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“With every drop of water you drink, every breath you take, you 're
connected to the sea. No matter where on Earth you live”-

Sylvia Earle

“The sea, the great unifier, is man’s only hope. Now, as never before, the
old phrase has a literal meaning: we are all in the same boat -

Jacques Yves Cousteau

“Only when the last tree has died and the last river been poisoned and the
last fish been caught will we realise we cannot eat Money "-

Proverbio da tribo Cree indigena americana
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Resumo

A ingestdo e acumulacdo de microplasticos (MPs) por espécies marinhas de interesse comercial
representa uma grande preocupacdo, nomeadamente para o consumo humano. Este estudo
analisou a acumulacao de MPs em trés espécies de peixes pelagicos com elevado valor comercial,
sardinha (Sardina pilchardus), biqueirdo (Engraulis encrasicolus) e carapau (Trachurus
trachurus), recolhidas ao longo da costa portuguesa e Golfo de Cédiz. Foram analisadas amostras
de trato gastrointestinal, branquias e masculo tendo-se observado um total de 757 potenciais MPs.
Verificou-se a presenca de MPs em todos os tecidos-alvo das espécies analisadas, embora o trato
gastrointestinal apresente concentrages significativamente mais elevadas (p <0.05). A
percentagem de ingestdo de MPs foi superior nos carapaus (81%), seqguido da sardinha (72%) e
por ultimo o biqueirdo (52%). O carapau foi a espécie que registou a maior percentagem de
individuos com particulas no musculo (67%), seguido da sardinha (46%) e por fim do biqueirdo
(43%). A percentagem de individuos que apresentaram MPs nas branquias foi similar entre
espécies. Para além de existirem diferencas significativas entre os tecidos de cada uma das
espécies (p<0,05), foram ainda verificadas diferencas significativas entre os varios tecidos das
espécies. Dos micropléasticos analisados através da técnica do FTIR (35% do total contabilizado)
foram obtidos uma grande variedade de polimeros termofixos e termoplasticos. Os polimeros
mais frequentes em todos os peixes foram: polimero semi sintético de celulose (rayon, 40,2%),
poliéster (PES, 11,1%), acrilico (PMMA, 8,5%), acrilato (BMA, 7,4%), PEI (6,9%) e PE (5,8%).
Os tamanhos dos MPs nas varias espécies e tecidos variaram entre 0,009 mm e o maximo de 4,8
mm. A maioria dos MPs detetados foi constituida por fibras (76,8%) e a cor mais frequente foi a
azul (66,8%). O estudo sugere ainda que a espécie T. trachurus seja o bioindicador mais adequado
para a avaliacdo dos critérios do Descritor 10 (D10) da Diretiva Quadro Estratégia Marinha
(DQEM) relativa ao lixo marinho e MPs. Os resultados obtidos sdo importantes pois evidenciam
a presenca de MP em diferentes tecidos de espécies de peixe com elevado interesse comercial.
Contudo os mecanismos de transferéncia dos MPs através dos tecidos ainda sdo desconhecidos e
sdo necessarias investigacdes futuras para entender estes processos e quais as implicagdes que
representam para a satide humana.

Palavras-chave: DQEM, FTIR, lixo marinho, polimeros, Portugal
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Abstract

The ingestion and accumulation of microplastics (MPs) by marine species with commercial
interest is a major concern particularly for human consumption. This study analysed the
accumulation of MPs in three pelagic fish species with high commercial value, European sardine
(Sardina pilchardus), European anchovy (Engraulis encrasicolus) and Atlantic horse mackerel
(Trachurus trachurus), collected along the Portuguese coast and Gulf of Cadiz. The percentage
of MPs intake was higher in horse mackerel (81%), followed by sardine (72%) and finally
anchovy (52%). Samples of gastrointestinal tract, gills and muscle were analysed and a total of
757 potential MPs were observed. MPs were found in all target tissues of the species analysed,
although the gastrointestinal tract showed significantly higher concentrations (p <0, 05). Horse
mackerel was the species with the highest percentage of individuals with particles in the muscle
(67%), followed by the sardine (46%) and finally anchovy (43%). In addition to the existence of
significant differences between the tissues of each species (p<0, 05), significant differences were
also observed between the various tissues of the species. The percentage of individuals with MP
in the gills was similar between species. Of the microplastics analysed using the FTIR technique
(35% of the total potential MP) a wide variety of thermoset and thermoplastic polymers were
obtained. The most frequent polymers in all fish were: semi synthetic polymer cellulose (rayon,
40, 2%), polyester (PES, 11.1%), acrylic (PMMA, 8, 5%), acrylate (BMA, 7, 4%), PEI (6, 9%)
and PE (5, 8%). The MP sizes in the various species and tissues ranged from 0,009 mm to a
maximum of 4, 8 mm. Most MPs detected were fibers (76, 8%) and the most frequent colour was
blue (66, 8%). The study also suggests that the species T. trachurus is the most appropriate bio-
indicator for the assessment of D10 criteria for marine debris and MPs. The results obtained are
important as they show the presence of MP in different fish tissues with high commercial interest.
However, the mechanisms of transfer of MPs through tissues are still unknown and future research
is needed to understand these processes and what the implications are for human health.

Keywords: DQEM, FTIR, marine litter, polymers, Portugal
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1. Introducéo
1.1. Plasticos e microplasticos

A producdo mundial de plasticos aumentou consideravelmente desde o desenvolvimento dos
polimeros sintéticos, no principio do século XX (Andrady, 2011). A partir do inicio da producéo
em massa em 1940, a quantidade de plasticos aumentou de forma exponencial, tendo atingido
cerca de 350 milhdes de toneladas em 2017 (PlasticsEurope, 2018). S6 na Europa, em 2017, foram
produzidas cerca de 64,4 milhGes de toneladas de plastico (PlasticsEurope, 2018). No que diz
respeito a distribuicdo da producédo global de plasticos 0 maior produtor é a China, seguido pela
Europa e pelos paises que integram a NAFTA (PlasticsEurope, 2018).

Com o aumento da producéo global de plasticos e a sua utilizagdo em indmeros produtos do dia-
a-dia, os residuos plasticos no ambiente, incluindo os microplésticos, tém recebido cada vez mais
atencdo dos cientistas e meios de comunicacao, principalmente nos Gltimos 10 anos (GESAMP
Joint Group of Experts on the Scientific Aspects of Marine Environmental Protection, 2016). O
pléstico é um termo que deriva do latim plasticus que deriva do grego plastikos e que foi utilizado
para descrever algo capaz de ser moldado ou que é adequado para moldagem. Esta terminologia
foi utilizada no século XVII, muito antes do primeiro material de plastico ter sido inventado. Hoje
em dia, o termo plastico é utilizado para descrever uma familia numerosa de materiais muito
distintos, com diferentes carateristicas, usos e propriedades (PlasticsEurope, 2018).

Dada a sua versatilidade, reduzido peso, durabilidade e transparéncia, os plasticos sao idealmente
utilizados para uma grande variedade de aplicagdes. O seu baixo custo, excelentes propriedades
de barreira de oxigénio e humidade, bio inércia e leveza, tornam os plasticos excelentes materiais
para embalagens. Assim, cerca de um ter¢o da producdo de resina plastica, é convertida em
material descartavel e de uso Unico (Andrady, 2003).

Os plésticos sdo normalmente obtidos a partir de petréleo, gas natural e carvao (Shah et al., 2008).
Sdo compostos por uma grande variedade de materiais e dividem-se em duas categorias:
termopléasticos e termofixos. Os plasticos termoplasticos podem ser derretidos e endurecidos
guando arrefecidos, sendo as caracteristicas do material, reversiveis. Exemplos de termoplasticos
incluem: polietileno (PE), polipropileno (PP), Policloreto de vinilo (PVC), Tereftalato de
polietileno (PET), Poliestireno (PS), Poliestireno expandido (EPS), Poliamidas (PA),
Policarbonato (PC), Elastomeros termoplasticos (TPE), etc. Os plasticos termofixos sdo uma
familia de plasticos que passam por alteracdes quimicas quando aquecidos. Depois de aquecidos
e formados, estes plasticos ndo podem ser reformados ou refundidos. Exemplos destes plasticos
incluem Poliuretano (PUR), poliéster insaturado, resinas epoxi, resinas de melamina, éster de
vinil, silicone, e resinas acrilicas, entre outros (PlasticsEurope, 2018).

Os polimeros plasticos possuem inumeras aplicacdes em todos os aspetos da vida quotidiana,
incluindo o fabrico de embalagens para alimentos, produtos de consumo, dispositivos médicos e
construgdo. Estima-se que em 2050 sejam adicionadas ao planeta cerca de 33 mil milhdes de
toneladas de plastico. Devido ao facto de a maioria dos polimeros plésticos utilizados atualmente
serem altamente resistentes a degradacao, este influxo de materiais complexos é um risco para a
salde humana e o ambiente (Galloway, 2015)

Os plasticos podem entrar nos ambientes aquaticos através de duas fontes principais: marinhas e
terrestres. Estima-se que 80 % do plastico existente nos oceanos seja emitido por fontes terrestre
(Hohenblum et al., 2015) que incluem os rios, escoamento de aguas pluviais, aguas residuais, lixo
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transportado pelo vento e descartado nas praias pelo ser humano e proveniente de atividades
turisticas (Ryan et al., 2009). As fontes marinhas incluem atividades maritimas, como o abandono
de artes de pesca e descargas ilegais de residuos provenientes de navios (Ryan et al., 2009).

Uma vez no ambiente aquético, os plasticos sdo degradados em pedagos de menores dimensoes,
podendo ser encontrados sob formas macro (>25 mm), meso (5-25 mm) e microplasticos (<5
mm) (Arthur et al., 2009). Apesar desta classificagdo, um dos principais desafios na avaliagdo dos
impactos dos plasticos no ambiente marinho é a falta de metodologias padronizadas utilizadas
nos diferentes estudos, tornando problematica as comparagdes entre eles (Avio et al., 2015).

Os processos de degradacdo dos plasticos podem ser quimicos, mecanicos, fisico-quimicos e
bioldgicos e levam a reducdo dréstica do peso molecular médio dos polimeros (Cozar et al., 2014).
Os plasticos tornam-se frageis e quebradicos principalmente devido & erosdo mecéanica por agao
de ventos, ondas e particulas de sedimentos e devido a acdo da radiacdo solar (fot6lise) (Moore,
2008).

