Uma améijoa (asiatica) de sucesso: atividades

experimentais com Corbicula fluminea

A améijoa Corbicula fluminea, vulgarmente conhecida como améijoa asiatica, € um
bivalve invasor de 4gua doce. A semelhanca de outros bivalves, a améijoa asiatica
apresenta uma elevada taxa de filtrac&o, o que constitui uma carateristica interessante e
que pode ser facilmente avaliada em contexto de ensino. Neste artigo sédo propostas
duas atividades experimentais que se baseiam nesta carateristica. A primeira atividade
proposta relaciona a taxa de filtragdo das améijoas com as carateristicas da agua,
nomeadamente a salinidade, com os objetivos de avaliar o efeito da salinidade na taxa de
filtragdo das améijoas, bem como exemplificar como este pardmetro pode condicionar a
expanséo e distribuicdo geografica da espécie. A segunda atividade aborda o potencial
de aplicacdo desta espécie em solucdes de biorremediacgdo, permitindo assim obter uma
vantagem da sua elevada taxa de filtracdo. O objetivo desta segunda atividade é
exemplificar a aplicagdo do bivalve em biorremediacdo de aguas eutrofizadas/poluidas.
As atividades laboratoriais foram idealizadas para serem realizadas no ambito das aulas
das disciplinas de Biologia e Geologia (10° ano ou 11° ano) e de Biologia (12° ano) do
Ensino Secundario. Nao obstante, podem ser adaptadas a outros ciclos de ensino, por
exemplo para apoiar topicos programaticos em que a regulacéo tréfica dos ecossistemas
aquaticos & abordada. A sua realizagdo permite articular diferentes disciplinas
(nomeadamente Biologia, Quimica e Matematica), familiarizando os alunos com

diferentes conceitos, procedimentos e equipamentos laboratoriais.
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educacgéo ambiental e ensino experimental das ciéncias

D INTRODUGAO

Corbicula fluminea (Mdiller, 1774) é um bivalve de agua doce, da familia Corbiculidae, vulgarmente
conhecido por corbicula ou améijoa asiatica. Esta espécie € originaria da Asia, Oceania e Africa, tendo sido
introduzida na Europa e na América, onde se tornou invasora. Esta, tal como outras espécies invasoras, sdo
um problema ecolégico que se enfrenta atualmente, sendo frequentemente um agente desestabilizador do
ecossistema em que se encontram. A améijoa apresenta uma excelente capacidade de propagacéo, tendo
invadido bacias hidrograficas europeias e americanas. Em Portugal, foi primeiro encontrada na bacia do rio
Tejo no inicio da década de 1980 (Mouthon, 1981), estando atualmente presente em todas as regides
hidrograficas nacionais com excecdo da regido dos rios Cavado, Ave, Leca (Rosa et al.,, 2011) e Lis
(Sampaio, 2012). Esta ampla distribuicdo torna-a uma espécie de facil acesso, possibilitando, assim, a sua
utilizacdo em estudos e ensaios laboratoriais. No Anexo | apresenta-se informacdo sobre a técnica de

recolha das améijoas e sobre a sua manutencdo em laboratério.

A améijoa asiatica, a semelhanca de outros bivalves, apresenta uma elevada taxa de filtracdo, que se
traduz na remocéo de uma quantidade consideravel de algas (o seu alimento principal) da 4gua num curto
periodo de tempo. Quando estdo a filtrar, as valvas das améijoas estdo parcialmente abertas e os sifdes
séo visiveis. No entanto, quando expostas a condi¢cdes adversas, como € o caso da alta salinidade, as
améijoas fecham as valvas evitando, desta forma, a exposi¢cdo e, consequentemente, efeitos deletérios
provocados por essa condicdo. Esta carateristica comportamental pode entdo ser usada para inferir a partir
de que gama de salinidade é que se torna improvavel que a corbicula se instale, permitindo assim definir
zonas de elevada suscetibilidade a invaséo. O efeito da salinidade na atividade de filtracdo das améijoas é o

tema da primeira atividade laboratorial proposta neste artigo.

A elevada taxa de filtragdo das améijoas constitui uma carateristica que pode ser Util quando se pretende
remover particulas suspensas ou compostos quimicos da agua. De facto, organismos desta espécie foram
ja utilizados com sucesso em varias aplicacdes de tratamento de aguas e biorremediagéo, entre as quais se
destacam as seguintes: remocao de metais de efluentes acidos de minas (Rosa et al., 2014); tratamento de
efluentes de lagares de azeite por remocgédo de alguns compostos (fendis, amidas, compostos alifaticos)
(Domingues et al., 2020); remoc¢do de matéria organica (caréncia quimica de oxigénio) e reducdo da
toxicidade de efluentes de suinicultura (Domingues et al., 2021; Gomes et al.,, 2021) e de vinificagdo
(Ferreira et al., 2018; Pipolo et al., 2017); remogdo de compostos emergentes da agua (Ismalil et al., 2014);
remocao de bactérias Escherichia coli da agua (Gomes et al., 2018) ou de rios impactados por atividades
agricolas, utilizados conjuntamente com outros bivalves (Ismail et al., 2016); no controlo de um bloom de
cianobactérias, usada individualmente (Silva et al., 2020), ou em simultdneo com peixes (carpa Aristichthys
nobilis) (Shen et al., 2020); e na reducdo do estado de eutrofizacdo de sistemas aquéaticos em conjunto com
outras espécies aquaticas (Li et al., 2010; Song et al., 2014). Na segunda atividade proposta neste artigo

pretende-se avaliar o potencial de biorremediacéo desta espécie.

Este artigo pretende assim apresentar duas atividades laboratoriais de realizacdo simples utilizando como
espécie modelo a améijoa asiatica, que possam ser realizadas em contexto de ensino, particularmente (mas
ndo necessariamente em exclusivo) direcionadas para alunos do Secundario. Sdo abordados conceitos do
dominio das disciplinas de Biologia, Quimica e Matematica, pelo que representam uma excelente

oportunidade para que os alunos compreendam como estas disciplinas estéo interligadas. Além disso,
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representam uma oportunidade para que os alunos se familiarizem com diferentes conceitos, procedimentos
e equipamentos laboratoriais, ja que implicam o manuseamento de espécimes e de diverso equipamento
laboratorial, preparagdo de reagentes e a recolha, tratamento e andlise de dados obtidos que, para além de
contribuirem para o aumento da literacia cientifica dos alunos, ira familiarizad-los com a realizagdo de
ensaios laboratoriais e os processos experimentais neles envolvidos. As atividades propostas permitem
também discutir aspetos essenciais em experimentacdo laboratorial, como é o caso da necessidade de
incluir controlos e replicacdo nas atividades experimentais, bem como compreensao dos conceitos de

variavel independente e dependente numa experiéncia.

Importa salientar que, tratando-se de atividades com uma espécie invasora, recomenda-se cuidado no
descarte dos organismos utilizados e da agua em que estes foram mantidos. Para evitar a dispersédo da

espécie é recomendado que o0s organismos e a agua sejam congelados antes de serem descartados.

D ATIVIDADE 1: EFEITO DE FATORES ABIOTICOS NA DISTRIBUICAO DA AMEIJOA ASIATICA

A espécie invasora C. fluminea encontra-se distribuida por grande parte de Portugal, incluindo a bacia de
drenagem da Ria de Aveiro. Apesar de ser encontrada em alguns estuarios, tolerando niveis relativamente
elevados de salinidade, no caso da Ria, curiosamente, a dispersdo da améijoa asiatica tem sido travada por
este fator. A salinidade representa, assim, um fator abiotico critico para definir zonas de suscetibilidade a
invasdo porque o0s canais sao interconectados e a variacdo nas restantes condicdes ambientais (e.g.,
temperatura, velocidade da corrente, concentracdo de oxigénio dissolvido e de calcio, alimento disponivel,

etc.) estd dentro das gamas de tolerancia da espécie, ndo condicionando, portanto, o seu desenvolvimento.

