysis galbana uma vez por dia, salvo exce¢des durante 0s bioensaios.
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2.2.2 Calibracéao

Previamente a realizacdo dos bioensaios foram colados os sensores e 0s imanes nas valvas
de cada mexilhdo. Apés a secagem da cola, os organismos, foram colocados novamente nos tanques
de aclimatizacéo, distanciados uns dos outros de forma garantir que ndo ocorressem interferéncias
entre os sensores. Deu-se inicio ao sistema no modo de calibracdo automéatica. Cada valor de abertura
foi registado a cada iteragcdo do programa e, 0 sistema, através da programacao definida (ver
Calibracdo e obtengéo da percentagem de abertura (Figura 2.4)) foi constantemente atualizando os
valores maximos e minimos de abertura do mesmo organismo — calibracdo. Os organismos foram
calibrados por um minimo de 60h. Este tempo de calibracao foi estimado tendo em conta a atualizagéo
dos valores minimos e maximos no sistema.

2.2.3 Exposi¢cado a metais

Foram realizados 3 bioensaios independentes utilizando como organismo modelo o mexilhdo
Mytilus edulis. Foram testadas as respostas comportamentais dos organismos (variacdo da abertura
das valvas) na presenca de diferentes concentra¢gfes de dois metais, o cobre (Cu) e o cadmio (Cd),
geralmente encontrados em sedimentos estuarinos (Yeung et al. 2016). Estes metais foram
selecionados tendo em conta a sua relevancia ambiental enquanto potenciais poluentes e, ao mesmo
tempo, por serem detentores de caracteristicas toxicolédgicas distintas. O cobre € um metal essencial
para funcdes fisioldgicas do mexilhdo e por isso pode constituir um estimulo a atividade metabdlica dos
organismos em concentra¢gdes pouco elevadas. No entanto, em concentracdes elevadas pode tornar-
se toxico para os organismos (Smith 2008).

O cadmio é um metal pesado, toxico para 0s organismos, mesmo em concentracdes baixas
(Pytharopoulou et al. 2013).

Os bioensaios foram realizados em condi¢bes de temperatura, salinidade e luminosidade
controladas. A introducdo dos contaminantes no sistema foi efetuada remotamente através de bombas
peristalticas, de forma a evitar qualquer perturbagdo devido a ruido ou sombras resultantes da
movimentacao do operador na sala. As solu¢des de ensaio foram preparadas com agua ultra pura a
partir de uma solugédo stock de 1000 pg Lt (Cu e Cd), recorrendo a material de vidro descontaminado.

Os organismos foram alimentados antes da exposi¢cao aos contaminantes de modo a promover
a abertura das valvas e nos testes de maior duracdo foram também alimentados em intervalos
diferentes. Foram efetuadas mudancas de &gua totais durante os bioensaios de forma a serem
garantidas as condi¢des fisico-quimicas da agua e para promover periodos de depuracdo dos
organismos e posterior avaliagdo comportamental.

Bioensaio 1 - Exposicdo a 1000 ug L1 de Cu e 1000 pg L1 de Cd

Oito organismos previamente calibrados foram distribuidos por 8 gobelés que continham 1 L
de agua salgada e arejamento constante. Posteriormente e através de uma bomba peristaltica quatro
réplicas foram contaminadas com 1000 pg L de Cu e quatro com 1000 ug L* de Cd (Tabela 2.1). Apés
4 horas da contaminacéo foi efetuada a mudanca de agua. O bioensaio teve a duracao de 34 horas.

Tabela 2.1 Condi¢bes do bioensaio 1

Bioensaio | N° de organismos Identificacéo do individuo Contaminantes | Dia | Hora de contaminagdo Concentragao (ug L)

1 3 M3, M4, M6 Cu 1 11:51 1000
3 08, 09, 012 Cd 11:51 1000

Durante o bioensaio foram registados a cada 15 segundos os valores de, temperatura,
ocorréncia de vibragao, alteracdo de luminosidade, e os valores de abertura dos organismos. Segundo
Smith, (2008), em testes com a espécie de mexilhdo Perna canaliculus, a concentragdo de 1000 ug L-
1 de Cu causa a mortalidade 100% ao fim de trés dias, e a concentracao de 1000 pg L de Cd tem
efeitos significativos para o mexilho.
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Bioensaio 2 - Exposicdo a duas concentracoes de Cd (9 e 86 ug L 1)