Os micropléasticos (MPs) definem-se como particulas com um tamanho <5 mm, que podem
resultar da degradacdo de particulas de maiores dimensdes ou da producdo de plasticos de
pequenas dimensdes (Moore, 2008; Arthur et al., 2009; Kazmiruk et al., 2018). Atualmente ndo
existem defini¢es que indiquem explicitamente um limite de tamanho inferior, que normalmente
é assumido como sendo o tamanho da malha da rede através do qual a amostras passam durante
a amostragem, preparacgao ou extracdo (Filella, 2015).

Os MPs podem ser classificados em primarios e secundarios. Os MPs primarios sdo definidos
como sendo plasticos que sdo fabricados para serem de um tamanho microscopico (Zitko e
Hanlon, 1991). Estes plasticos incluem as microesferas utilizadas em esfoliantes faciais, pastas
de dentes, fibras sintéticas e pellets de resina industrial, que servem de precursores para a
producéo de produtos de plastico. Os MPs secundarios sdo originados atraves da acdo mecéanica
e destrui¢do oxidativa de plasticos de maiores dimensdes (Hidalgo-Ruz et al., 2012) que podem
ter origem no mar ou em terra. Exemplos de fontes de plasticos com origem no mar incluem
equipamentos de pesca e esgotos de navios. As fontes em terra incluem varios itens das indudstrias
de plasticos como materiais de embalagens, sacos de plasticos e outros residuos (EU, 2016).

Os MPs ja foram identificados numa grande variedade de ambientes marinhos incluindo a
superficie do oceano, coluna de 4gua, mar profundo e em sedimentos costeiros (Andrady, 2011;
Cole et al., 2011) desde os habitats mais remotos no Artico (Obbard et al., 2014; Lusher et al.,
2015) até ao oceano Antartico (Isobe et al., 2017) ilustrando a sua elevada dispersdo nos
ecossistemas. Depois de entrarem nos oceanos, 0s MPs compostos por polimeros mais densos
afundam no fundo do mar. No entanto, os pedacos mais leves e flutuantes sdo dispersados através
de correntes, entrando assim na circula¢do oceanica acumulando-se nos giros oceanicos e mares
semifechados (Cozar et al., 2017). Vérios estudos demonstraram que os plasticos de baixa
densidade (ex: polipropileno ou o polietileno) sdo predominantes nas camadas superiores da
coluna de &gua, embora os pléasticos flutuantes possam sofrer incrustagao bioldgica, fazendo com
que estes eventualmente afundem. Por outro lado, os plasticos de elevada densidade como o PVC,
PA e poliéster, normalmente s&o encontrados no fundo do mar (Andrady, 2011).
Consequentemente, os trés principais tipos de polimeros encontrados nos oceanos, que constituem
0s MPs, sdo o polietileno (PE), polipropileno (PP) e poliestireno (PS) (EU, 2016).

Outro tipo de MPs séo as microfibras que derivam da libertacéo de fibras para o ambiente durante
a producdo, uso e rejeicdo em fim de vida de produtos téxteis. Uma das principais fontes de
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microfibras sdo as maquinas de lavar a roupa. Estima-se que sdo perdidas cerca de 0 a 2 gramas
de microfibras por peca de roupa (Hartline et al., 2016).

Atualmente, cerca de dois tercos de todos os itens téxteis sdo sintéticos e compostos por polimeros
organicos a base de petroleo como o acrilico (PMMA), poliamida (PA) e poliéster (PES) (Henry
et al., 2019). Estas fibras tém sido encontradas na precipitacdo atmosférica, ambientes interiores
(apartamentos e escritdrios) e exteriores (Dris et al., 2016; Gasperi et al., 2018) e em Varios
ecossistemas em todas as regides do planeta e constituem cerca de 35% dos microplasticos
primarios em ambientes marinhos (Henry et al., 2019).

Um dos primeiros estudos sobre a libertacdo de microfibras foi realizado por Browne et al. (2011)
que mostrou que uma Unica peca de roupa pode libertar mais de 1900 fibras por lavagem.
Posteriormente, em 2016, Napper e Thompson (2016) estimaram que por lavagem de uma carga
de 6 kg de roupa de tecido acrilico podem ser libertadas cerca de 700000 fibras. A libertacdo
destas microfibras faz com que estas fiquem disponiveis no meio ambiente sendo facilmente
confundiveis com o alimento natural dos organismos marinhos como 0s peixes.

1.2. Impactos do plastico nos organismos marinhos e no ser humano

O primeiro estudo em que se observou
a ocorréncia de detritos plasticos em
peixes foi efetuado em 1972, tendo
sido identificada a presenca de
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A ingestdo de microplasticos pode ocorrer de forma direta, ou indireta através do consumo de
organismos contaminados (Cole et al., 2013). Existem inUmeras consequéncias da ingestdo de
particulas de microplasticos para 0s organismos marinhos. A sua ingestdo pode causar bloqueios
internos, abrasdo e danos no aparelho digestivo dos peixes (Nadal et al., 2016; Cannon et al.,
2016), o que podera causar desnutricdo e potencial morte do animal (Gregory et al., 2009).
Estudos médicos com roedores e humanos relatados por Browne et al. (2008), mostram que 0s
microplasticos podem translocar-se da cavidade intestinal para a corrente sanguinea, acumulando-
se nos tecidos e células. Assim, a ingestdo destas particulas por peixes pelégicos é uma
problematica de extrema relevancia para o ser humano. Para além da toxicidade inerente da
composicao dos polimeros e a presenca de aditivos, a quimica dos microplasticos pode ser
alterada. Estas alteracGes ocorrem através da presenca de substancias toxicas ja existentes no
ambiente marinho gue adsorvem a superficie do plastico (Ziccardi et al., 2016). Estas substancias
podem ser metais pesados e poluentes orgénicos persistentes (POP) que podem ser transferidos
para os organismos, causando disrupcdes enddcrinas (Teuten et al., 2009) e entrar nas cadeias
tréficas marinhas (Setéld et al., 2014).

Os microplasticos podem ser absorvidos pelos organismos através de outros processos (Lusher et
al., 2015; Foley et al., 2018). A relacdo entre a morfologia do aparelho filtrador e a presenca de
particulas antropogénicas foi estudada por Collard et al. (2017a) em trés espécies de peixes
planctivoros (sardinha, biqueirdo e arenque), em que a sardinha foi a espécie que ingeriu 0 maior
nimero de particulas antropogénicas devido ao facto de possuir a maior &rea de filtracdo e um
espaco entre branquispinhas mais pequeno, tornando-se a espécie mais vulneravel.

Nos peixes planctivoros as branquispinhas protegem o epitélio branquial retendo as particulas da
coluna de &gua durante a respiracdo (Gerking, 1994). Em algumas espécies, como 0s
Clupeiformes, as branquispinhas podem ter uma segunda funcao relacionada com 0s mecanismos
de alimentacéo (Elsheikh, 2013). Assim, a acumulacdo de microplasticos pode ocorrer e depende
das diferentes morfologias dos aparelhos respiratorios dos peixes.

A presenca de detritos de plastico j& foi detetada em produtos que se destinam ao consumo
humano, como peixe e marisco comprados em mercados e conservas (Neves et al., 2015; Karami
et al., 2018) Para além destes estudos, foram ainda detetados microplasticos nos estbmagos de
peixes com importante interesse comercial no mediterraneo (Romeo et al., 2015) e no trato
gastrointestinal e figado de biqueirdo e sardinhas que podem ser consumidos inteiros (Avio et al.,
2015; Collard et al., 2017b; Compa et al., 2018). Estas evidéncias levantam preocupagfes em
relacdo a ingestdo de microplasticos pelo ser humano e os seus potenciais efeitos na saude
humana.

Contudo, as implicagBes da ingestdo de microplésticos para a salde humana ainda séo
desconhecidas. Varios cientistas especulam que os microplasticos com tamanho superior a 150
um provavelmente nunca serdo absorvidos ao nivel do intestino, enquanto os microplésticos
menores que 150 um podem ser translocados da cavidade intestinal para a linfa e sistema
circulatério, causando exposicéo sistémica (Panel e Chain, 2016).

Especula-se ainda que apenas os microplasticos com tamanhos < 20 pum sejam capazes de entrar
nos 6rgaos, enquanto as fragdes menores (0,1 > 10 um) sdo capazes de aceder a varios 6rgaos,
atravessar as membranas celulares, barreiras hematoencefalicas e a placenta (Browne et al., 2008;
Galloway, 2015; Panel e Chain, 2016). Tendo em consideragéo esta probabilidade, a presenca de
microplasticos foi recentemente observada em drgdos (visceras e branquias) e carne eviscerada
(peixe inteiro excluindo visceras e branquias) em cavala indiana (Rastrelliger kanagurta),
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anchova (Stolephorus waitei), tainha verde (Chelon subviridis) e Johnius belangerii (Karami et
al., 2017). Para além deste estudo, foram detetados microplasticos nos muasculos de espécies de
peixes com interesse comercial (Akhbarizadeh et al., 2018; Barboza et al., 2020). Estes estudos
levantam preocupacdes sobre possiveis implicacdes para os consumidores humanos.

1.3. Costa Portuguesa — Vulnerabilidade aos MPs

Portugal encontra-se localizado no Sudoeste da Europa, na Peninsula Ibérica e é o pais mais
ocidental da Europa continental, sendo delimitado pelo oceano Atlantico a oeste e sul e pela
Espanha ao norte e leste. Este é atravessado por varios rios que tém origem em Espanha e que na
sua maioria fluem de leste para oeste e que desaguam no oceano Atlantico. Um estudo recente
efetuado em 2019 no rio Ebro, um dos maiores da peninsula ibérica, concluiu que os rios
constituem vias de transporte de microplasticos originados no interior para 0S 0ceanos
(Barbuzano, 2019). Tendo em consideracdo as caracteristicas da costa portuguesa e dos varios
cursos de &gua existentes, a costa portuguesa é vulneravel aos residuos de plasticos provenientes
de fontes terrestres. Para além destas fontes terrestres, existem fontes marinhas de polui¢éo que
incluem a pesca e atividades maritimas recreativas. Adicionalmente, Portugal constitui uma
importante rota para navios comerciais e de cruzeiro (Frias et al., 2014). Normalmente séo
encontradas elevadas concentracfes de microplasticos nas areas costeiras, proximas de
instalagdes industriais, grandes areas metropolitanas e portos de pesca (Frias et al., 2014).
Anteriormente foram efetuadas investigacdes ao nivel dos detritos plasticos (Martins e Sobral,
2011) e microplasticos (Antunes et al., 2018) nas praias da costa portuguesa, em amostras de
zooplancton recolhidas nas aguas costeiras de Portugal (Frias et al., 2014) e em véarias espécies
de peixes com interesse comercial (Neves et al., 2015) e em peixes do estuario do Mondego
(Bessa et al., 2018). Recentemente realizou-se um estudo em trés espécies de peixes com interesse
comercial (Dicentrachus labrax, Trachurus trachurus e Scomber colias) do nordeste do Oceano
Atlantico capturadas em Portugal (Barboza et al., 2020), sendo analisados o0s tratos
gastrointestinais, branquias e musculos. Em 2020, foi ainda realizado um estudo em peixes
pelagicos planctivoros (Sardina pilchardus, Trachurus trachurus, Engraulis encrasicolus,
Scomber colias, Scomber scombrus e Boops boops) em aguas Atlanto-ibéricas, em que analisaram
0s contetdos estomacais de modo a investigar uma relacdo entre a ingestdo de MPs e a
composicao das dietas dos peixes (Lopes et al., 2020).