Sabendo que as améijoas se alimentam por filtracdo de microalgas verdes em suspenséo, e que tém taxas
de filtracdo muito elevadas, nesta atividade propfe-se avaliar a filtracdo das améijoas por quantificacdo da
densidade de microalgas, usando um método espetrofotométrico. A exposi¢cdo dos organismos a uma
elevada concentracdo de sal conduzird ao fecho das valvas, uma resposta de evitamento a exposicdo a
este composto, cessando a filtracdo, o que se ira traduzir numa reduzida diminui¢cdo da tonalidade verde da
agua. Por outro lado, os organismos expostos a uma baixa concentracdo de sal apresentardo uma maior

taxa de filtragdo, o que se refletird numa diminuicdo mais pronunciada da tonalidade verde da 4gua.

Nesta atividade experimental pretende-se explorar dois aspetos fundamentais. Por um lado, propbe-se
avaliar o efeito que a salinidade exerce sobre a taxa de filtracdo das améijoas e a resposta comportamental
de defesa face ao aumento da salinidade, o que permite exemplificar como este pardmetro pode
condicionar a expansdo e distribuicdo geografica da espécie. Por outro lado, pretende-se demostrar a
elevada taxa de filtracdo das améijoas, um fator que contribui para o sucesso invasor desta espécie. Em
adicdo, é também possivel a realizacdo de atividades extra, relacionadas com as microalgas e com as
améijoas (Anexo Il). Os participantes terdo oportunidade de conduzir um ensaio laboratorial completo
(montagem do ensaio, registo de observacfes e andlise de resultados). Esta atividade tem uma duragéo

aproximada de duas horas, excluindo o tempo necessario para a captura das améijoas em campo.
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Material necessario

i) Preparacéo das solucdes de NaCl

- cloreto de sdodio (NacCl)

- 1 balanca e material de pesagem (espatulas, barquinhas)

- 2-3 baldes volumétricos de 1 L

- 3 L de agua desclorinada (pode ser agua da torneira retirada 1 dia antes 1)

ii) Montagem da experiéncia

- 3 provetas de 250 mL (ou de 500 mL)

- 9 frascos de vidro (ou plastico transparente) com capacidade minima de 250 mL
- bomba de arejamento

- 9 torneiras de arejamento para aquario

- tubo de arejamento para aquarios

- 9 pontas de micropipeta (idealmente de micropipetas de 1 mL 2)

- micropipeta de 5 mL e respetivas pontas 3

- 1 frasco de suspenséo de microalgas verdes 4

iii) Selecdo das améijoas para a experiéncia

- 1 balde com améijoas °

- 2 L de agua desclorinada

- 2 craveiras (minimo 1)

- 2-3 agulhas de disseccao espatuladas (minimo 1)
- 1 tabuleiro

- 4-5 frascos de vidro ou plastico

iv) Avaliacdo e reqisto de dados

- cuvetes descartaveis (minimo 18)

- suporte para cuvetes

- espetrofotdmetro ©

- micropipeta de 1000 uL ou pipeta de Pasteur

Procedimento experimental

i) Preparacao das solucdes de teste

1. Preparar as solugfes de teste em agua desclorinada: 1 L de solugdo com 0 g NaCl/L (controlo 7), 1 L de

solucdo com 4 g NaCl/L, e 1 L de solugdo com 20 g NaCI/L &.

! Para obter agua desclorinada, basta retirar agua da torneira com 24 h de antecedéncia, deixando-a num balde destapado e se
possivel com arejamento, permitindo que o cloro se liberte sob a forma gasosa.

2 O objetivo é permitir a formagdo de bolhas de ar de pequena dimens&o (que sdo mais efetivas na capacidade de arejar o meio, e a
sua regulagdo é mais facil). Podem utilizar-se alternativas as pontas de micropipeta, como por exemplo, palhinhas perfuradas e
tapadas na ponta.

3 Em alternativa, podem usar-se pipetas de Pasteur ou outro material que permita medir 2 mL.

4 Pode ter sido congelado anteriormente e ser cedido por laboratérios que trabalnem com microalgas ou aquaculturas. Pode ser
substituido por espinafre cozido moido.

5 A recolha das améijoas devera ser realizada antecipadamente (para o efeito, consultar informacdes no Anexo 1).

5 No caso de ndo ter um espetrofotometro disponivel para avaliagdo da densidade celular, poderd ser utilizada uma camara de
Neubauer, procedimento este que requer acesso a um microscopio com ampliagdo minima de 100x (consultar Anexo Ill). Em
alternativa, a avaliacdo da densidade celular podera ser feita qualitativamente, com base na densidade do tom esverdeado da
suspensao.

7 O controlo é uma condigdo experimental essencial em experimentagdo. O controlo é em tudo semelhante aos tratamentos que se
pretendem avaliar, com a particularidade de ndo conter o agente cujo efeito se pretende avaliar. Neste caso, o controlo ndo contém sal
— comparando os tratamentos com diferentes concentragdes de sal com o tratamento sem sal (controlo) pode-se avaliar o efeito do sal,
i.e., o tratamento controlo vai permitir calibrar as observagées nos tratamentos com sal.

8 Se pretendido, pode incluir-se mais uma concentragdo de NaCl. Nesse caso, sugere-se uma concentragéo intermédia, por exemplo,
10 g NaCl/L.
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i) Montagem da experiéncia

2. Colocar 250 mL de solu¢do em cada um de trés frascos de
vidro previamente identificados. Cada um destes frascos,
pertencentes ao mesmo tratamento, corresponde a uma réplica
9. Sugere-se 3 réplicas para cada tratamento.

3. Montar o sistema de arejamento, colocando pontas de
pipeta nas extremidades dos tubos de arejamento para ajudar
a regular o fluxo de ar. Ligar o sistema de arejamento a bomba
de arejamento e afinar o fluxo de forma semelhante em todas

as réplicas 0 (Figura 1).

iif) Selecdo das améijoas para a experiéncia

FIGURA 1. Aspeto geral de um teste com
4. Transferir améijoas do balde de cultura para o tabuleiro  améijoas, ilustrando os frascos com meio e
contendo agua desclorinada. ameijoas sob arejamento.
5. Usando uma craveira, medir o comprimento das améijoas,
isto €, segundo a sua maior dimenséo (Figura 2). Confirmar a
sua viabilidade, usando uma agulha de dissec¢éo espatulada,
conforme descrito por Gabriel et al. (2013). Sucintamente, a
ponta da agulha deve ser inserida entre as valvas; em
seguida avalia-se a resisténcia que a améijoa oferece a
rotacdo da agulha - se a améijoa estiver viva, a abertura das
valvas vai ser dificultada. Nao forcar a abertura das valvas
para ndo lesionar a améijoa. Retirar a ponta da agulha e, se a
améijoa estiver viva, coloca-la num frasco previamente

identificado com essa gama de tamanhos (ex: ]20-21] mm,

]21-22] mm, etc.), contendo agua desclorinada.

FIGURA 2. llustragdo da medicdo do
comprimento da améijoa com recurso a

tamanho idéntico, idealmente entre os 20 e os 25 mm). uma craveira. Neste caso concreto, a
améijoa mede 21 mm de comprimento.