Oito organismos previamente calibrados foram colocados num aquario de 12 L contendo
divisdes interiores em rede plastica de modo a prevenir possiveis interferéncias entre os diferentes
sensores. Os organismos foram expostos a duas concentragdes de Cd: 9 pg L* e 86 pg Lt com um
intervalo de 5h (

Tabela 2.2). Ap6s 3 horas da primeira contaminacao foi mudada a agua e passados cerca de 40 minutos
foi feita a contaminacdo da agua com 86 g L1. O bioensaio teve a duracao total cerca de 24 horas.

Tabela 2.2 Condi¢bes do bioensaio 2

Bioensaio| N° de organismos Identificag&o do individuo Contaminantes Dia Hora de contaminacéo Concentragdo (ug L™)
14:51 9
2 8 08, 09, 010, 011, 012, 013, 014, 015 Cd 1
19:40 86

Uma vez mais foram registados a cada 15 segundos os valores de temperatura, ocorréncia
de vibragéo e alteracéo de luminosidade assim como os valores de abertura das valvas de cada
organismo. Segundo Kraak et al., (1992), uma concentragéo de 9 pg/L afeta a taxa de filtracdo sem
afetar a sobrevivéncia do mexilhdo da espécie Dreissena polymorpha, embora seja uma espécie
diferente, foi por essa razdo escolhida tal concentracdo de Cd.

Bioensaio 3 - Exposicdo a um gradiente de concentracdo de Cu (30-1000 pg L1)

Foram escolhidos 8 organismos para exposi¢do a um gradiente de concentracdo de Cu entre
0s 30 e 0s 1000 ug L (Tabela 2.3).

A exposic¢éo foi cumulativa de hora & hora durante 8 horas, sendo que a primeira exposicao foi
de 30 pg L1, a segunda foi de 50 pg L! e até a sexta hora novamente 30 ug L perfazendo um total de
concentracao de 240 pg Lt em cada gobelé. A estes foram adicionados nas duas horas seguintes 240
pg L1 e 250 pg L't aumentando a concentracéo de cada gobelé para 750 pg L1. Em seguida foi mudada
a agua e os organismos depuraram por 21 horas, sendo novamente expostos a 250 ug L no segundo
dia do bioensaio. Foi novamente efetuada mudanga de 4gua permitindo aos organismos depurar por
mais 21 horas e finalmente expostos a ultima concentracéo de 1000 pg L no terceiro dia do bioensaio.
O ensaio teve a duracao total de 63 horas.

Tabela 2.3 Condi¢Bes do bioensaio 3

Bioensaio [ N2 de organismos Identificagcdo do individuo Contaminantes | Dia| Hora de contaminag&o Concentracio (ug L)

09:47 30

10:47 +50

11:49 +30

12:47 +30

1 13:50 +30

14:48 +30

3 6 MO, M1, M2, M4, M5, M6 Cu 15:47 +30
16:47 +30

17:47 +240

18:47 +250

5 11:40 +250

16:00 500

3 14:05 1000

*O simbolo “+” implica ser cumulativo ao anterior.

A semelhanca dos bioensaios anteriores, foram registado em intervalos de 15 segundos os
valores de temperatura, ocorréncia de vibracao e alteracdo de luminosidade e os valores de abertura
de cada organismo. Os valores cumulativos pretendem simular um aumento gradual da concentracéo
de Cu, como se esperaria numa situacdo de monitorizacdo real durante um acidente de descarga
industrial por exemplo.
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3 Resultados

3.1 Exposicao a Cobre e Cadmio

Devido a problemas nos sensores foram retirados 2 dos organismos.