Apesar da existéncia destes estudos, a nivel nacional e internacional a maioria dos estudos focam-
se na existéncia de microplasticos nos tratos gastrointestinais dos organismos, mas pouco se sabe
sobre a sua presenca noutros tecidos e principalmente em tecidos consumidos pelo ser humano.

1.4. DQEM e descritor 10

A Diretiva 2008/56/CE, do Parlamento Europeu e do Conselho de 17 de junho de 2008, designada
de Diretiva Quadro “Estratégia Marinha” (DQEM) estabelece um quadro de a¢do comunitaria em
que os Estados-Membros devem elaborar estratégias para as aguas marinhas sob soberania ou
jurisdicdo nacional e adotar as medidas necessarias de modo a obter ou manter um bom estado
ambiental (BEA) do meio marinho até 2020.

A DQEM ¢é considerada o pilar ambiental da politica maritima integrada e tem como principais
objetivos preservar, proteger e valorizar os ambientes marinhos, impedindo que estes sejam
danificados e promover a recuperacdo, bem como prevenir e reduzir a poluicdo marinha.



No Anexo Il da DQEM consta que a definicdo do conjunto de caracteristicas correspondentes ao
BEA das 4guas marinhas deve ter em consideragdo onze descritores qualitativos. Estes descritores
estdo relacionados com varios temas de conservagdo dos ecossistemas, biodiversidade, qualidade
das aguas marinhas e press@es e impactos no meio marinho e que definem o BEA em &guas
marinhas sob soberania e jurisdi¢io dos Estados-Membros da EU.

O descritor 10 (D10 - As propriedades e quantidade de lixo marinho ndo prejudicam o meio
costeiro e marinho) engloba a problematica do lixo marinho. A inclusdo do D10 na DQEM reflete
a preocupacdo global de que o lixo marinho acarreta consequéncias prejudiciais para 0S
organismos, ambiente e para a salde humana. Contudo, ainda existem inimeros parametros e
programas de monitorizacdo que necessitam de ser melhorados, como a monitorizagdo do lixo
microscopico e dos fundos marinhos e aguas de superficie. Ainda ndo existe uma uniformizagéo
metodoldgica bem definida que permita comparar o impacto do lixo marinho nos organismos e
no ambiente, bem como a sua potencial toxicidade e impacto no ser humano.

Em 2017, a Decisdo 2010/477/EU foi revogada e passou a entrar em vigor a Decisdo (UE)
2017/848 da Comissdo, de 17 de maio de 2017. Esta deciséo estabelece novos critérios e normas
metodoldgicas para avaliar o BEA das aguas marinhas. Nesta Gltima Decisdo da Comissdo foram
adicionadas as normas metodologicas, especificacdes e métodos normalizados de monitorizagdo
e avaliacdo a utilizar pelos Estados-Membros. Nesta decisdo destacam-se alguns critérios de
avaliagdo como: o critério D10C2, em que foi definida a quantidade de lixo microscopico por
categoria em nimero de elementos e peso em gramas (g) por quilémetro quadrado (km?) no caso
de amostras da camada superficial da coluna de dgua e nos sedimentos do fundo do mar. Para o
D10C3 “A quantidade de lixo e lixo microscopico ingerida pelos animais marinhos situa-se num
nivel que ndo afeta negativamente a satide das espécies em causa” foi definida a quantidade de
lixo/lixo microscopico em gramas (g) e nimero de elementos por individuo de cada uma das
espécies em relacdo ao tamanho (peso ou comprimento, consoante 0s casos) do individuo
amostrado. Por fim no D10C4 foi definido o nimero de individuos afetados (efeitos letais ou
subletais) por espécie. Estes pardmetros e especificacbes foram tidos em consideracdo para a
realizagdo deste estudo de modo a selecionar a espécie mais adequada para monitorizar a presenca
de microplasticos na coluna de agua.

Ainda no ambito da DQEM, no 1° ciclo de implementac&o que decorreu entre 2012 e 2018 foram
definidas metas para os descritores avaliados. Relativamente ao D10, uma dessas metas consistia
em selecionar o indicador bioldgico mais adequado para avaliar o impacto do lixo marinho no
biota para a subdivisdo do Continente. No entanto a meta néo foi totalmente atingida devido a
inexisténcia de estudos e monitorizacdo dirigidos aos indicadores. A escolha destes
bioindicadores iriam permitir o estabelecimento de programas de monitorizacdo de modo a
acompanhar a evolucdo do D10 da DQEM. Atualmente encontra-se a decorrer 0 2° ciclo de
aplicacdo da diretiva (2018-2024) em que os relatdrios iniciais para as quatro subdivisdes nacionais
(incluindo a subdivisdo do Continente) encontram-se para consulta publica. Neste relatdrio,
relativamente ao D10 foram propostas potenciais espécies indicadoras para a avaliagdo dos critérios
D10C3 e D10C4 na subdivisdo do Continente.

Um bioindicador é um organismo (ou comunidade de organismos) que contem informac&o acerca
da qualidade do ambiente (Chovanec et al., 2003). A utilizagdo de organismos marinhos como
bioindicadores da poluicdo causada pelos plasticos pode fornecer informacgdes cruciais que
melhor integrem a presenca espacial e temporal de detritos plasticos no mar (Bonanno e Orlando-
Bonaca, 2018). No Atlantico Nordeste a espécie de pardela-do-artico (Fulmarus glacialis) é um
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dos indicadores formais do lixo marinho na OSPAR (Convencdo para a Prote¢cdo do Meio
Marinho do Atlantico Nordeste) e na DQEM (OSPAR, 2008). No Mar Mediterraneo, a espécie
de tartaruga-marinha-comum (Caretta caretta) é ainda utilizada para monitorizar a presenca de
lixo marinho sob a Convencdo UNEP-MED POL e o Descritor 10 da DQEM na UE.

As espécies acima descritas, ndo ocorrem em Portugal ou séo espécies migratorias, inviabilizando
a sua utilizacdo como bioindicadores na subdivisdo do Continente. Assim, é necessario que as
metodologias que envolvam espécies especificas tenham em consideracdo a distribuicdo
biogeografica das mesmas. E necessario um conjunto de espécies para monitorizar o lixo marinho
ingerido pelos organismos, uma vez que uma Unica espécie ndo permite cobrir todas as regides
da Europa (MSFD, 2013).

Os peixes sdo geralmente considerados excelentes bioindicadores de poluigdo, uma vez que séo
organismos no topo da cadeia alimentar aquatica, vida longa, faceis de amostrar e tamanhos ideais
para andlises (Chovanec et al.,, 2003). A escolha de um bom bioindicador tem de ter em
consideracdo as varias caracteristicas das espécies. Recentemente, Fossi et al. (2018) definiram
seis critérios para selecionar um bom bioindicador do lixo marinho, sendo necessaria a existéncia
de informacdes especificas das espécies. Os critérios de selecdo necessitam de ter em
consideracdo: 1) Informacéo historica das caracteristicas taxondmicas, bioldgicas e ecologicas da
espécie; 2) Informacdo sobre o habitat e distribuicdo natural das espécies; 3) Informacdes tréficas
e do comportamento alimentar, como 0s mecanismos alimentares (ex. alimentacéo por filtragéo)
e comportamentos de alimentacdo (ex: alimentagdo em cardume, alimentacdo bentonica,
oportunista, etc.); 4) Distribuicdo espacial de modo a permitir uma cobertura espacial adequada;
5) Importdncia comercial e estatuto de conservagdo que pode permitir estimar a potencial
transferéncia de plasticos associados aos recursos pesqueiros consumidos pelos humanos; 6)
Informacgdo documentada sobre a ingestdo de lixo marinho, através de estudos publicados e
estatisticas.

Tendo em conta a falta de bioindicadores, em Portugal, para a avaliacdo dos critérios do D10 da
DQEM, esta dissertagdo pretende responder a necessidade de selecionar e propor uma espécie de
peixe que possua as caracteristicas de bom indicador bioldgico. Os peixes da costa portuguesa
que integram este estudo possuem uma ampla distribuicdo e tém uma elevada importancia
comercial o que os torna excelentes candidatos a bioindicadores na costa portuguesa.

1.5. Objetivos

Este estudo tem como objetivo principal selecionar a espécie e o tecido mais adequado para
monitorizar a quantidade de microplasticos na coluna de dgua. A informacéo obtida sera da maior
importancia para a aplicacdo do critério D10C3 (a quantidade de lixo e lixo macroscopico
ingerido pelos animais marinhos situa-se num nivel que ndo afeta negativamente a satde das
espécies em causa) do D10 da DQEM. Para alcangar o objetivo deste estudo, pretende-se:

e Avaliar a acumulacdo de microplasticos em trés tecidos (branquias, trato gastrointestinal e
musculo) de trés espécies de peixes: carapau (Trachurus trachurus, Linnaeus, 1758), sardinha
(Sardina pilchardus, Walbaum, 1792) e biqueirdo (Engraulis encrasicolus, Linnaeus, 1758);

e Comparar o0 N° de MPs/ g de tecido entre os Varios tecidos das espécies;

e Caracterizar e identificar os MPs encontrados nas espécies através da espetroscopia FTIR;

e Selecionar e propor um bom bioindicador para 0 D10 da DQEM para as aguas marinhas
portuguesas.