6. Selecionar as améijoas para o teste (40 améijoas com

iv) Atividade experimental

7. Colocar duas améijoas em cada frasco de teste, e aguardar pelo menos 30 min ! até prosseguir a
experiéncia. Este tempo € necessario para aclimatagdo das améijoas as novas condi¢des, especialmente
tendo em consideragdo o manuseamento a que foram sujeitas. A distribuicdo de tamanhos das améijoas
deverda ser igual em todas as réplicas (i.e., se por exemplo, num frasco colocar uma améijoa com 23 mm e

outra com 24 mm, entdo todos os restantes frascos devem conter um conjunto de améijoas igual) 2.

° A utilizagdo de réplicas é essencial em experimentagdo. As réplicas estdo sujeitas as mesmas fontes de variabilidade, permitindo
confirmar que os resultados ndo se devem ao acaso (neste caso em particular, que ndo sao fruto da utilizacdo de organismos que néo
representem o padrdo mais comum).

10 Uma vez que estas améijoas sdo muito sensiveis a baixas concentragées de oxigénio, é conveniente manter todos os frascos sob
arejamento continuo. Além de manter os niveis de oxigénio dissolvido elevados, o arejamento continuo permite ainda evitar a
sedimentac&@o das algas no fundo do frasco (as algas sdo mais densas que a 4gua e tendem a sedimentar), o que poderia afetar os
parametros de filtragdo e condicionar os resultados.

11 Se houver necessidade, este periodo de aclimatagdo pode estender-se por varias horas, até 24 h.

12 As améijoas tém que ter aproximadamente o mesmo tamanho nas varias réplicas para que a taxa de filtragdo, que aumenta com o
tamanho do organismo (Castro et al., 2018), ndo seja um fator de confuséo, distorcendo os resultados.
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8. Apos 30 min, colocar as algas (2 mL em cada réplica). Imediatamente, retirar 1 amostra de cada réplica
para leitura espetrofotométrica, certificando-se que a amostra se encontra homogénea (em termos de

distribuicdo de algas). Anotar a hora de inicio (TO).

9. Ler a absorvancia de cada amostra a 440 nm 13 no espetrofotometro. Esta leitura vai permitir determinar a
densidade celular no tempo TO. Ao longo do periodo de duragéo da experiéncia, deve-se observar e registar

o comportamento das améijoas, nomeadamente em termos de fecho ou abertura das valvas 4.

10. Decorridos 30 min ap6s a adicdo das algas, retirar uma amostra de cada frasco, certificando-se que a
amostra se encontra homogénea (em termos de distribuicdo de algas). Se possivel, seguir a mesma ordem

pela qual as algas foram adicionadas.

11. Quantificar a absorvancia de cada amostra a 440 nm no espetrofotometro. Esta leitura vai ser usada

para determinar a densidade celular no tempo final (T30).

Nota: no caso de optar por realizar a contagem de microalgas na cdmara de Neubauer, deve proceder do
seguinte modo para cada amostra recolhida. Carregar a caAmara, utilizando para isso uma micropipeta ou
uma pipeta de Pasteur e em seguida proceder & contagem no microscopio 6tico com ampliagdo minima de
100x (recomenda-se a contagem com a objetiva de 10x ou de 40x). Consulte o “Anexo Ill: Contagem de

microalgas na camara de Neubauer” para mais detalhes sobre o procedimento.

Anédlise de resultados

12. Para cada réplica, converter a absorvancia (densidade o6tica) registada nos tempos TO e T30 em
densidade celular, expressa em n.° células/mL (se procedeu a contagem de microalgas com a cadmara de
Neubauer, pode ignorar este passo, dado que ja obteve o valor da densidade celular). Para o efeito, podera

usar a reta de calibracé@o seguinte 5:

N células/mL = 6931 + 23179166 X Abs — 9972459 x Abs?, em que Abs representa a absorvancia

medida a 440 nm.

Para determinar a biomassa de microalgas em cada réplica é necessario multiplicar pelo volume de meio

em cada frasco (V, mL). Assim:
Biomassa = V x 'N° células/mL’
13. Determinar, para cada réplica, a biomassa removida, usando a equacao seguinte:

Biomassa removida = Biomassa TO — Biomassa T30, em que Biomassa TO e Biomassa T30 representam,
respetivamente, a biomassa de células no tempo TO e no tempo T30. Este valor pode ser convertido em %,

para mais facil compreenséo, usando, para o efeito, a formula seguinte:

13 Este comprimento de onda (A) corresponde ao A do principal pico de absor¢do da clorofila a, o pigmento predominante nas
microalgas verdes, pelo que a leitura de absorvancia neste A permite inferir acerca da abundancia de microlagas na amostra.

14 Espera-se que as améijoas do controlo ou expostas a concentragdo de NaCl mais baixa se encontrem a filtrar (valvas abertas), ao
passo que as améijoas expostas a concentracdo de NaCl mais alta se encontrem com as valvas fechadas. O comportamento de fecho
das valvas representa um mecanismo de defesa face & presenca de compostos nocivos no meio, e que contribui em parte para
explicar o sucesso na dispersao desta espécie e, consequentemente, o seu elevado potencial invasor.

15 |dealmente, a reta de calibragdo deveria ser desenvolvida para cada espetrofotémetro, mas esta reta (desenvolvida para um
espetrofotometro JENWAY) pode ser usada como uma reta genérica no ambito desta atividade.
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Biomassa removida

Bi ida (%) = %X 100
iomassa removida (%) BiomassaTo

14. Para cada tratamento, determinar a média dos valores obtidos para cada réplica, e (opcionalmente)
determinar o respetivo erro padrao (para avaliacdo da variabilidade dos dados).
15. Para facilitar a visualizacdo dos resultados, pode-se representar graficamente os valores da Biomassa

removida (%) para cada tratamento.

Espera-se que as améijoas do controlo (hdo expostas a sal) apresentem os valores mais elevados de
biomassa removida, o que se deve ao facto de se encontrarem nas condi¢fes de salinidade ideais, 0 que se
devera refletir numa elevada taxa de filtragdo e, consequentemente, maior remocao de microalgas em

suspensao, o que se traduz numa elevada percentagem de biomassa removida.

As améijoas expostas a 4 g NaCl/L deverdo apresentar um valor semelhante ou um pouco inferior ao
observado para o controlo ja que a salinidade no meio nédo é suficientemente elevada ao ponto de inibir a
taxa de filtracdo das améijoas. Sendo assim, as améijoas deverdo filtrar a uma taxa similar a do controlo, e

como consequéncia, as taxas de remocéo de biomassa ndo serdo dispares.

As améijoas expostas a 20 g NaCl/L deverdo apresentar uma baixa percentagem de biomassa removida,
inferior & do controlo e do tratamento 4 g NaCl/L. Esta concentracdo de sal € préxima do limite maximo de
tolerancia da espécie, que € cerca de 20 psu’® no Inverno (temperaturas proximas de 11 °C), e < 15 psu no
Verdo (temperaturas préximas de 20 °C), de acordo com Ferreira-Rodriguez & Pardo (2016). Como as
améijoas ndo toleram esta salinidade, fecham as valvas (comportamento este que devera ser visivel
durante o periodo de exposicdo), o que se reflete na auséncia (ou muito baixa) filtracdo e,

consequentemente, numa baixa percentagem de biomassa removida.

Em alternativa, é possivel retirar estas mesmas conclusdes, através de uma andlise mais simples, com base
apenas na comparacdo da absorvancia (obtida por leitura espetrofotométrica) ou da densidade celular
(obtida por contagem de células na camara de Neubauer) nos tempos TO e T30 para cada uma das
concentracdes de sal. A diferenca entre os valores observados nos tempos TO e T30 sdo proporcionais a
variacdo da densidade celular no meio, representando uma medida da biomassa consumida. E esperado
gue no tratamento com a concentracdo de 20 g NaCl/L, a diferenca (T0-T30) da absorvéancia (ou densidade
celular) seja menor do que nos restantes tratamentos (baixa percentagem de biomassa removida). Ja no
tratamento com a concentracdo de 4 g NaCl/L, a diferenca (TO-T30) da absorvancia (ou densidade celular)
deve ser maior do que a observada para a concentracdo de 20 g NaCl/L, mas menor (ou semelhante) a
observada no controlo (0 g NaCl/L), resultado de uma esperada maior percentagem de biomassa removida

comparativamente ao tratamento de 20 g NaCl/L.