Imediatamente apds a exposicdo a Cd, 0os organismos apresentaram um comportamento
individual diferente, observando-se simultaneamente, tanto a diminui¢cdo da abertura das valvas, como
a nao alteracéo do seu comportamento (Figura 3.1 (A)). Por outro lado, é possivel observar na Figura
3.1 (B), o fecho imediato de todos os organismos imediatamente apés serem expostos a 1000 g L?
de Cu (sombreado vermelho). As variacbes entre individuos foram observadas durante todo o
bioensaio. No entanto, através das médias dos registos de variacdo de abertura das valvas (Figura 3.1
(C)) pode-se observar uma clara diferenca de comportamento dos mexilh6es quando expostos a dois
metais diferentes: fecho abrupto das valvas dos organismos expostos a Cu em comparagcdo com a
auséncia de qualquer reacdo imediata por parte dos organismos expostos a Cd. Esta diferenca
manteve-se até a mudanca de agua. Apés a renovacao da agua verificou-se um aumento dos valores
de abertura das valvas dos mexilhbes expostos a Cu atingindo valores superiores aos mexilhdes
expostos a Cd que, por sua vez, mantiveram o mesmo padrdo comportamental anterior. Durante o
periodo de depuragéo (18h), os valores de abertura das valvas voltaram a atingir os valores verificados
antes da contaminagdo com estes contaminantes. Os valores de temperatura variaram entre 16 e 17
°C ao longo do bioensaio, ndo se tendo encontrado qualquer relacdo com os periodos de contaminagdo
ou mudanca de agua (Figura 3.1 (D)). Os registos de vibracdo foram constantes tendo apenas sido
detetados alguns picos por volta das 11:20 e na altura da renovagdo da 4gua. Nao existiram altera¢des
bruscas de luminosidade.

15



Gil Goncalves

16



Mudanga de agua

Contaminagdo 1000 pg L' Cd e 1000 ug L' Cu
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longo do tempo a 1000 ug L' de Cd;

(B)

Percentagem (%) de abertura das valvas dos mexilhdes (por individuo) expostos ao

longo do tempo a 1000 ug L' de Cu;
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Mg L' de Cu e 1000 ug L de Cd
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Sombreado vermelho indica o intervalo durante o qual se deu a contaminagao, o sombreado azul

indica o intervalo durante o qual se efetuou a mudanca de agua.
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3.2 Exposicao Cadmio

Foram eliminados dois organismos deste ensaio devido a problemas com os sensores. Os
valores de 013 foram substituidos pela média dos restantes durante um periodo de 4h, tal deveu-se a
um erro de insercao dos valores de calibracéo, no entanto a informacao obtida nos periodos de correto
funcionamento foi utilizada.

Na Figura 3.2 (A) é possivel observar-se um decréscimo ligeiro da abertura das valvas na
maioria dos mexilhdes logo apés a introducao de 9 pg L de Cd na agua. Este decréscimo foi também
observado quando utilizadas as médias dos valores (Figura 3.2 (B)). Embora se tenha registado uma
falha no registo (sombreado cinzento) de cerca de 1 hora, o padrdo de comportamento manteve-se
semelhante durante 3 horas verificando-se um ligeiro aumento nos ultimos 30 min. Apds a introducéo
de 86 ug L de Cd registou-se nova falha no sistema de registo que teve a duracdo de uma hora. No
entanto, verificou-se que os valores de abertura apés a falha mantiveram-se semelhantes verificados
antes desta contaminacéo. O ensaio continuou por mais 17h tendo-se verificado que os valores no final
do bioensaio diminuiram ligeiramente, cerca de 20%, relativamente aos verificados no inicio. Nao se
observam alteracdes significativas no comportamento antes e depois de efetuada a mudanca de 4gua
(Figura 3.2 (B) sombreado azul). Na Figura 3.2 (C) verifica-se que a temperatura manteve-se entre 0s
17 e 0s 19 °C e houve registo de vibracdes no periodo 16:40 - 17:40 e no periodo de mudanca de 4gua.
N&o existiram altera¢Bes bruscas de luminosidade.

19



Gil Goncalves

20



Interrupgao de registo

86 pg L

Mudanga de agua

‘ 9ugL'Cd ‘ ‘ Interrupgéo de registo ‘

Cd

S

©

I

My

{
M o

gVl

" q,aﬁﬁ.imj'h‘ﬁlﬂ M
A0 A Al gy W

e

| W W Wl BT
P |

A e

v

AT
Wil

w

o o o o

AleA SEp BINLISGE 8P %

Tempo (hh:mm)
011 —012 —013 —O014 —O015

—08 —09 —O010

o
I

o
=}
S|

o o = o
@ © < I3

BA[EA SEP BINJSGE 3P %,

(B)