MATERIAL E METODOS




2. Material e Métodos

2.1. Caracterizacdo da area de estudo

As amostras de peixe foram recolhidas ao longo da plataforma continental portuguesa e do Golfo
de Cédiz, nas estagOes assinaladas na Figura 2.1. Todas as amostras deste estudo foram recolhidas

durante o dia, utilizando a técnica de arrasto, a bordo do NI Noruega durante a campanha Pelago
18, que decorreu entre abril e maio de 2018, iniciada em 26 de abril.
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Figura 2.1- Plataforma continental portuguesa e Golfo de Cadiz com as estagdes de amostragem dos individuos
capturados: de biqueirdo (A ), sardinha (J) e carapau ( @ ).

O upwelling costeiro nestas areas ocorre principalmente ao longo da costa ocidental e norte da
Peninsula Ibérica durante os meses de primavera-verdo (Botas et al., 1990). Este fenémeno gera
uma importante produgdo priméria (Filza, 1984), que afeta a disponibilidade de alimento e a
reproducdo e recrutamento dos pequenos peixes pelagicos. Sabe-se, ainda, que estas &reas
apresentam diferencas em termos de produtividade e caracteristicas oceanograficas (Mason et al.,
2006), que mostraram anteriormente resultar em diferencas significativas na composicédo da dieta
das populagdes de sardinha (Garrido et al., 2008a). O nimero de espécies capturadas em cada
local variou em cada arrasto, dependendo da disponibilidade de captura. As varias estacdes de
amostragem e as respetivas espécies podem ser observadas na Figura 2.1.
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2.2. Biologia e caracteristicas das especies estudadas

Para este estudo, foi escolhida uma espécie semi-pelagica, o carapau (Trachurus trachurus).
Foram também escolhidas duas espécies pelagicas com um importante valor comercial: sardinha
(Sardina pilchardus, Walbaum, 1792) e biqueirdo (Engraulis encrasicolus, Linnaeus, 1758). Para
a selecdo das espécies a estudar foram tidos em consideracdo diversos fatores, nomeadamente,
biolégicos e socioecondmicos.

O carapau-branco (Trachurus trachurus) (cédigo
FAO: HOM) (figura 2.2 a) é uma espécie semi-  a)
pelagica (Rumolo et al.,2017) e oceandédroma que
habita a coluna de 4gua e forma grandes cardumes
em areas costeiras de substratos arenosos (Wheeler
e Du Heaume, 1969). Esta espécie possui uma

ampla distribuicdo geografica e é encontrada no b) Trachurus trachurus (Linnaeus, 1758)
oceano Atlantico nordeste, desde a Islandia até

Cabo Verde, Mar Mediterraneo e Mar Negro &« ;.‘-anmfmw“\(
(Whitehead, 1984). Na costa portuguesa ocorre _— >

entre os 100 e os 200 m de profundidade, podendo Sardina pilchardus (Walbaum, 1792)

atingir os 500 m (Whitehead, 1984). Tem um ciclo

de vida longo, podendo atingir mais de 40 anos de ©) P
idade (Abaunza et al., 2003). A alimentacdo é ‘

composta por copépodes, decapodes, moluscos, Engraulis encrasicolus (Linnaeus, 1758)

ovos de peixe, larvas e cefalopodes (Olaso et al.,

1999). Segundo um estudo efetuado por Garrido

et al. (2015), verificou-se uma auséncia de presas ~ Figura 2.2- Especies estudadas (a) Carapau-branco;

com tamanhos pequenos (<200 pm) e numeros ,(\%rst?r:gg‘gif#gﬁg?'%f?)?'q“e'rao' (Adaptagdo de

reduzidos de presas com tamanhos entre os 200-

500 um em estdbmagos de carapaus adultos e juvenis. O carapau € um recurso pesqueiro
importante explorado em Portugal, sendo que em 2019 os volumes de capturas aumentaram
(+68,9%) com 1 615 toneladas INE, 2019).

A sardinha europeia (Sardina pilchardus) (codigo FAO: PIL) (figura 2.2 b) é a principal espécie
pelagica capturada em Portugal continental. E uma espécie marinha epipelagica e neritica
(Wuertz, 2010), migratoria, da familia Clupeidae e apresenta um ciclo de vida curto e crescimento
rapido. A distribuicdo € restrita as aguas costeiras da plataforma, principalmente a profundidades
acima dos 150 m, formando cardumes durante o dia (Stratoudakis et al., 2007). Em Portugal a
distribuicdo geografica desta espécie abrange todo o litoral, ilha da Madeira e dos Acores (Parrish
et al., 1989). A sardinha alimenta-se através de 2 modos, alternando os comportamentos
dependendo do tamanho das presas. A alimentagdo por filtracdo (ndo seletiva) é utilizada na
captura de presas com tamanhos <724 um, enquanto a alimentagdo raptorial ou particulada
(seletiva) € utilizada para a captura de presas com tamanhos >780 um (Garrido et al., 2007). A
alimentacdo € composta por micro e mesozooplancton e fitoplancton como dinoflagelados e
diatoméaceas e ovos de peixe (Garrido et al., 2007), no entanto podem alimentar-se de
nanoplancton retendo particulas com tamanhos de 4 um (Cunha et al., 2005). Em Portugal este
peixe possui uma elevada importancia socioeconémica e esta associada a tradicdes portuguesas
(Teixeira et al., 2015) e é consumida fresca, utilizada na indUstria conserveira e para isco.
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O biqueirdo (Engraulis encrasicolus) (codigo FAO: ANE) (figura 2.2 ¢) é um pequeno pelagico
marinho e costeiro que forma cardumes de grandes dimensdes (Lleonart e Maynou, 2003). Tem
uma distribui¢do no Mar Negro e Azov, no mediterraneo e costa Atlantica da Europa (Whitehead,
1985). Nas populagdes do sul da europa, existem divisGes genéticas na area do Atlantico Ibérico
(Caneco et al., 2004). Atinge tamanhos médios entre 0s 12 e 0s 18 cm, e possui um ciclo de vida
curto (Ribeiro et al., 1996). Esta espécie alimenta-se através de alimentacdo por filtracdo ou
alimentacdo raptorial (particulada) (O’Connell, 1972). Esta capacidade de alternar
comportamentos alimentares torna o biqueirdo um predador flexivel e oportunista (Borme et al.,
2009). A sua dieta é composta por presas meso pelagicas e fitoplancton (Bulgakova, 1996) com
tamanhos relativamente pequenos com cerca de 720 um (James et al., 1989). Segundo o (INE,
2017) o biqueirdo tem vindo a adquirir maior relevancia. Em 2017, em Portugal foram
transacionadas em lota 9021 toneladas de biqueirdo, sendo esta a quantidade mais elevada desde
que existem registos para esta espécie.

2.3. Tecidos analisados

Os tecidos escolhidos, trato gastrointestinal, branquias e musculo, foram selecionados tendo em
consideracéo a diferente informacéo que podem fornecer. A ingestdo de microplésticos por vérias
espécies de peixes tem sido bem documentada desde o inicio da presente década (Boerger et al.,
2010; Davison e Asch, 2011) e a literatura e estudos sobre o tema tém progressivamente
aumentado. Assim, o trato gastrointestinal foi escolhido dado que a analise dos contelidos
estomacais permite recolher informacéao acerca da ingestdo de microplasticos por cada espécie.

As branquias sdo um 6rgao multifuncional envolvido na troca de gases dos peixes. Em algumas
espécies, como nos Clupeiformes, as branquispinhas adquiriram uma segunda funcao relacionada
com a alimentagdo (Elsheikh, 2013). Os peixes que se alimentam por filtracdo, possuem
branquispinhas numerosas e alongadas que sao utilizadas como uma rede para extrair o alimento
da &gua diretamente para o es6fago (Collard et al., 2017a). Assim, este tecido foi escolhido de
modo a melhor representar a presenca de MP na agua e ainda relacionar com a sua dieta e
comportamento alimentar.

Estudos recentes reportaram a existéncia de microplasticos em masculo de varias espécies de
peixes (Abbasi et al., 2018; Akhbarizadeh et al., 2018; Barboza et al., 2020). Embora as
implicacdes da ingestdo de microplasticos para a satide humana ainda sejam desconhecidas, uma
vez que Portugal é o maior consumidor de peixe por habitante na UE e o terceiro a nivel mundial,
consumindo em média cerca de 61,5 kg/per capita/ano (Guillen et al., 2018) é importante avaliar
a presenca de microplasticos nos tecidos musculares dos peixes. Assim, o tecido muscular foi
escolhido, pois sdo necessarios mais estudos de modo a preencher as lacunas existentes.

2.4. Parametros biométricos e parametrizacdo das unidades utilizadas

A tabela 2.1 resume por espécie, as classes de comprimento (cm), o peso total (g) e 0 nimero total
de individuos capturados. Esta informacdo permite ter uma maior percecdo das diferencas de
tamanhos dentro da mesma espécie. Foram capturados mais individuos de carapau
comparativamente as outras espécies. Os comprimentos de todos os individuos amostrados
variaram entre os 8,0 cm (sardinha) e os 25,5 cm (carapau), sendo 0s maiores pesos registados
nos individuos de carapau.
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Tabela 2.1- Resumo das caracteristicas biométricas dos exemplares das espécies Trachurus trachurus (HOM),
Sardina pilchardus (PIL) e Engraulis encrasicolus (ANE) analisados: classes de comprimento (cm), peso total (g) e n°

total de individuos capturados.