A andlise dos dados permite inferir acerca das condi¢des de salinidade a partir das quais € improvavel que

a améijoa se instale, contribuindo para a definicdo de zonas de suscetibilidade a invasao.

16 1 psu (practical salinity unit) equivale a 1 g de sal por kg de dgua. Assim, 20 g NaCl/L corresponde a aproximadamente 20 psu.
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D ATIVIDADE 2: AMEIJOA ASIATICA COMO AGENTE DE BIORREMEDIACAO

Nesta atividade pretende-se avaliar o potencial da améijoa asiatica na melhoria da qualidade da agua, quer
no caso de aguas eutrofizadas, quer no caso de aguas contaminadas por compostos potencialmente toxicos
(doravante referimo-nos ocasionalmente a 4gua contaminada de forma indiscriminada, por simplicidade).
Dependendo do tipo de cenario em causa, a acdo de biorremediacdo das améijoas pode ser avaliada de
formas distintas: no caso de uma agua eutrofizada, a acdo das améijoas pode ser avaliada comparando a
densidade de microalgas na agua “tratada” pelas améijoas e na agua “nado tratada”; no caso de uma agua
contaminada, a acdo das améijoas pode ser avaliada através da monitorizacao quimica do decréscimo de
contaminantes na agua, ou, em alternativa, comparando a qualidade da agua “tratada” e “néo tratada” com
recurso a organismos indicadores - plantas aquaticas, por exemplo, em que uma melhoria da qualidade da

agua, reflexo de uma biorremediacao eficaz, traduz-se num maior crescimento das plantas 7.

A utilizacdo como agente de biorremediacdo deve ser precedida de uma avaliacdo da toxicidade da agua
para as améijoas, ja que a biorremediacao s6 podera ser eficiente se as améijoas estiverem vivas e a filtrar
ativamente. Assim, se a agua a remediar for toxica para as améijoas, podera ser necessario utilizar uma
agua previamente diluida (dgua eutrofizada ou contaminada diluida em agua desclorinada ou em agua de
um local de referéncia (ndo poluido), para diminuir um pouco a sua toxicidade, permitindo que as améijoas a

tolerem).

Os objetivos desta atividade sdo exemplificar a aplicacdo de bivalves, em patrticular, C. fluminea, para
biorremediacdo de &guas eutrofizadas/contaminadas, bem como demonstrar a aplicacdo de organismos
indicadores (neste caso, microalgas e plantas aquéticas) para avaliacdo da qualidade da agua, uma
aplicacdo dos ensaios que se utilizam em Ecotoxicologia. Em adi¢éo, € também possivel a realizacdo de
atividades adicionais, relacionadas com as microalgas e com as améijoas (Anexo Il). Assim, esta atividade
encontra-se organizada em trés etapas sequenciais: A) Avaliagdo prévia da toxicidade da agua para as
améijoas; B) Biorremedia¢cdo (a¢do das améijoas); C) Avaliagdo da qualidade da 4gua apés acdo das

améijoas, dividida em duas subsecc¢fes (Agua eutrofizada e agua contaminada).

A) Avaliacéo prévia da toxicidade da 4gua

O objetivo desta etapa é avaliar a toxicidade da agua contaminada para as améijoas, de forma a selecionar
para a fase seguinte, uma diluicdo da 4gua que garanta que as améijoas permane¢am vivas e a filtrar
ativamente, pois s6 nestas condi¢des ocorre biorremediacdo. Assim, primeiramente, as améijoas tém de ser
expostas a diferentes diluicdes da amostra de agua contaminada. Geralmente, para este efeito utilizam-se
as seguintes concentragcfes: 100 %, 50 %, 25 % e 12,5 % (que correspondem, respetivamente, a uma
diluicdo de 1, 2, 4 e 8 vezes 18) e um controlo, mas a gama de concentracdes pode ser alargada ou ajustada

se necessario. Os organismos sdo expostos durante 48 horas. Apos este periodo, é necessario verificar

17 pode recorrer-se a outros métodos de avaliagdo da toxicidade de uma amostra de dgua, como por exemplo, testes de imobilizagéo
com crustaceos (ver, por exemplo, Coelho et al. (2021) e Loureiro et al. (2013)) ou testes com larvas de inseto (ver, por exemplo, Jesus
et al. (2021)).

18 Fator de diIui(;éo _ concentragao inicial

concentragao final

Abreu et al. 2024 « CAPTAR 13: art. 3 8



educacgéo ambiental e ensino experimental das ciéncias

qgual a concentracdo (ou concentracdes) que ndo causa(m) mortalidade e em que se verifique filtracdo,
selecionando-se a concentracdo mais alta (tolerada pelas améijoas) para a fase seguinte do trabalho. Esta

fase tem uma duracéo de 2 dias.

Material necessario

i) Preparacéo das solucfes

- 4gua eutrofizada e/ou contaminada

- 1,5 a 2 L de agua desclorinada (pode ser agua da torneira retirada 1 dia antes) ou dgua de um local de
referéncia (ndo contaminado)

- 5 provetas de 250 mL (ou de 500 mL)

i) Montagem da experiéncia

- 15 frascos de vidro (ou plastico transparente) com capacidade minima de 250 mL
- bomba de arejamento

- 15 torneiras de arejamento para aquario

- tubo de arejamento para aquario

- 15 pontas de micropipeta (idealmente de micropipetas de 1 mL)

iii) Selecdo das améijoas para a experiéncia

cf. item correspondente na atividade 1

Procedimento experimental

i) Preparacéo das solucdes de teste

1. Preparar 800 mL de cada solucéo de teste, por diluicAo da amostra de dgua contaminada/eutrofizada,
usando agua desclorinada/agua de um local de referéncia (néo contaminado):
e 100 %: 800 mL de agua contaminada/eutrofizada,;
e 50 %: 400 mL de agua contaminada/eutrofizada e 400 mL de agua desclorinada/agua de um local
de referéncia (ndo contaminado);
e 25 %: 200 mL de &gua contaminada/eutrofizada e 600 mL de &gua desclorinada/dgua de um local
de referéncia (ndo contaminado);
e 12,5 %: 100 mL da agua contaminada/eutrofizada e 700 mL de agua desclorinada/agua de um local
de referéncia (ndo contaminado);
e Controlo (0%): 800 mL de agua desclorinada/agua de um local de referéncia (ndo contaminado).

Nota: os valores em percentagem (%) indicam a concentragdo de agua contaminada/eutrofizada.

i) Montagem da experiéncia

2. Homogeneizar as soluc¢des previamente preparadas e colocar 250 mL de solugdo em cada frasco de
vidro previamente identificados preparando, assim, 3 réplicas para cada um dos tratamentos.

3. Montar o sistema de arejamento, colocando pontas de pipeta nas extremidades dos tubos de arejamento,
para ajudar a regular o fluxo de ar. Ligar o sistema de arejamento & bomba de arejamento e afinar o fluxo de

forma semelhante em todas as réplicas (Figura 1).

iii) Selecdo das améijoas para a experiéncia

4. Selecionar as améijoas para o teste (cf. item correspondente na Atividade 1), num total de 75 améijoas

com tamanho idéntico, sendo que nao é necessario medir o tamanho das améijoas.
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iv) Atividade experimental

5. Colocar cinco améijoas em cada frasco (proporcdo de 1 améijoa para cada 50 mL de solucdo) e manter a
experiéncia durante 48 h em condi¢des de temperatura e fotoperiodo idénticas para todas as réplicas.