LG€L
€5:€L
8v€lL
Vel
8€:€l
€E:€L
62:€lL
veel
6L:€L
yLEL
oL:€lL
S0-€l
00:€L
gseh
0s:CL
oL
3g4
9€:ClL
Lect
LzClL
ceiel
JARAY
clel
L0:CL
€0:CL
8GLL
€511
8yiLL
Pyl
6€:11L
eLL
6211
SebL
0z
SGLibL
oL:LL
SO:bE
1oL
95:01
1S:0L
9oL
Ly:olL
LE:0L
ceolL
1201
[4 4
81:01L
€101
80:01
€0:01

756
6v:6
76
6€6
§€'6
0€:6
S2'6
0z:6
§l:6
L6

106
958
258
L¥'8
8
1€8
z°e8
8C'8
€28

€18
60:8
¥0:8
65,
¥§:L
052
SyiL
ov:L
S€L

9TL
1giL
9l:L
AA
L0°L
20:L
189
259
L¥'9
€79

€€:9
829
¥2:9
619
¥1:9
60:9
¥0'9
00:9
§S:S
0SS
S¥'S
4]
9€'g
1€
9C:S
XA]
PAR]
[4%:}
L0:S
20§
85y
€5y
8yy
vy
67
ey
62y
vy
6Ly
Sy
oLy
S0'v
00:%
95:€
16€
o€
7€
9€€
(485
LT:€
cee
L€
€Le
80:€
€0:€
85C
ST
6v:C
44
6€:C
¥e€T
0gC
STT
0z
SLe
Le
90
10:C
9S'L
1GL
Lyl
44
L€
cel
8z
€Tl
8Ll
€Ll
601
0L
65:0

6%:0
S¥:0
00
§€:0
0€:0
92:0
120
91:0
Lo

20:0

1G€T
[4<Ror4
L¥'€T
E€V'€C
8€:€T
€€:€T
8C:€C
44
61:€C
¥1:€2
60:€C
¥0:€C
00:€2
gs-ze
0522
Sv:ee
3244
9€:2C
leee
9zee
(4444
yAR44
(4544
L0'CcC
c0ce
8G'1C
€5'1C
8¥'1T
V1T
6€:1C
€T
62:1C
a4
6L:1C
glie
(N4
§0:12
00:12
§s:0¢
1502
902
L¥:02
9€:0C
ze0e
1202
4404
L1:02
(4304
80:0C
€0:0¢
8561
€561
8161
6l
6€:61
€61
62:61
¥Z:6l
0z:61
§l:61L
oL:6lL
G061
00:61
9581
1581
ov:8lL
L8l
9€:81
ce8lL
1281
(4413
1181
cL:gl
L0:81L
€0:81
8G:LL
€G:L1
8viLL
ev:LL
8€:LL
YeLL
62:LL
veiLL
61:L1
4
60:LL
SO:LL
00:21
G591
0S:91
SyolL
Lol
9€:91
Le9lL
9C:9L
2413
91:91
cL9lL
2091
2091
1661
25§l
L¥'SL
€¥:§lL
8€:G1
€e:G1
8C:Gl
€251
81:GlL
71:GL
60:G1
¥0:S1
6571
Syl
0S¥
rads
(241
gevl
0€:vL
Pra4s
3447
oLyl
vl
9071
(1847
9S:€L
°SeL
Ly'€L

Tempo (hh:mm)

—Meédia Cd

Parametros Fisicos

o

(001-0) Esouiwn| epepisusjuj

[t} o

0 ©O© I N O WO NO
(Do) Ednjesadwia)

Tempo (hh:mm)

—Intensidade luminosa (0-100)

—Temperatura

mmVibragao
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3.3 Exposicao a Cobre

Devido a irregularidades da resposta do sensor, foram retirados dois organismos (M3 e M7) e
0 M1 foi substituido em dois segmentos de monitorizacdo pela média dos restantes devido a ma
conexao do sensor.