Classes de Ne total de

Espeécie comprimento (cm) Peso total (9) individuos
HOM 12-25,5 14,8-148,7 84
PIL 8-18 3,65-60,4 68
ANE 9,5-12,5 6,6-13,0 44

Os dados foram apresentados tendo em consideracdo as unidades de medida para o D10C3
definidos na DQEM (Diretiva 2008/56/CE), que permite padronizar as metodologias para avaliar
0 BEA. Para a apresentacgdo dos resultados utilizou-se o nimero de MPs encontrados por grama
de tecido analisado (N° MPs/g tecido). A utilizacdo de uma normalizagdo a grama permite a
comparacéo de individuos com diferentes tamanhos e diferentes pesos de cada tecido. No entanto,
a maioria dos estudos de microplasticos existentes apresentam os resultados em nimero de MPs
encontrados em cada tecido, ndo tendo em consideragéo os pesos dos tecidos. De forma a ilustrar
esta problematica, foi efetuada uma analise prévia utilizando as medianas do nimero de MPs e
nimero de MPs/g nos tratos gastrointestinais (Tabela 2.2). Nessa tabela, podemos constatar que
utilizando os mesmos dados, mas tratados de forma distinta, os resultados obtidos sdo diferentes.
Analisando as medianas do nimero de MPs nos tratos gastrointestinais para todas as espécies
constata-se que nédo existe diferencas na abundancia de MPs entre as varias espécies. Contudo, ao
tratar os mesmos dados tendo em consideracdo uma normalizacdo a grama de tecido podemos
verificar que a sardinha apresenta uma mediana superior as outras duas espécies. Estas analises
permitem concluir que os mesmos dados tratados de formas diferentes conduzem a resultados
distintos ao nivel das medianas, levando a uma sobrevaloriza¢ao ou subvalorizagdo dos mesmos.
Esta problematica evidencia a necessidade de uniformizagdo ao nivel do tratamento dos dados
nos varios estudos de forma a serem comparaveis entre si.

Tabela 2.2- Medianas, minimos e maximos do N° de MPs e do N° de MPs/g encontrados nos tratos gastrointestinais
de Trachurus trachurus (HOM), Sardina pilchardus (PIL) e Engraulis encrasicolus (ANE), capturadas na costa
portuguesa e Golfo de Cadiz.

N° de MPs no trato HOM PIL ANE
gastrointestinal
Mediana 1,00 1,00 1,00
Min-Méax 0-14 0-10 0-3
(0]
N° de MP_s/g dg trato HOM PIL ANE
gastrointestinal
Mediana 2,38 6,67 2,04
Min-Méax 0-33 0-50 0-50
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2.5.  Amostragem, preparacao e digestdo das amostras

Para este trabalho foi analisado um total de 196 peixes das trés
espéecies selecionadas (588 amostras de tecidos). Apoés
captura, as amostras foram imediatamente congeladas a
bordo, a -20° C, para posterior disseca¢do no laboratério. No
laboratério, os peixes foram descongelados a temperatura
ambiente antes de serem pesados e medidos. Para cada
individuo, foi registado o comprimento total (cm), utilizando
um ictiometro (precisdo de 0,1 cm). Cada peixe foi dissecado
utilizando um bisturi, tesoura e pingas e foram removidas
amostras de branquias, trato gastrointestinal e misculo, como
se pode observar na figura 2.3. De modo a evitar
contaminacdes, as amostras recolhidas foram guardadas em
sacos individuais com fecho zip. Todas as amostras recolhidas |
foram armazenadas numa arca congeladora a temperatura de - ¥4=
20° C até posterior analise.

Figura 2.3- Dissecacdo de um
exemplar de Engraulis encrasicolus

A metodologia de digestdo selecionada para todos os tecidos " :
para separagdo de tecidos.

teve por base o estudo efetuado por Dehaut et al. (2016),

tendo-se adicionado as amostras um volume de uma solugéo de hidroxido de potéssio (KOH) a
10% pelo menos 3 vezes superior ao peso do material bioldgico. Esta metodologia é eficiente na
digestdo de material bioldgico, apresenta uma boa relagéo custo-beneficio e ndo possui impacto
na integridade dos polimeros de plastico (Karami et al., 2017). Estudos recentes (Kihn et al.,
2017) confirmaram que a utilizacdo de uma solucdo de hidréxido de potassio (KOH) para a
extracdo de plasticos de organismos é um método vélido e pratico. As amostras de cada tecido
foram descongeladas a temperatura ambiente e posteriormente pesadas numa balancga analitica
(KERN 510), (precisdo de 0,01g) de modo a determinar o volume de solugdo de KOH a ser
colocado. Por forma a facilitar a digestdo das amostras, as vértebras e partes duras foram cortadas
com uma tesoura antes de inserir no frasco (Dehaut et al., 2016). Posteriormente, as amostras
foram incubadas numa estufa (Memmert, VO400cool) durante 24 h a 60° C, até a matéria organica
estar totalmente digerida. As amostras foram agitadas manualmente ao longo da digestéo, de
modo a facilitar a degradacdo da matéria organica. Apos digestdo, as amostras foram filtradas
através de um filtro de 20 um de policarbonato (Whatman® Nuclepore) utilizando uma bomba
de vacuo Millipore (Modelo wp6111560). Os filtros foram transferidos para caixas de Petri
identificadas, que foram seguidamente colocadas numa estufa a 40° C de modo a secarem antes
de serem visualizados a lupa.

2.6. Caracterizacéo e detecdo de microplasticos

Os filtros de cada amostra foram visualmente inspecionados de modo a detetar a presenca de
microplasticos. Todos 0s potenciais microplasticos encontrados foram recolhidos e registados
com recurso a uma lupa estereoscdpica binocular (Leica S9 D, ampliacdo de até 55x e zoom de
9: 1). A detecéo visual dos microplésticos teve em consideracéo a cor dos itens encontrados, a sua
rigidez e deformacédo caso fossem pressionados com uma ponta de metal rigida quente. Para a
caracterizacao do tamanho dos MPs foi considerada a definicdo de Arthur et al. (2009) e Frias e
Nash (2019) que definem os MPs como particulas <5 mm (5000 pum). As particulas que ndo se
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enguadravam nesta definicdo de tamanho foram desconsideradas para a caracterizacao e analises
estatisticas.

Os potenciais microplésticos encontrados foram contabilizados por individuo e separados de
acordo com a sua forma (fibra, filamento, fragmento, esfera, grupo de fibras e outro), cor
(transparente, azul, preto, verde, vermelho, branco, multicolor, outras) e classe de comprimento
(2-5 mm, 1-2 mm, 0,5-1mm, 0,3-0,5 mm, <0,3 mm). Considerou-se o tamanho 0,009mm como
sendo o valor limite de detecdo, uma vez que foi o tamanho de MPs mais reduzido encontrado
neste estudo.

As vérias tipologias e cores de MPs foram selecionadas tendo em conta as tipologias de MPs mais
encontrados em publicacGes e os protocolos de monitorizagéo existentes (Frias et al., 2018; Bessa
et al., 2019). Na figura 2.4 encontram-se representadas as principais formas de MPs identificadas
neste estudo.

Figura 2.4- Principais formas de MPs identificados: 1) fibras; 2) filamento; 3) fragmento; 4) esfera; 5)
grupo de fibras; 6) outros (esponjas e borrachas).

Todas as potenciais particulas de plastico foram isoladas e fotografadas de modo a elaborar uma
base de dados fotogréfica para a posterior confirmacdo dos grupos funcionais de polimeros
utilizando a espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Para a medicao
dos microplasticos foi utilizado o software ImageJ (v1.48, National Institutes of Health, U.S.A;
download efetuado a partir site http://imagej.nih.gov).

2.7. Minimizacdo de contaminagdes

Dada a ubiquidade das microfibras nos ecossistemas marinhos (Phuong et al., 2016), na
precipitacdo atmosférica (Dris et al., 2015) e no ambiente quotidiano humano, as microfibras
podem ser facilmente transportadas pelo ar. De modo a diminuir as potenciais contaminacGes
aéreas de microplasticos e microfibras no ambiente interior (Gasperi et al., 2018), foram tomadas
diversas medidas durante todo o procedimento laboratorial. Para todo o processo de dissecacdo e
manipulagdo das amostras, foram utilizadas batas 100 % de algod&o e luvas de latex de uso Unico.
A bancada de trabalho e todos os utensilios de dissecacdo foram limpos com etanol, de modo a
minimizar contaminac¢Ges. Durante todo o processo laboratorial, foram utilizados materiais
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limpos e as amostras foram armazenadas em recipientes limpos. Foram, ainda, utilizados
materiais preferencialmente de vidro, aco inoxidavel e metal, previamente desinfetados com
Extran alcalino (Extran® AP 12) e lavados com agua Milli-Q (Millipore, Milli-Q Gradient A10,
ZMQS6VO0T1). O sistema de purificacdo de dgua Milli-Q permite a obten¢do de agua ultrapura
utilizando uma membrana filtradora de 0,22 um. Entre a manipulacdo de cada amostra, 0s
utensilios foram limpos com agua Milli-Q. Sempre que as amostras e solu¢Bes ndo eram
utilizadas, foram cobertas por uma pelicula vedante de Parafilm M®. A preparacdo de solugdes e
filtracBes foram efetuadas numa hotte (Indlab ENS — Industrial laborum REF: 105-0011) de modo
a minimizar contaminacgdes. Todas as '
solugbes foram preparadas com agua
Milli-Q em frascos previamente limpos.
Foram utilizados trés brancos (controlo
do processo de digestao) e dois controlos
(controlo do processo de identificagdo e
extracdo dos microplasticos). Os brancos
foram processados conjuntamente com
as amostras utilizando 0s mesmos
reagentes e observados a lupa para
identificacdo de potencial contaminacao
com o lote correspondente de amostras.
O processamento e andlise destes
brancos foram efetuados no inicio, a ) ; -

. . Figura 2.5- Imagens de clpula aberta e fechada, utilizada
meio e no fim do processamento das  gurante as observacies a lupa de modo a diminuir
amostras. Os dois filtros controlo foram  contaminagdes.
colocados de cada lado da lupa durante
0 processo de observacdo dos microplasticos. Os controlos foram visualizados regularmente,
utilizando uma lupa binocular, de modo a identificar contaminag6es. Todos os dias, foi efetuado
um registo da cor das roupas utilizadas pelo operador durante o processamento e observacao das
amostras. De modo a diminuir as contaminac¢@es por microfibras durante o processamento das
amostras a lupa foi ainda utilizado uma metodologia semelhante a apresentada no estudo de Torre
et al. (2016). Este método foi utilizado neste estudo (figura 2.5), observando-se uma diminuigédo
do namero de microfibras observadas nos filtros controlo. Assim, durante as observacgdes a lupa,
foi utilizada uma ctpula de plastico em redor da lupa, de modo a isolar a area de contaminacoes
aéreas por microfibras.

2.8. Analise Estatistica

Os dados recolhidos foram analisados através dos métodos estatisticos considerados mais
apropriados, em funcéo das suas caracteristicas e dos objetivos a atingir. As analises estatisticas
foram realizadas através do software STATISTICA (Statsoft, 2008) e os graficos a partir do
software SPSS 23.0 (SPSS, Chicago, IL).