6. Apds 48 h, avaliar a mortalidade das améijoas em cada frasco: as améijoas que se encontram ativamente
a filtrar estdo vivas; aquelas que nao estao a filtrar ativamente precisam de ser submetidas a uma avaliacdo
de viabilidade, realizada com uma agulha de disseccao espatulada (cf. item correspondente na Atividade 1).

Registar o nimero de améijoas vivas.

Andlise de resultados
7. Para cada tratamento, determinar a taxa de mortalidade, com base na mortalidade (n° de améijoas

mortas) registada em cada uma das trés réplicas (réplicas R1, R2 e R3), utilizando a férmula seguinte:

média (mortalidade R1; mortalidade R2; mortalidade R3) 9
5
De entre os tratamentos que ndo causaram mortalidade e nos quais foram observadas améijoas a filtrar

100

% mortalidade =

ativamente, selecionar aquele que corresponde a concentracdo mais alta, para a fase seguinte da atividade.

B) Biorremediacao (acdo das améijoas)

O objetivo desta etapa é expor as améijoas a agua eutrofizada/contaminada para, posteriormente, avaliar a
eficiéncia da biorremediacao realizada pelas améijoas. Assim, sera utilizada a agua a testar com a diluicao
escolhida na etapa anterior, a qual sera exposta a dois tratamentos distintos: 4gua sujeita a biorremediacéo
— contém agua a testar e améijoas; agua nao sujeita a biorremediacdo — contém apenas agua a testar.
Ambos os tratamentos serdo submetidos a arejamento. Desta forma, ambos os tratamentos diferem apenas
na presenca ou auséncia das améijoas, o que facilita a discussdo dos resultados e a obtencdo de
conclusdes na fase seguinte. Esta atividade pode durar entre 2 a 4 dias (excluindo a colheita das améijoas

no campo).

Material necessario

i) Preparacado das solucdes de teste

- 4gua a testar (agua eutrofizada ou contaminada)
- 1,5 a2 L de agua desclorinada (pode ser agua da torneira retirada 1 dia antes 19)
- 5 provetas de 250 mL (ou de 500 mL)

i) Montagem da experiéncia

- 6 ou 9 frascos de vidro (ou plastico transparente) com capacidade minima de 250 mL
- bomba de arejamento

- 9 torneiras de arejamento para aquario

- tubo de arejamento para aquario

- 9 pontas de micropipeta (idealmente de micropipetas de 1 mL 20)

iii) Selecdo das améijoas para a experiéncia

(cf. item correspondente na Atividade 1)

19 para obter agua desclorinada, basta retirar Agua da torneira com 24 h de antecedéncia, deixando-a num balde destapado, permitindo
que o cloro se liberte sob a forma gasosa.

20O objetivo é permitir a formagdo de bolhas de ar de pequena dimensdo (que sdo mais efetivas na capacidade de arejar o meio, e a
sua regulacdo é mais facil). Podem utilizar-se alternativas as pontas de micropipeta, como por exemplo, palhinhas perfuradas e
tapadas na ponta.
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Procedimento experimental

i) Preparacéo das solucdes de teste

1. Preparar 1,6 L da agua a testar (amostra de agua a testar devidamente diluida cf. etapa anterior,
doravante apenas designada “a4gua a testar’). E aconselhavel incluir também um controlo, contendo agua
desclorinada ou 4gua de um local de referéncia, ndo poluido (800 mL de 4gua) e a mesma quantidade de
améijoas presente nos frascos de teste. Apesar deste ndo ser estritamente necessario na sequéncia desta

atividade, a sua realizacdo pode permitir compreender alguma anormalidade na experiéncia 2L,

i) Montagem da experiéncia

2. Colocar 250 mL de solugdo em cada frasco de vidro, num total de 6 frascos com a agua a testar, e 3 para
o controlo, se incluido, previamente identificados preparando, assim, 3 réplicas para cada tratamento.

3. Montar o sistema de arejamento, colocando pontas de pipeta nas extremidades dos tubos de arejamento,
para ajudar a regular o fluxo de ar. Ligar o sistema de arejamento a bomba de arejamento e afinar o fluxo de

forma semelhante em todas as réplicas (Figura 1).

iii) Selecdo das améijoas para a experiéncia

4. Selecionar as améijoas para o teste (cf. item correspondente na Atividade 1), num total de 30 améijoas

com tamanho idéntico.

iv) Atividade experimental

5. Colocar cinco améijoas em cada frasco dos seguintes tratamentos: agua sujeita a biorremediacdo (3
frascos) e controlo (3 frascos).

6. Manter a experiéncia durante 48h 22 com arejamento e sob condigées de temperatura e fotoperiodo
semelhantes em todos os frascos.

7. Apos este periodo, remover as améijoas de cada frasco e avaliar a sua viabilidade em cada frasco (cf.
item correspondente na etapa anterior da atividade). Estes organismos podem ser descartados: para evitar
a dispersdo desta espécie invasora, recomenda-se que 0s organismos sejam congelados antes de serem
descartados. Se tiver ocorrido mortalidade significativa, recomenda-se a repetigcdo desta fase da experiéncia
com uma concentracéo mais baixa (maior diluicdo) da 4gua eutrofizada ou contaminada.

8. Agitar o conteudo de cada frasco e retirar uma amostra de agua 23 para posterior avaliagdo da qualidade

da agua.

C) Avaliacdo da qualidade da 4gua ap06s agcdo das améijoas

e AGUA EUTROFIZADA

Para avaliar a qualidade da agua apés a acdo das améijoas, é necessario comparar a qualidade da agua
sujeita e ndo sujeita a acdo das améijoas. Para tal, basta avaliar a densidade de microalgas nas amostras

de 4gua sujeitas e ndo sujeitas a acdo das améijoas — esta avaliagdo permite inferir acerca da eficiéncia de

21 por exemplo, admitindo que todas as améijoas morrem quando expostas a amostra de agua a testar, o controlo com a agua no
contaminada podera permitir concluir se tal se deveu a amostra de agua, ou a alguma debilidade das améijoas utilizadas.

22 Se necessario, a experiéncia pode prolongar-se até 96 h.

2 Se se tratar de agua eutrofizada, 5 mL de cada frasco s&o suficientes para a fase seguinte; se se tratar de agua contaminada, o
volume minimo de cada frasco € 10 mL, apesar de se poder usar o contetdo total de cada frasco sem necessidade de retirar uma
amostra (ver procedimentos na etapa seguinte da atividade).
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remocao de microalgas pelas améijoas. Se pretendido, pode também avaliar-se a qualidade da agua antes
de qualquer tratamento (isto €, sem acado do arejamento ou das améijoas). Esta atividade tem uma duragdo

prevista de 1 h.

Material necessario

- cuvetes descartaveis (minimo 6)

- suporte para cuvetes

- espetrofotometro (alternativamente, cAmara de contagem microscépica como indicado anteriormente)
- micropipeta de 1000 uL ou pipeta de Pasteur

Procedimento experimental
1. Quantificar a absorvancia de cada amostra a 440 nm no espetrofotémetro, certificando-se que cada

amostra se encontra homogénea (em termos de distribuicdo de algas).