Apo6s a primeira contaminacéo com 30 pg L de Cu, ndo se observaram variagdes nos valores
médios de abertura das valvas (Figura 3.3 (B)). No entanto, a nivel individual essas variacdes foram
mais significativas e observando-se inclusive variagdes comportamentais entre os diferentes individuos
(Figura 3.3 (A)). Uma hora passada a primeira contaminagao e apés introducdo de 50 pg L de Cu,
verificou-se uma falha no registo que teve a duracdo de 15 minutos (sombreado cinzento). Apds esta
interrupcéo verificou-se que os valores individuais e da média da abertura das valvas diminuiram. No
entanto, os valores mantiveram-se durante o periodo seguinte onde se introduziram mais 5 vezes 30
30 pg Lt de Cu, com intervalos de uma hora. Apds a quinta contaminacgéo verificou-se nova diminui¢ao
da abertura das valvas. ApoOs as trés contaminacdes seguintes (30, 240 e 250 pg L) os niveis
mantiveram-se constantes. O ensaio foi mantido nestas condigbes por mais 16h, durante as quais a
média de abertura aumentou ligeiramente. Os valores obtidos para cada individuo seguiram, em geral,
0 mesmo padrdo embora se tenham obtido respostas comportamentais diferentes entre individuos
comparando o mesmo tempo de exposicao.

ApOs este periodo e depois de nova contaminagdo com 250 pg L a média dos valores de
abertura das valvas voltaram a diminuir em 10%. Posteriormente e ap6s a mudanca da agua dos
aquarios (sombreado azul) verificou-se um aumento de 50% dos valores médios que se mantiveram
durante 3 h. Este aumento imediato foi observado em todos os organismos individuais. A posterior
contaminagdo com 500 pg L teve um efeito bastante visivel, verificando-se nova diminuicdo da
abertura das valvas em cerca de 40%. Os valores médios estabilizaram depois entre os 40 e 50%
durante 19 horas. A posterior mudanca de agua promoveu o0 aumento de 40% na abertura das valvas.
Imediatamente apés a introducdo da ultima concentracdo de Cu (1000 ug L), verificou-se um efeito
imediato com a reduc¢do da abertura das valvas em 20%.

Na Figura 3.3 (A) é possivel observar-se um aumento da abertura dos organismos M4 e M6, a
partir da ultima mudanga de agua, que culminou na morte destes dois individuos. Na Figura 3.3 (C)
verifica-se que temperatura se entre os 16 e os 18 °C, havendo registos de vibracdo significativos
apenas nos periodos de mudanc¢a de 4gua. Houve um ligeiro aumento da luminosidade a seguir a
primeira contaminagdo de 250 pg L, no entanto este aumento nao é significativo.
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4 Discussao

Durante os ensaios ocorreram problemas técnicos devido a subtens8es que ocorriam na rede
elétrica do edificio derivadas do arranque de equipamentos elétricos, nomeadamente das bombas
peristalticas usadas nos bioensaios, criando falhas de comunicacdo entre as placas controladoras
alimentadas por USB e o computador. Por tal motivo, convém que o sistema possua prote¢des para
este tipo de ocorréncias.

Segundo Kramer et al., (1989) oito organismos séo suficientes como amostra de forma a cobrir
a variabilidade natural dos individuos. Embora a calibracdo tenha sido realizada para todos os
organismos utilizados, por vezes esta parecia ndo estar correta, tal pode ser devido ao facto das
condicdes de estabulacdo serem pouco dindmicas, levando a que 0s organismos ndo necessitem de
abrir o maximo ou fechar completamente as valvas, pelo que durante os processos de calibragcdo os
organismos devem ser sujeitos a situagfes propicias a obrigar a que exista a amplitude maxima das
valvas, por exemplo, com alimentac@o dos organismos (Kramer et al. 1989). Para testes in-situ é de
esperar que os organismos levem varios dias para calibrar, devendo ser verificado no final da calibragédo
0 seu estado de saude, mais concretamente se estdo vivos ou mortos, pois sé depois da calibra¢éo o
sistema pode alertar para a morte de um organismo ou mal funcionamento de um sensor.

A variabilidade do comportamento dos diferentes organismos pode dificultar a leitura dos dados
por parte do operador, pelo que € necessario que o programa possa concluir incidentes de forma
independente e ao mesmo tempo enviar a informagéao recolhida para o operador para que este possa

validar ou ndo o incidente detetado pelo sistema.