Para testar a normalidade das variaveis foi efetuado o teste de Kolmogorov-Smirnov com corre¢ao
de Lilliefors. Uma vez que se concluiu que os dados recolhidos ndo seguiam uma distribuicdo
normal, optou-se por utilizar testes ndo-paramétricos. Assim, para efetuar comparagdes multiplas
entre os varios tecidos das espécies foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis H
(KW-H). Para comparar amostras de dois grupos independentes, par a par (pairwise) utilizou-se
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0 teste ndo paramétrico de Mann-Whitney (U). As diferencas foram consideradas significativas
para p<0,05 (indicado através do simbolo “*”).

2.9. ldentificacdo de Polimeros

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica usada para
obter um espectro de infravermelho e é utilizada para a caracterizacéo de particulas de plastico.
Esta técnica permite identificar o material em estudo através da interacdo das moléculas do
mesmo com os infravermelhos. Os infravermelhos medem a interacdo entre as moléculas, e como
cada material € constituido por conjugac@es diferentes de moléculas, cada material tem uma
vibracdo caracteristica (Képpler et al., 2015; Tagg et al., 2015). Os microplasticos encontrados
foram identificados a partir de um micro-FTIR Spotlight 200i da Perkin Elmer (Perkin Elmer,
USA). Este equipamento é um FTIR com um microscépio acoplado e um detetor de telureto de
mercdrio e cadmio (MCT) arrefecido com azoto liquido, capaz de operar por transmissao,
refletdncia e refletancia total atenuada (ATR). Os espectros foram obtidos por refletancia, com
uma resolucéo de 4 cm™, entre os 4000 e os 600 cm™ e com um niimero minimo de 10 scans. A
leitura através da espectroscopia de refletancia permite obter um espectro sem entrar em contacto
com a amostra. Os espectros serdo apresentados em transmitancia (T%) por nimeros de onda
(cm™1), como se pode observar na figura 2.6. Os espectros foram analisados usando o software
PerkinEImer Spectrum IR (versdo 10.6.1) e ndo sofreram qualquer corre¢cdo ou manipulacéo,
exceto para a remocao da absorg¢do de CO.. Os espectros obtidos foram comparados com varios
espectros de referéncia de diferentes bases de dados (PolyATR, AR Polymer Introductory,
NDFIBS, RP, CRIME, FIBERS 3, POLY1, POLYADDL. da PerkinElmer). Foi estabelecido um
nivel de aceitacdo dos espetros dos polimeros utilizando um limiar para a identificacdo dos
espetros de 60% de semelhanga ao comparar o0 espetro da amostra com 0s espetros da base de
dados espectrais de referéncia. A figura 2.6 ilustra um exemplo da identificagdo de um polimero
e a sua comparacao com o espectro da biblioteca de dados espectral. Do total dos potenciais MPs
encontrados foram analisados 35% através da técnica do FTIR. A escolha da andlise deste valor
percentual foi baseada nos valores habituais de referéncia utilizados na literatura (Alomar et al.,
2017; Bessa et al., 2018; Barboza et al., 2020; Lopes et al., 2020).

e Espectro de BMA da amostra

*'~ oy . Espectro de BMA da biblioteca
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Figura 2.6- Espectro de acrilato (Butil metracrilato- BMA) obtido a partir de uma amostra de um fragmento azul encontrado
em biqueirdo. Em cima, a preto figura o espectro da amostra, em baixo, a vermelho encontra-se ilustrado o espectro de BMA
da biblioteca de espectros utilizado para a comparagdo com a amostra. O eixo do y corresponde a percentagem de
transmiténcia (T%) e o eixo do x aos nimeros de onda (cm™).
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3. Resultados
3.1. Microplasticos totais nas espécies

Num total de 196 peixes capturados foram detetados 757 potenciais microplasticos (MPs). No
total de todos os microplasticos encontrados nas espécies e em todos os tecidos, a cor
predominante foi a azul (66,8%), seguida da cor vermelha (9,6%), transparente (7,3%) e verde
(6,2%). Foram ainda encontradas outras cores com percentagens inferiores como se pode observar
na figura 3.1. a). As fibras foram a forma mais comum (76,8%), seguida dos fragmentos (15,6%),
e filamentos (5,3%) (figura 3.1. b). Este padrdo foi semelhante ao encontrado nos tratos
gastrointestinais (fibras - 83,6%%, fragmentos - (8,5%), e filamentos - 7,4%), nas branquias
(fibras - 58%, fragmentos - 32% e filamentos - 3%) e no masculo (fibras - 85,9%, fragmentos -
10,2% e filamentos - 3,4%).

a) Y s b)

= Azul H Preto B Verde Fibras = Filamentos Fragmentos

B Vermelho  OBranco O Transparente m Esferas OGrupo de Fibras ® Outros
= Multicolor ~ ®Outros

Figura 3.1- Percentagem (%) de cores (a) e formas (b) de MPs totais encontrados nos peixes estudados.

A tabela 3.1 apresenta 0 nimero total de individuos estudados e a % que apresentou MPs nas
brénquias, nos tratos gastrointestinais e nos musculos, em cada espécie. A percentagem de
individuos com MPs no trato gastrointestinal foi superior no carapau (81%), seguido da sardinha
(72%) e por dltimo, do biqueirdo (52%). A percentagem de individuos com MPs nas branquias
foi semelhante em todas as espécies (carapau e biqueirdo, 55% e 52% na sardinha). O carapau foi
a espécie em que se observou uma maior percentagem de individuos com MPs no musculo (67%),
seguido da sardinha (46%) e por fim, do biqueirdo (43%). E de realcar que para o carapau e para
a sardinha, o trato gastrointestinal foi o tecido onde se observou uma maior ocorréncia de
individuos com MPs, contrariamente ao biqueirdo em que 0 mesmo se verificou para as branquias.

Tabela 3.1- Namero total de individuos (ind.) e percentagem (%) de individuos com MPs nas branquias, nos tratos
gastrointestinais e nos musculos das espécies Trachurus trachurus (HOM), Sardina pilchardus (PIL) e Engraulis
encrasicolus (ANE) capturadas na costa portuguesa e Golfo de Céadiz.

NC total ind % ind. com MPs % ind. com MPs % ind. com MPs
' Branquias Tratos gastrointestinais Msculos
HOM 84 54,8 81,0 66,7
PIL 68 51,5 72,1 45,6
ANE 44 54,5 52,3 43,2
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No total foram encontrados 780 potenciais detritos plasticos, sendo que 757 apresentaram
dimensbes entre 0,009 mm e 4,8 mm (Tabela 3.2) e 23 apresentaram, tamanhos superiores
variando entre os 5,1 e os 15,5 mm. Estes ultimos 23 ndo foram considerados nas anélises
estatisticas, uma vez que ndo se enguadram na definicdo do tamanho dos MPs seguida na
metodologia.

Os MPs identificados nos musculos de todas as espécies (tabela 3.2) possuiam tamanhos mais
pequenos, gue variaram entre os 0,033-0,069 mm. Os MPs encontrados nos musculos de biqueirdo
registaram tamanhos reduzidos de MPs (0,033 mm) seguido do carapau (0,069 mm) e da sardinha
(0,13 mm). Nas branquias de sardinha foram observados os MPs de tamanho mais reduzido (0,009
mm). Nos tratos gastrointestinais das espécies as variagbes de tamanhos de MPs foram
relativamente semelhantes nas espécies.

Tabela 3.2- Variagdo de tamanho (mm) minimo e maximo (min-max) dos MPs encontrados nos diferentes tecidos,
branquias, trato gastrointestinal e misculo de Trachurus trachurus (HOM), Sardina pilchardus (PIL) e Engraulis
encrasicolus (ANE) capturadas na costa portuguesa e Golfo de Céadiz.

Variacdo de tamanho dos MPs (mm) por tecido
Branquias Trato gastrointestinal Musculo
HOM 0,029- 4,8 0,054 -4,8 0,069- 3,8
PIL 0,009 - 4,8 0,019- 4,6 0,13-2,7
ANE 0,052 - 4,6 0,053-4,8 0,033-2,3

Dos 757 MPs recolhidos das trés espécies, foram isolados 215 nas branquias (28,4%), 365 MPs
nos tratos gastrointestinais (48,2%) e 177 nos musculos (23,4%).

Do total de MPs registados nas branquias, 92 MPs foram observados no carapau, 70 na sardinha
e 53 no biqueirdo. Nos tratos gastrointestinais (tabela 3.3), 200 foram encontradas no carapau,
124 nasardinha e 41 no biqueirdo. No tecido muscular, a distribuicao pelas espécies foi a seguinte:
111 no carapau, 45 na sardinha e 21 no bigueirao.

Tabela 3.3- Nimero total de MPs nos varios tecidos das espécies: Trachurus trachurus (HOM), Sardina pilchardus
(PIL) e Engraulis encrasicolus (ANE).

N° total de MPs
Branquias | Trato gastrointestinal Musculos Total
HOM 92 200 111 403
PIL 70 124 45 239
ANE 53 41 21 115

Nas branquias, 50% dos MPs encontrados eram de cor azul, a que se seguiram a cor verde (15%),
vermelha (11%) e preta (6%). Considerando os tratos gastrointestinais de todas as espécies, a cor
mais frequente foi o0 azul (70%), seguido da transparente (10%), vermelha (9%) e preta (3%). Nos
musculos a cor azul foi a mais comum (80%), seguido da vermelha (9%) e verde (4%).
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3.2. Abundancia e caracterizacdo de MPs no carapau

Da anélise dos 84 individuos de carapau, 94% continham MPs em pelo menos um dos tecidos
analisados, tendo-se observado 403 MPs no total dos tecidos. Dos 403 MPs totais encontrados no
carapau, a cor mais abundante foi o azul (74,4%), seguida das cores vermelho (8,7%), transparente
(6%), preto (4,2%) e verde (3%). A cor multicolor e branca obtiveram a mesma percentagem com
1,5%, como se pode verificar na figura 3.2 a). As fibras foram a forma de MPs mais abundante,
representando 81,4% do total encontrado no carapau, seguido dos fragmentos (8,7%), filamentos
(7,4%), outros (1,2%), grupos de fibras (0,7%) e esferas (0,5%) (Figura 3.2 b). As classes de
tamanho de MPs (Figura 3.2 ¢) mais comuns encontradas no carapau foram: a classe entre os 1-
2mm (26%), 0,5-1mm (24,6%) e 2-5mm (20,7%). Nesta espécie as classes de tamanho com
dimensfes mais reduzidas foram as menos abundantes. A classe de tamanho <0,3mm registou a
percentagem de 16,6%, sendo a classe entre os 0,3-0,5mmm a classe de tamanho menos comum
no carapau (11,9%).