Andlise de resultados
2. Para cada réplica, converter a absorvancia (densidade 6tica) em densidade celular (se procedeu a
contagem de microalgas com a camara de Neubauer, pode ignorar este passo, dado que ja obteve o valor

da densidade celular). Para o efeito, podera usar-se a reta de calibragdo seguinte 15:

Ne células/mL = 6931 + 23179166 X Abs — 9972459 x Abs?, em que Abs representa a absorvancia
medida a 440 nm.

Para determinar a biomassa de microalgas em cada réplica é necessario multiplicar pelo volume de meio
em cada frasco (V, mL). Assim: Biomassa = V x N2 células

3. Determinar, para cada réplica do tratamento com améijoas, a biomassa removida, usando a equagdo

seguinte:

Biomassa removida = Biomassa média r sem ameijoas — BiOMASSA 1 com ameijoas, €M que Biomassa média v
sem améijoas € Biomassa T com ameijoas representam, respetivamente, a média da biomassa nas réplicas do
tratamento sem améijoas e do tratamento com améijoas. Este valor pode ser convertido em %, para mais

facil compreenséo, usando, para o efeito, a formula seguinte:

) ) Biomassa removida
Biomassa removida (%) = — X 100
Biomassa T sem améijoas

4. Determinar a média dos valores obtidos para cada réplica do tratamento com améijoas, e

(opcionalmente) determinar o respetivo erro padrédo (para avaliacdo da variabilidade dos dados).

O esperado € que as améijoas tenham removido microalgas da 4gua em virtude da sua elevada taxa de
filtracdo, o0 que se reflete numa percentagem significativa de biomassa removida nas amostras de agua
previamente expostas a agdo das améijoas em relagdo ao tratamento sem améijoas (controlo). A simples
comparacéo da absorvancia das amostras dos tratamentos com e sem améijoas permite obter uma ideia da
eficiéncia de remocao de microalgas e, consequentemente, da eficiéncia de biorremediacdo — quanto mais
dispares os valores médios dos dois tratamentos, maior a eficiéncia de remogdo. Podem, no entanto, obter-
se baixos valores de remocdo de microalgas, denotando uma baixa eficiéncia de biorremediacdo nas

condicdes testadas. Tal pode dever-se a varios fatores, entre os quais, baixa temperatura, falta (ou
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reduzido) arejamento da agua, reduzida dimensao das améijoas, estado de salde débil das améijoas, entre

outros.

Em alternativa, é possivel avaliar a eficiéncia de biorremediacdo das améijoas, através de uma analise mais
simples, comparando a absorvancia (ou a densidade celular, no caso de se ter procedido a contagem de
células na camara de Neubauer) entre o tratamento com améijoas (submetido a acdo das améijoas), o
controlo (ndo submetido a acdo das améijoas) e, opcionalmente, o tratamento contendo agua sem qualquer
tipo de tratamento (sem arejamento). A absorvéncia e a densidade celular sdo duas grandezas diretamente
proporcionais, pelo que o uso de uma ou outra permite tirar as mesmas conclusdes. A diferenca entre a
absorvancia medida no tratamento com améijoas e no controlo representa uma medida da biomassa
consumida pelas améijoas, permitindo obter uma ideia sobre a eficiéncia de remocdo de microalgas verdes
e, consequentemente sobre a eficiéncia de biorremediacéo. Por outro lado, a diferenca entre a absorvancia
medida no controlo e no tratamento contendo 4gua sem arejamento permite obter uma ideia sobre o efeito
do arejamento na variacdo da densidade das microalgas verdes. Note-se que o tratamento com améijoas
engloba simultaneamente o efeito do arejamento e o efeito da filtracdo pelas améijoas ja que, dada a

sensibilidade das améijoas a falta de oxigénio, estas ndo podem ser mantidas sem arejamento.

e AGUA CONTAMINADA

No caso de ter sido usada agua contaminada, a biorremediacdo pode ser avaliada através da comparacao
da qualidade da &gua sujeita e ndo sujeita a acdo das améijoas. Se pretendido, pode também avaliar-se a
gualidade da &gua antes de qualquer tratamento (isto é, sem ac¢do do arejamento ou das améijoas). Para
avaliacdo da qualidade da 4gua pode utilizar-se uma espécie de planta aquatica. Recomenda-se a espécie
Lemna minor, de nome comum lentilha-de-agua, uma espécie de planta aquatica com uma ampla
distribuicdo e com elevada sensibilidade a compostos quimicos. Esta espécie pode ser encontrada em
pequenas massas de agua, nas zonas sombrias (Figura 3). O procedimento experimental segue, de um
modo geral, as linhas orientadoras definidas por Silva et al. (2016) a propésito da avaliagdo da toxicidade de
extratos aquosos de cinzas de incéndios florestais, baseando-se na norma da OCDE (Organizacdo para a
Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico) n® 221 (OECD, 2006). Esta avaliacdo baseia-se na contagem
do nimero de frondes de plantas expostas a agua de cada um dos tratamentos: com améijoas e sem
améijoas. No entanto, pode ser interessante avaliar também o0 peso seco das plantas. Esta variavel é,
geralmente, mais robusta, ja que € uma medida direta da biomassa das plantas. Em alternativa, pode
determinar-se o peso fresco das plantas, mas esta varidvel € mais suscetivel a variacbes e erros
decorrentes do procedimento de secagem da agua adsorvida as plantas e do tempo que decorre entre a

remocéo do frasco e a respetiva pesagem.
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FIGURA 3. A) acumulacdo de Lemna minor num ribeiro na Regido Centro de Portugal; B) Lemna minor
mantida em laboratdrio.

Além dos tratamentos com améijoa e sem améijoa deve realizar-se um tratamento adicional, que sirva de
controlo a este teste experimental. Para este controlo deve ser utilizando agua de um local de referéncia ou,
idealmente, do local onde as plantas foram recolhidas. Este controlo serve de referéncia para determinacéo

da inibicdo do crescimento da macrofita e permite validar que o teste de inibicdo decorreu corretamente.

Esta atividade tem uma duragdo de 7 dias. Se se pretender avaliar o peso seco das plantas, deve

contabilizar-se mais 1 a 2 dias para secagem das mesmas.

Material necessario

i) Selecéo das plantas para a experiéncia

- plantas da espécie Lemna minor
- 4 placas de Petri

- agua

- pincas

ii) Montagem da experiéncia

- frascos e respetiva agua do final da etapa “B — Biorremediagdo (agao das améijoas)” ou as respetivas
amostras de agua

- 3 frascos (semelhantes aos usados na etapa “B — Biorremediagéo (agao das améijoas)”

- 4gua do local de recolha das plantas (ou de um local de referéncia) para o controlo do teste

iii) Finalizacdo da experiéncia

- candeeiro

- estufa (se disponivel)

- balanca

- papel absorvente

- 9 a 12 barquinhas para pesagem

24 Pode, adicionalmente, testar um tratamento extra: agua contaminada n&o exposta a qualquer arejamento ou agdo das améijoas.
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Procedimento experimental

Para evitar duplicacdo de informacdo, apresenta-se de seguida apenas as linhas gerais deste
procedimento, recomendando-se a consulta do artigo de Silva et al. (2016) para mais detalhes sobre a

avaliagdo da qualidade da agua com recurso a L. minor.

i) Selecdo das plantas para a experiéncia

1. Para cada frasco vao ser necessarias trés col6nias de L. minor, garantindo que as coldnias colocadas em
diferentes frascos apresentam o mesmo numero de frondes evitando, desta forma, variabilidade entre
diferentes frascos. Assim, numa fase inicial, separam-se varias colénias de plantas, cada uma com 3 a 4
frondes, suficientes para todos os frascos, distribuindo-as por placas de Petri com agua e com recurso a um
candeeiro para melhor visualizagdo. Se pretender avaliar também a variacdo do peso fresco ou seco,
devera, adicionalmente, separar trés conjuntos de col6nias idénticos aos colocados nos frascos, e
determinar o seu peso. O peso fresco é determinado apdés uma breve secagem das plantas em papel
absorvente para remover o excesso de agua; o peso seco implica a secagem em barquinhas de pesagem
(idealmente numa estufa a 60 °C) e posterior pesagem das coldnias secas. A média destes valores fornece

uma estimativa do peso das plantas no inicio do teste.

i) Montagem da experiéncia

2. Por uma questéo de facilidade, sugere-se que a avaliacdo da qualidade das amostras de agua seja feita
colocando as plantas diretamente nos frascos de vidro apds desligar o arejamento, i.e., apds o final da
etapa “B — Biorremediagao (acdo das améijoas)’. Em cada frasco devem ser colocadas trés coldnias de L.
minor. O controlo deste teste devera ser realizado com recurso a uma agua natural de um local de
referéncia (ndo contaminado). Cada tratamento é testado em triplicado.