O uso das médias é essencial para a visdo geral do sistema, uma vez que existe muita
variabilidade de resposta entre individuos, uma vez que a abertura das valvas resultante da mortalidade
ou desconexdo do sensor pode afetar as médias, o software tem de eliminar esse individuo assim que
deteta o incidente.

A resposta comportamental testada nos organismos foi bastante diferente quando estes
estavam expostos a Cu ou a Cd. Observou-se uma resposta imediata dos mexilhdes na presenca de
Cu e uma resposta mais lenta na presenca de Cd. Este facto pode dever-se ao facto do Cu ser
reconhecido pelo mexilhdo, uma vez que o Cu é um metal essencial para as fun¢des das células,
nomeadamente, afeta o processo de transcricao de RNA (Pytharopoulou et al. 2013), enquanto o Cd é
um metal toxico para 0s organismos em concentra¢cdes ambientais muito baixas (Bakhmet et al. 2012).
Esta resposta imediata foi também verificada apds exposicdo a concentragdo cumulativa de Cu
(bioensaio 3). No entanto, foi possivel observar que a abertura das valvas foi diminuindo ao longo do
tempo e com 0 aumento progressivo dos niveis de contaminagéo. Foi ainda possivel observar, através
dos registos de cada individuo (Figura 2-3 (A)) que os ciclos de abertura e fecho foram mais reduzidos
do que anteriormente a contaminagdo. Este comportamento pode estar relacionado com o facto de os
mexilhGes estarem expostos a concentracbes de Cu progressivas e de forma permanente. Nestas
condicdes de ensaio, os mexilhdes estdo a promover a abertura e imediato fecho das valvas de forma
a poderem testar a qualidade da agua ou ainda pelo seu metabolismo estar alterado (Kramer and
Foekema 2001). Interessante foi verificar que nos periodos de depuragdo (mudanca de agua) todos os
organismos promoveram a abertura das valvas e apds nova contaminagdo com Cu diminuirem para
niveis minimos essa abertura. No entanto, a resposta a exposi¢éo prolongada ao Cu expressou-se no
final do bioensaio com ciclos de abertura e fecho bastante acentuados nos organismos, tendo esta
exposigdo provocado a mortalidade de dois individuos. Estes resultados evidenciaram mais uma vez a
sensibilidade deste organismo e, ao mesmo tempo, a eficacia do BEWS desenvolvido na detecdo deste
metal na 4gua.

Pelo contrério, a presenca de Cd parece nao ser imediatamente detetada pelos mexilhdes, no
entanto, foi possivel verificar uma progressiva diminuicdo da abertura das valvas com o tempo de
exposicdo (bioensaio 1) e com o aumento da concentracdo (bioensaio 2). Este efeito pode estar
relacionado com a alteracdo do metabolismo causado pela toxicidade do Cd, que resulta em lipdlise
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nos organismos (Yeung et al. 2016). Mesmo quando expostos a concentracdes mais baixas de Cd este
atraso é verificado (bioensaio 2) e os efeitos na abertura das valvas sao apenas visiveis ao final de 4h,
para a concentracdo de 86 ug L -1. No entanto, desde o inicio do ensaio até ao final ha um decréscimo
de 25%, sugerindo que é possivel detetar este metal pesado embora ndo de forma imediata. Assim, o
alarme do BEWS tera possivelmente horas de atraso relativamente a hora da contaminagdo mas, por
outro lado, mostrou-se sensivel a concentracdes ambientalmente relevantes.

O BEWS foi também eficaz na detecao de variagGes de luminosidade e vibragdo. Observou-se
uma reducdo da abertura das valvas dos mexilhdes quando ocorreram variacdes repentinas da
luminosidade ou ruido dentro da sala, tal como constatado por Kramer and Foekema, (2001). Estes
autores verificaram também que quando os mexilhdes estavam expostos a uma vibragdo constante,
acabavam por adaptar-se a essas condicbes ao fim de algum tempo e que 0s organismos
apresentavam uma maior abertura das valvas durante a noite em comparacéo com o dia. Desta forma,
a monitorizacé@o destes parametros é de extrema importancia para evitar falsos alarmes.