1,56’0 1,5 0:7

a) m Azul
8.7 ® Preto
3,0 H Verde C)
42 ® Vermelho 7

OBranco N

2, < -

. Transparente 3

74,4 & Multicolor 20

B Qutros :

10

8,7 0,5 0,7 12 5

b 7.4 ; 0

) Fibras 25mm  1-2mm  0.5-lmm 0.3-0.5mm < 0.3 mm
® Filamentos
Classes de Tamanho

Fragmentos

W Esferas
O Grupo de Fibras
m Outros

% de MPs/g

81,4

Figura 3.2 — Proporcdo, em percentagem (%), das cores (a), formas (b) e classes de tamanho (c) do total de MPs
encontrados na espécie Trachurus trachurus, capturada na costa portuguesa e Golfo de Cadiz.

Nas 84 amostras de branquias de carapau foram observados 92 MPs, representando um valor
mediano de 0,31 MP/g de tecido. Nos tratos gastrointestinais foram encontrados 200 MPs,
registando-se uma mediana de 2,4 MP/g de tecido (trato gastrointestinal), como se pode observar
na tabela 3.4. Nos musculos de carapau foram identificadas 111 MPs, representando um valor
mediano de 0,15 MPs/g de tecido.

Tabela 3.4 - Numero (N°) total de MPs e respetivas percentagens (%) de individuos com MPs, mediana, minimo e
méaximo de MPs/g nos varios tecidos de Trachurus trachurus (N =84) na costa portuguesa e Golfo de Cadiz.

Branquias Tratos Musculos
gastrointestinais
Ne° total de MPs 92 200 111
% de ind. com MPs 54,8 81,0 66,7
Mediana (MPs/g) 0,31 2,4 0,15
Min-Max (MPs/g) 0-15 0-33 0-2,9
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Em termos de cores dos MPs encontrados nas brénquias de carapau (figura 3.3 a), estas foram
diversas, mas a cor predominante foi o azul (54,3%), seguido do vermelho (13%) e transparente
(7,6%). A cor verde, preta e branca representaram a mesma percentagem com 6,5% como ilustra
a figura 3.3 a). A cor mais frequente de MPs encontrada nos tratos gastrointestinais do carapau
foi a cor azul (76,5%), seguida da vermelha (8,5%) e transparente (8,5%), como se pode observar
na figura 3.4 b). Estas cores coincidiram com as encontradas nas branquias. No musculo do
carapau a cor predominante manteve-se a cor azul (88,3%), seguido da cor vermelha (5,4%),
figura 3.3 c). Estas cores coincidiram com as outras cores mais frequentes encontradas nos outros
tecidos do carapau. E de salientar a elevada diversidade de cores nas branquias comparativamente
aos outros tecidos, em que existe uma diminuicdo da variedade de cores ao longo dos tecidos.

a) b) ¢)

5.0

= Azul m Preto = Verde m Vermelho
[JBranco Transparente & Multicolor = Outros

Figura 3.3- Propor¢do, em percentagem (%), das cores de MPs encontrados nos varios tecidos de carapau: (a)
branquias, (b) tratos gastrointestinais e (c) musculo.

Na figura 3.4 sdo apresentadas as percentagens das diferentes formas de MPs observados nos
varios tecidos de carapau. A forma de MPs mais encontrada nas branquias (figura 3.4 a) foi as
fibras (67,4%), seguido dos fragmentos (16,3%), dos filamentos (6,5%) e outras formas (4,3%).
A variedade de formas de MPs encontradas nos tratos gastrointestinais de carapau foi menor
quando comparada com a observada nas brénquias. No entanto, a forma predominante manteve-
se nas fibras, como se pode observar na figura 3.4 b) (85%), seguido dos filamentos (9%) e dos
fragmentos (6%).

a) b) c)
3343 6.0 7209
22 9.0 54
6,5
674
85,0 86.5
Fibras m Filamentos Fragmentos
m Esferas O Grupo de Fibras m Outros

Figura 3.4- Proporcdo, em percentagem (%), das formas de MPs encontrados nos varios tecidos de carapau: (a)
branquias, (b) tratos gastrointestinais e (c) musculo.
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No masculo (figura 3.4 c), as fibras continuaram a ser a forma predominante (86,5%), a
semelhanca do que aconteceu nas branquias e nos tratos gastrointestinais. A percentagem de
fragmentos foi relativamente semelhante (7,2%) a encontrada nos tratos gastrointestinais desta
espécie. Destaca-se, tal como nas cores, uma maior diversidade de formas de MPs nas branquias,
em relacdo aos dos tratos gastrointestinais e musculos.

Na figura 3.5, apresentam-se diversas cores e formas de MPs encontrados nas branquias (a), tratos
gastrointestinais (b) e masculo (c) da espécie Trachurus trachurus.

b)

o X8 gt,
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Figura 3.5 - Diversidade de cores e formas de MPs encontrados nos diferentes tecidos do carapau: (a) branquias, (b)

tratos gastrointestinais e (c) muasculo.

As classes de tamanho de MPs
encontrados no  carapau
variaram consoante o tipo de
tecido analisado (Figura 3.6).
As classes de tamanhos mais
abundantes nas branquias
foram a classe <0,3 mm
(27,3%) e a classe entre os 2-
5 mm (26,4%). As classes
entre 0s 0,5-1 mm (19,4%) e
entre 1-2 mm (18,3%)
obtiveram percentagens
relativamente semelhantes. A
classe com menor expressao
nas branquias de carapau foi a
classe entre os 0,3-0,5mm
(8,6%).

0.5-Imm 03-05mm <0.3mm

2-5mm 1-2mm

Classes de Tamanho

® Branquias ™ Tratos gastrointestinais = Musculos

Figura 3.6 - Proporcéo, em percentagem (%), de MPs/g por classe de tamanho dos
MPs encontrados nos diferentes tecidos de Trachurus trachurus da costa portuguesa
e Golfo de Cadiz.
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Nos tratos gastrointestinais as classes de tamanho mais comuns foram as classes: entre 0s 1-2mm
(28%) 0s 0,5-1 mm (25,8%) e entre 2-5 mm (20%). As classes de tamanhos mais reduzidos foram
as menos frequentes nos tratos gastrointestinais de carapau, tendo-se registado percentagens de
13% (<0,3 mm) e de 13% (0,3-0,5 mm). Nos musculos de carapau a classe de tamanho <0,3 mm
obteve a maior percentagem de MPs neste tecido (28,5%). As classes 0,5-1 mm e 1-2 mm
registaram percentagens de 24,8% e de 20,5%, respetivamente. As classes entre os 0,3-0,5 mm
(15,4%) e entre 2-5 mm (10,8%) foram as menos frequentes neste tecido.

3.2.1. Comparagdo da abundéncia de MPs entre tecidos do carapau

Com a aplicacdo do teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, verificou-se que existem
diferencas significativas (p <0,05) entre todos os tecidos do carapau (tratos gastrointestinais,
branquias e musculos) para o nimero de MPs/g de tecido (figura 3.7). Para compara¢Ges
emparelhadas, efetuou-se um teste U de Mann-Whitney entre os varios tecidos, par a par (TG-B;
TG-M; B-M). Concluiu-se que existem diferengas significativas (p <0,05) entre os tratos
gastrointestinais e as branquias e os tratos gastrointestinais e os musculos de carapau (p <0,05).
Nd&o se observaram diferengas significativas (p> 0,05) entre as branquias e o musculo, logo a
acumulacdo nestes tecidos é supostamente semelhante. Tendo em consideracdo as medianas do
N° de MPs/g de tecido nos varios tecidos (tabela 3.5) e com base nos resultados é possivel supor
que os tratos gastrointestinais apresentam maior N° de MPs/g de tecido comparativamente com
0s outros tecidos que sdo relativamente semelhantes ao nivel de acumulagéo de MPs.
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Figura 3.7- Mediana, minimo e maximo e percentis 25 e 75 do nimero de microplasticos (N° de MP/g tecido) obtidos
nas branquias (B), tratos gastrointestinais (TG) e musculo (M) de Trachurus trachurus capturado na costa portuguesa
e Golfo de Cédiz.
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A tabela 3.5 resume as medianas e 0s minimos e maximos do N° de MPs/g de tecido nos varios
tecidos do carapau.

Tabela 3.5 - Mediana, minimo e maximo do N° MPs/g de tecido nos varios tecidos de Trachurus trachurus.

NEEE M_Ps/g de Mediana Min-Max
Tecido
T_ratos_ _ 2.3 0-33
gastrointestinais
Branquias 0,31 0-15
Musculo 0,15 0-2,9

3.3.  Abundancia e caracterizacdo de MPs na sardinha

No total de 68 sardinhas analisadas foram encontrados 239 MPs. A percentagem de individuos
gue apresentava MPs nos tecidos foi de 93%.

A cor mais abundante de MPs encontrados na sardinha foi a cor azul (60,8%) (figura 3.8 a),
seguido da cor vermelha (12,9%), verde (7,9%) e transparente (7,5%). Foram ainda identificados
MPs de coloragéo preta (4,2%), outras cores (2,9%), branca (2,5%) e multicolor (1,3%). Na figura
3.8 b) observam-se as formas mais abundantes na sardinha, sendo as fibras a forma predominante
(77,8%), seguido dos fragmentos (15,1%) e filamentos (4,2%). Foram ainda identificadas outras
formas menos abundantes, como as esferas (2,1%) e os grupos de fibras (0,8%).

Na sardinha as classes de tamanhos mais comuns (figura 3.8 ¢) foram a classe entre 0s 0,5-1mm
(31,2%) e a classe <0,3mm (27,3%). As classes entre 0s 2-5mm (15,2%) e 1-2mm (13,9%) foram
relativamente semelhantes. A classe entre 0,3-0,5mm foi a que obteve menor percentagem de
MPs/g como se encontra no grafico da figura 3.8 ¢).
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Figura 3.8 — Proporcéo, em percentagem (%), das cores (a), formas (b) e classes de tamanho (c) do total de MPs
encontrados na espécie Sardina pilchardus, capturada na costa portuguesa e Golfo de Cadiz.
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Das 68 branquias dissecadas das sardinhas, foram observados 70 MPs, tendo-se obtido uma
mediana de 1,16 MPs/g de tecido (tabela 3.6). Do total dos 68 tratos gastrointestinais recolhidos
das sardinhas, foram observados 124 MPs, registando uma mediana de 6,67 MPs/g de trato
gastrointestinal. Nos musculos foram observados 45 MPs encontrando-se em 46% dos individuos
de sardinha estudados. A mediana de MPs/g de musculo foi baixa, 0 MPs/g (tabela 3.6).