3. Manter os frascos em condi¢des de temperatura e fotoperiodo idénticas, por um periodo de sete dias 2.
4. Passado este periodo, contar o nimero de frondes nas coldnias de cada frasco, i.e., em cada réplica.
Recomenda-se o uso de um candeeiro para ajudar na visualizacao.

5. Caso se pretenda avaliar o efeito da biorremediacdo no peso seco das plantas, colocar as colénias de
cada frasco em barquinhas e deixar a secar numa estufa a 60 °‘C para posterior pesagem. Se optar por
determinar o peso fresco deve pesar as plantas apdés uma breve secagem em papel absorvente para

remocao do excesso de agua.

Andlise de resultados

6. A analise de resultados foi também descrita por V. Silva et al. (2016), pelo que aqui se aborda apenas
uma breve apresentacdo dos mesmos. Para cada uma das variaveis (i.e., nimero de frondes e peso seco),
pode determinar-se o incremento de biomassa (y) e a taxa de crescimento especifico (i) em cada frasco,
utilizando, respetivamente, as seguintes formulas:

y = Xf— Xi

25 pode ser necessario prolongar a duragéo do teste no caso de o crescimento das plantas ser insuficiente (0 que se pode dever a
baixa temperatura ou iluminag&o).
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In(Xf) — In(Xi . . .z .
= M em que Xf e Xi representam, respetivamente o valor da variavel em estudo (nimero de

frondes ou peso seco) no final do tempo de exposicao (7 dias 26) e no inicio do tempo de exposicao, e t

representa a duracdo da exposi¢do em dias.

Para uma melhor compreensao, é frequente apresentar os resultados em termos de inibicdo: inibicdo do
incremento de biomassa (ly) e inibicdo da taxa de crescimento especifico (In), ambas expressas em

percentagem, utilizando as seguintes formulas:

Iy — Ycontrolo — Ytratamento X 100

Ycontrolo

Ip = eontrolo ~ Bratamento » 1) em que Yeonolo © Meontrolo FEPresentam, respetivamente o valor médio do

Hcontrolo

incremento de biomassa e da taxa de crescimento especifico da variavel em estudo (nimero de frondes,
peso seco ou peso fresco) no controlo, € Viaamento € Hratamento FEPresentam, respetivamente o valor do
incremento de biomassa e da taxa de crescimento especifico da variavel em estudo em cada frasco dos
tratamentos (tratamento com améijoas e tratamento sem améijoas). Estes célculos séo efetuados para cada
réplica de cada tratamento, pelo que de seguida se deve determinar a média dos valores obtidos para cada
tratamento, e (opcionalmente) determinar o respetivo erro padrdo (para avaliagdo da variabilidade dos
dados).

Espera-se menor inibicdo do incremento de biomassa e da taxa de crescimento especifico (resultado de
uma taxa de crescimento mais elevada) e aparéncia mais saudavel das plantas na agua do tratamento com
améijoas do que na agua do tratamento sem améijoas, o que reflete uma biorremediacéo eficiente. Os
valores de inibicdo observados no tratamento com améijoas permitem também inferir acerca da persisténcia
(ou n&o) de toxicidade na agua mesmo apdés biorremediacdo, mas esta conclusdo apenas é vélida caso se
tenha usado no controlo agua de um local de referéncia (ndo contaminado) semelhante a agua contaminada
(em termos de dureza, pH, condutividade, etc.). Note-se que a (esperada) melhoria da qualidade da agua
apos a biorremediacéo pode ser resultado de varios fatores, nomeadamente: degradacdo dos compostos
toxicos pelas améijoas; adsorgcdo dos compostos téxicos a produtos de excrecdo (muco ou pseudofezes), o
gue reduz a sua biodisponibilidade; producdo de compostos resultantes da excrecdo das améijoas que
atuem como fonte de nutrientes para as plantas, melhorando o seu crescimento. Pode, em oposi¢éo, dar-se
0 caso de o metabolismo das améijoas processar 0s compostos toxicos presentes na agua e originar
metabolitos (produtos do metabolismo) mais tdéxicos que 0s compostos originais, 0 que resultard no
aumento da toxicidade da agua apdés acdo das améijoas. De um modo geral, o metabolismo dos
contaminantes leva a produgéo de metabolitos com menor toxicidade, mas em alguns casos pode verificar-

se 0 oposto (La Farré et al., 2008; Maculewicz et al., 2022).

O tratamento opcional com agua néo tratada (i.e., agua contaminada ndo submetida a arejamento nem a
acdo das améijoas), deve apresentar resultados semelhantes aos obtidos no tratamento com agua nao
submetida a acdo das améijoas. Qualquer diferenca entre a toxicidade destas duas amostras de agua
podera dever-se a eventual acdo de degradacdo microbiana estimulada pelo arejamento (condicdes

aerobias).

26 Qu outro, se a duragdo da experiéncia tiver sido ajustada.

Abreu et al. 2024 « CAPTAR 13: art. 3 16




educacgéo ambiental e ensino experimental das ciéncias

E possivel ainda analisar os resultados de uma forma mais simples, por comparagéo da diferenca entre o
nimero de frondes/folhas final e o inicial para cada tratamento. Esta diferenca traduz o aumento da
biomassa das plantas, dando indicagdes acerca da qualidade da agua. Quanto maior esta diferenga, maior
a qualidade da agua para as plantas. E esperado que, se a biorremediacéo tiver sido bem-sucedida, no
tratamento com agua submetida a acdo das améijoas o numero de frondes/folhas aumente durante o
periodo de exposicdo. Isto deve-se ao facto de esta agua ter sido biorremediada pelas améijoas (as
améijoas terdo removido o(s) contaminantes(s) através da biofiltracdo), e, portanto, as plantas terédo
condicdes para se desenvolverem. Ja no tratamento com agua ndo submetida a acdo das améijoas, o
nimero de frondes/folhas deve sofrer um aumento menos significativo, ou pode até mesmo manter-se, isto
porque esta agua ndo teve a sua qualidade melhorada pela biorremediacdo mediada pelas améijoas.
Dependendo do poluente presente nesta agua, € também possivel que as plantas ndo sobrevivam a

exposigéo.