Referente a adaptacdo dos organismos, Kramer and Foekema, (2001) referem ainda que nao
negam a existéncia da adaptacdo. Organismos que estejam habituados a dguas poluidas podem ter
menos sensibilidade, razao pela qual € aconselhavel a utilizacdo de organismos de ecossistemas
limpos. Referem ainda que € aconselhavel a substituicdo dos organismos de 2 em 2 meses para
prevenir efeitos da adaptacdo, embora tenham provado que é possivel manterem 0s mesmos
organismos até 10 meses.
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5 Conclusoes e desenvolvimentos futuros

O sistema desenvolvido cumpriu com os objetivos propostos, sendo capaz de detetar em tempo
real e com precisdo os movimentos das valvas do bivalve marinho Mytilis edulis quando exposto a dois
metais diferentes e a varios estimulos como alimentacéo, vibracao e luminosidade. Ao mesmo tempo,
BEWS desenvolvido é de baixo custo, quer ao nivel da sua construgcdo quer ao nivel da sua
manutencdo, uma vez que em termos de hardware (excluindo PC) os custos se mantiveram nas
dezenas de euros.

O software criado no programa Labview 2015 Student Edition da National Instruments
apresentado é apenas uma ferramenta para um propdsito, sendo um software pago para o0 uso
comercial. Na eventualidade deste sistema ser desenvolvido nesse &mbito, o uso de outras ferramentas
de programacéo para fazer uso destas placas controladoras é possivel.

Utilizando software open-source, o sistema pode ainda ser adaptado para enviar os dados a
partir de uma conexdo a internet diretamente para um computador, bastando para tal a programacao
especifica, hardware e um cartdo SIM com capacidade de transmissédo de dados, eliminando assim a
necessidade de conexdo por USB. Esta configuracdo pode ser Gtil numa rede de monitorizacdo ao
longo de um estuario, onde cada estacao seria alimentada por um painel solar e bateria, uma vez que
todo o sistema pode funcionar a 5V DC e o consumo de corrente é reduzido. Os pontos de contacto do
sensor e do iman com 0s organismos séo reduzidos, permitindo a aplicacdo em espécies variadas ndo
estando inevitavelmente limitado pela sua dimens&o.

Em funcionamento real, a resposta tardia na presenc¢a de certos contaminantes, pode ser
usada para retirar conclusfes determinantes, eliminando as hipdteses de contaminacdo da agua por
contaminantes detetados mais rapidamente. E necesséario um estudo extenso sobre a resposta de
diferentes organismos a diferentes contaminantes e misturas de contaminantes. Desta forma poderéo
ser criadas curvas de resposta conhecidas que facilitaréo a determinagdo do contaminante presente
na agua. O uso de diferentes espécies de bivalves pode também contribuir para a diminuicdo das
hipéteses de contaminantes presentes na agua, e inclusivamente poderiam ser criadas curvas de
resposta para efluentes de industrias conhecidas na regido. O sistema deve ser testado in-situ e em
laboratério para validar conclus6es como referido por Kramer and Foekema, (2001), e todas as
conclusdes finais in-situ devem ser suportadas por testes em laboratério. Ainda segundo estes autores,
um fator a considerar € o facto de os mexilh6es mostrarem também sensibilidade a auséncia de
alimento, reagindo quando a alimentagéo é interrompida.

O sistema tem potencial para ser aplicado in-situ, no entanto necessita de ser adaptado para
as condi¢cdes marinhas e para os diferentes requisitos de quem o opera.

Embora os BEWS néo fornecam informac&o quantitativa sobre os metais, mas sim qualitativa,
a diferenga de comportamento quando os organismos estdo expostos a Cu ou Cd evidencia o potencial
deste sistema na detecao de diferentes metais geralmente presentes em mistura no ambiente aquatico.
Desta forma, é importante integrar estes alarmes biol6gicos com monitorizacdo quimica de forma a
aumentar a precisdo de episédios de contaminacao no sistema estuarino.

Este BEWS distingue-se dos ja existentes por fazer uso de hardware (sensores e placas
controladoras) de baixo custo e no entanto ser capaz de conseguir uma resolucéo de leitura suficiente
para a detecdo de pequenas variacfes na abertura das valvas. A facilidade de aplicacdo devido ao
baixo consumo energético do sistema, permite também uma adaptacao rapida deste sistema para ser
utilizado in-situ recorrendo ao uso de baterias e painéis solares.
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