D CONCLUSAO

Neste artigo apresentam-se duas atividades experimentais em que se recorre a elevada taxa de filtracdo da
C. fluminea para ilustrar o efeito dos fatores abidticos na sua dispersao, bem como o seu elevado potencial
para biorremediacdo de aguas contaminadas, numa aplicagcdo real. As atividades propostas dirigem-se
essencialmente aos alunos do Secundario, podendo ser realizadas em contexto de aulas ou de atividades
dos Clubes de Ciéncia das escolas, uma vez que requerem equipamentos que, geralmente, estéo
disponiveis nas escolas. Estas atividades sdo importantes para assimilar e compreender aplicacdes préticas
dos conteuidos disciplinares de Biologia, servindo de apoio a sua leciona¢édo. No entanto, o facto de articular
diferentes disciplinas da area cientifica e de familiarizar os alunos com o processo experimental devera
contribuir para um enriguecimento académico dos alunos e para a compreensdo do papel da ciéncia no

desenvolvimento do conhecimento.
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Recolha e manutencdo das améijoas

A recolha das améijoas devera ser feita com varios dias de antecedéncia, permitindo um periodo de

guarentena antes da sua utilizacdo nas atividades experimentais.

e Material necessario

Recolha das améijoas

- saco de rede (malha que permita a saida de areia, mas ndo das améijoas)
- baldes de plastico com tampa (para transporte das améijoas e de agua)
- 1 tabuleiro (para triagem das améijoas)

Manutencéo das améijoas

- baldes de plastico

- dgua desclorinada (pode ser agua da torneira retirada 1 dia antes do uso)

- suspensao de microalgas verdes (para alimentar as corbiculas)

- bomba de arejamento e tubos de arejamento com pedras difusoras na extremidade

e Procedimento

Enterrar a abertura do saco de rede cerca de 5
- 10 cm no sedimento do curso de agua, e
puxar o saco de modo a recolher a parte
superficial do sedimento. Em alternativa, pode
usar-se uma pa para recolha da parte
superficial do sedimento. Agitar o saco,
mantendo-o dentro de 4gua, de modo a permitir
a saida dos sedimentos de maiores dimensdes.
Colocar o contetdo do saco num tabuleiro e
triar as améijoas. Idealmente, devem recolher-
se améijoas com tamanhos entre 20 e 25 mm
de comprimento, mas podem ser usados

organismos com outras dimensdes.

As améijoas devem ser transportadas para o
laboratério com brevidade - idealmente o
transporte devera durar menos de 2 h. E
aconselhavel trazer alguma agua do campo

para as primeiras trocas de agua.

Imediatamente apds a chegada ao laboratdrio,

os baldes que contém as améijoas devem ser
colocados sob arejamento. No dia seguinte, as améijoas devem ser transferidas para um novo balde
contendo 50 % de agua desclorinada e 50 % de agua de campo. Passados um a dois dias, as améijoas
devem ser transferidas para um balde contendo 75 % de agua desclorinada e 25 % de agua de campo. Por
fim, passados um a dois dias, as améijoas podem ser transferidas para um balde contendo 100% de agua
desclorinada. As améijoas devem ser alimentadas ad libitum com uma suspensdo de microalgas verdes 3

vezes por semana (podem ser pré-congeladas) ou com espinafres cozidos e moidos.



Atividades opcionais

O manuseamento de microalgas na atividade “Efeito dos fatores abidticos na distribuicdo da améijoa
asiatica” representa uma boa oportunidade para se efetuarem observagdes da morfologia da espécie, por
observagdo das microalgas ao microscopio. Para uma melhor visualizagdo da morfologia das microalgas
(idealmente ndo previamente congeladas), recomenda-se uma ampliacdo de pelo menos 400x, apesar das

células serem observaveis com uma ampliacdo de 100x.
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FIGURA II.1: Visualizagdo de Raphidocelis subcapitata ao microscopio: a esquerda, numa ampliagéo
de 100x; a direita numa ampliacdo de 400x (visualizagdo numa camara de Neubauer).

Em adigdo, pode também proceder-se a disseccao de alguns exemplares de améijoa, para identificagdo dos
principais 6rgdos internos. Entre os 6rgdos de mais facil identificagdo estdo o manto, o pé, a massa visceral
e os sifées. Recomenda-se a consulta do artigo de Rosa et al. (2011) para identificacdo da anatomia béasica
da espécie.

massa visceral
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FIGURA I1.2: Anatomia béasica de Corbicula fluminea — vista interna das duas valvas.



Contagem de microalgas na cAmara de Neubauer

a

Em alternativa a estimativa da densidade celular com base nas absorvancias medidas num
espetrofotdmetro, pode determinar-se a densidade celular por meio da contagem de microalgas na camara

de Neubauer.

A contagem de microalgas pode ser realizada num microscopio
Otico, com uma ampliagdo minima de 100x. Para isso, é
necessdria uma camara de Neubauer, que apds ser carregada
com a amostra, deve ser inserida na platina do microscopio. Para

realizar este procedimento, deve seguir 0s seguintes passos:

- Colocar a amostra que contém as microalgas, devidamente
homogeneizada, na cémara de Neubauer, usando
preferencialmente uma micropipeta de 200 ou 1000 uL ou, em
alternativa, uma pipeta de Pasteur. A ponta da pipeta deve ser
encostada ao bordo da lamela que cobre a camara e a propria

camara (Figura l11.1). A adi¢cdo da amostra deve ser feita dos dois

lados da camara, de forma a preencher ambas as grelhas de  FIGURA IIl.1: Carregamento da cama-
contagem. A amostra deve ser adicionada, até que nao sobre mais '@ de Neubauer.
ar entre a lamela e as secc¢des da cdmara com as grelhas. Os pocos da cAmara ndo devem ser enchidos

completamente, visto que a sua fungéo é apenas receber o excedente de amostra colocada.

Apébs a colocacdo da amostra, devem-se aguardar pelo menos 5 minutos, para permitir que as microalgas
assentem. Isto vai permitir que todas as microalgas figuem no mesmo plano de focagem do microscépio,

facilitando a contagem. Em seguida, colocar a cAmara na platina do microscoépio e focar o mesmo.

A contagem deve ser realizada no quadrado central grande com 5x5

guadrados médios, que por sua vez possuem 4x4 quadrados

pequenos (Figura IIl.2). A contagem deve ser efetuada nas duas

grelhas. Se a diferenga na contagem das duas grelhas for

consideravel, deve repetir-se o0 procedimento de contagem,

recarregando as duas grelhas da cadmara, de forma a determinar um

valor médio mais preciso.

Calcular a média do valor obtido nas duas grelhas. Se forem

realizadas mais contagens, entdo a média deve ser calculada para

todas as contagens (e.g., se fizer a contagem em duas camaras, FIGURA IIl.2: Grelha da camara de

- N . . Neubauer, evidenciando o quadrado
significa que foram contadas quatro grelhas, entdo a média pretendida 545 central, onde deve ser efetuada

serd a soma das quatro contagens a dividir por quatro). a contagem das microalgas.



ApOs obter o valor da média das contagens, deve utilizar-se a seguinte féormula, para obter a densidade

celular de microalgas:

. édiax1000 s 71 . , ~
Densidade celular = ™="—= = média x 10*, em que a densidade celular é dada em células/mL, 0,1

corresponde a area do quadrado 5x5 da grelha em mms3, 1000 corresponde a equivaléncia em mm?3 de 1 mL
(dado que a densidade celular é dada em células/mL) e a média é a média da contagem da camara. O
raciocinio deste calculo é, basicamente, uma “regra de trés simples”, e portanto, se numa area de 0,1 mm?3
temos um determinado nlimero de células (média), entdo numa area de 1000 mm3 (que corresponde a um

volume de 1 mL) temos x células/mL, em que x corresponde ao valor da densidade celular de microalgas.

Notas:

- O quadrado 5x5 central é limitado por trés linhas, tendo isto em conta, a contagem deve ser efetuada

apenas da linha central (desse conjunto de trés linhas) para dentro do quadrado.

- Cada microalga que se encontre sobre essa linha central ou sobre as linhas que limitam os quadrados
médios 4x4, conta como meia microalga, pelo que a proxima que se encontre ha mesma situacdo, ira

completar uma microalga.