Tabela 3.6 — Nimero (N°) total de MPs e respetivas percentagens (%) de individuos com MPs, mediana, minimo e
maximo de MPs/g nos varios tecidos de Sardina pilchardus (N =68) na costa portuguesa e Golfo de Cadiz.

Branquias Tratos gastrointestinais Musculos
N° total de MPs 70 124 45
% de ind. com MPs 51 72 46
Mediana (MPs/qg) 1,16 6,67 0
Min-Méax (MPs/qg) 0-41,7 0-50 0-6,8

As cores de MPs observados nas branquias de sardinha (figura 3.9 a), tal como no carapau, foram
mais diversificadas em relacdo aos tratos gastrointestinais e musculos da espécie. A cor
predominante foi a cor azul (47,1%), sendo a percentagem desta cor inferior a registada no
carapau. Nas branquias foram ainda encontradas a cor verde (20%), vermelha (11,4%) e preta
(10%). A cor branca e outras cores obtiveram a mesma percentagem nas branquias (4,3%). Nos
tratos gastrointestinais (figura 3.9 b) a percentagem de cor azul foi a predominante (64,5%) que
foi superior a encontrada nas branquias. A cor transparente (12,1%) e vermelha (11,3%) foram as
segundas mais frequentes, seguidas do verde (4%), outras cores e branco (2,4%). No que se refere
aos musculos, tal como observado no carapau, na sardinha (figura 3.9 c) as cores mais encontradas
foram o azul (71,1%) e o vermelho (20%). As cores mais frequentes de MPs encontrados nos
musculos sdo semelhantes as encontradas nos tratos gastrointestinais e branquias na mesma
espécie. Verifica-se uma reducdo da variedade de cores nos MPs encontrados nos musculos
guando comparada com os encontrados nas branquias e nos tratos gastrointestinais.

a) b) 9
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Figura 3.9- Proporcdo, em percentagem (%), das cores de MPs encontrados nos varios tecidos de sardinha: (a)
branquias, (b) tratos gastrointestinais e (c) musculo.
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Na figura 3.10 a) é possivel encontrar as percentagens das formas de MPs registadas nos trés
tecidos de sardinha. Nas branquias (figura 3.10 a) a forma principal encontrada foram as fibras
(54,3%), no entanto foram ainda registadas elevadas percentagens de fragmentos (35,7%) nas
brénquias da sardinha, sendo superior ao registado no carapau. Foram ainda encontradas esferas
(7,1%) e percentagens reduzidas de filamentos e grupos de fibras (1,4%). Nos tratos
gastrointestinais (figura 3.10 b) registou-se uma percentagem elevada de fibras (83,9%), seguido
dos fragmentos (8,1%) e filamentos (7,3%). Nos musculos de sardinha (figura 3.10 ¢) apenas
foram registados dois tipos de formas: as fibras (97,8%) e os fragmentos (2,2%). Tal como
constatado nas cores dos MPs encontrados nos tecidos de sardinha, verificou-se uma maior
diversidade de formas nas branquias e nos tratos gastrointestinais, face aos musculos.

a) b) c)
71 14 g1 08 22
73
|
357
54,3
1.4 839 97.8
Fibras m Filamentos Fragmentos
m Esferas 0 Grupo de Fibras m Outros

Figura 3.10- Proporcdo, em percentagem (%), das formas de MPs encontrados nos varios tecidos de sardinha: (a)
branquias, (b) tratos gastrointestinais e (c) musculo.

Na figura 3.11, é possivel observar a elevada variedade de cores e formas nas branguias (a), tratos
gastrointestinais (b) e masculos (c) encontrados na espécie Sardina pilchardus.

b)

tratos gastrointestinais e (c) musculo.
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A figura 3.12 representa as 45

principais  classes de 40

tamanho de MPs/g 35 —
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(18,43%). As classes de Figura 3.12- Proporcdo, em percentagem (%), de MPs/g por classe de tamanho
maiores  dimensdes como dos MPs encontrados nos diferentes tecidos de Sardina pilchardus da costa

portuguesa e Golfo de Cadiz.
entre 0s 1-2 mm (10,1%) e 2-

5 mm (9,8%) foram as que obtiveram menor percentagem de microplasticos nas branquias de
sardinha. Nos tratos gastrointestinais de sardinha a classe entre os 0,5-1 mm (34,9%) e a classe
<0,3 mm (22,7%) foram as classes mais comuns. As classes entre os 2-5 mm (18,9%) e 1-2 mm
(16,3%) obtiveram percentagens relativamente semelhantes. A classe que obteve a menor
percentagem de MPs nos tratos gastrointestinais foi entre 0,3-0,5 mm (7,2%). A classe entre 0s
0,3-0,5 mm (39,9%) foi a classe que obteve maior percentagem de MPs nos musculos de sardinha,
seguida da classe 0,5-1 mm (27,2%) e <0,3 mm (23%). As classes de maior tamanho como entre
1-2 mm (6,7%) e 2-5 mm (3,2%) foram as menos encontradas neste tecido.

Classes de Tamanho

3.3.1. Comparacéo da abundéncia de MPs entre tecidos da sardinha

Em termos estatisticos (figura 3.13), observou-se que existem diferencas significativas (p <0,05)
entre todos os tecidos da sardinha (tratos gastrointestinais, branquias e musculos) para 0 nimero
de MPs/g de tecido. Para comparagcfes emparelhadas, efetuou-se um teste U de Mann-Whitney
entre os varios tecidos, par a par (TG-B; TG-M; B-M). Concluiu-se que existem diferencas
significativas (p <0,05) entre os tratos gastrointestinais e as branquias, entre os tratos
gastrointestinais e os musculos, bem como entre as branquias e os musculos. Face aos resultados
deste teste e observando as medianas (tabela 3.7) para o nimero de MPs por grama de tecido, é
possivel supor que a ordem de acumulacdo nesta espécie sera que o0s tratos gastrointestinais
possuem maior nimero de MPs/g de tecido que as branquias e os musculos.
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Figura 3.13- Mediana, minimo e maximo e percentis 25 e 75 do nimero de microplasticos (N° de MP/g tecido)
obtidos nas branquias (B), tratos gastrointestinais (TG) e musculo (M) de Sardina pilchardus capturado na costa
portuguesa e Golfo de Cadiz.

Tabela 3.7- Mediana, minimo e maximo do N° MPs/g de tecido nos varios tecidos de Sardina pilchardus.

0
Nree M_Ps/g i Mediana Min-Max
Tecido
Tratos 6,66 0-50
gastrointestinais
Branquias 1,16 0-41
Musculos 0,00 0-6,8

3.4. Abundancia e caracterizacdo de MPs no Biqueirdo

Do total de 44 exemplares de biqueirdo foram observados 115 MPs, sendo que 91% dos
individuos continham MPs em pelo menos um dos tecidos analisados.
A cor predominante de MPs encontrados no biqueirdo foi a cor azul (52,6%) (figura 3.14 a),
seguido da cor verde (14%), transparente (11,4%) e outras cores (8,8%). As cores de MPs
vermelhos e brancos obtiveram a mesma percentagem (6,1%). As fibras (figura 3.14 b) foram a
forma predominante no biqueirdo (58,3%) seguido dos fragmentos (40,9%), sendo estas
percentagens relativamente semelhantes. O biqueirdo obteve a maior percentagem de fragmentos
registada nas espécies estudadas. No biqueirdo (figura 3.14 c), a classe de tamanho <0,3mm
(26,6%) foi a classe mais abundante, seguido da classe entre os 1-2mm (25,8%) e 0,5-1mm
(21,3%). A classe de tamanho entre os 0,3-0,5mm (16,4%) e entre os 2-5mm (9,9%) foram as
classes de MPs menos comuns no biqueiréo.
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Figura 3.14 — Proporgdo, em percentagem (%), das cores (a), formas (b) e classes de tamanho (c) do total de MPs
encontrados na espécie Engraulis encrasicolus, capturada na costa portuguesa e Golfo de Cadiz.

Nas branquias de biqueirdo encontraram-se 53 MPs, com um valor mediano de 3,7 MPs/g de
brénquias (tabela 3.8). Os tratos gastrointestinais registaram 41 MPs totais e uma mediana de 2
MPs/g de trato gastrointestinal. Nos musculos de biqueirdo foram observados 21 MPs, sendo que
43% dos individuos continham MPs neste tecido.

Tabela 3.8 — Numero (N°) total de MPs e respetivas percentagens (%) de individuos com MPs, mediana, minimo e
méaximo de MPs/g nos varios tecidos de Engraulis encrasicolus (N =44) na costa portuguesa e Golfo de Cadiz.

Branquias Tratos Musculos
gastrointestinais
N° total de MPs 53 41 21
% de ind. com MPs 54 52 43
Mediana (MPs/g) 3,7 2,0 0
Min-Max (MPs/q) 0-20 0-50 0-1,1

Nas branquias de biqueirdo (figura 3.15 a), foram observadas a maior diversidade de cores de
MPs, sendo a cor azul (47,2%) e verde (24,5%) as cores mais frequentes. Obtiveram-se ainda
percentagens inferiores de cor transparente e outras cores (9,4%) e vermelha (5,7%). Nos tratos
gastrointestinais de biqueirdo (figura 3.15 b) a cor azul foi a mais frequente (56,1%) sendo
superior a percentagem encontradas nas branquias da mesma espécie. A cor transparente e branca
obtiveram o mesmo valor percentual (14,6%). O mesmo sucedeu para as outras cores e a cor
vermelha de MPs (7,3%). Os musculos de biqueirdo (figura 3.15 c) a cor mais frequente manteve-
se a azul (57,1%) seguida da cor verde (14,3%). As outras cores e transparente obtiveram
percentagens iguais (9,5%) neste tecido.
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Figura 3.15- Proporgéo, em percentagem (%), das cores de MPs encontrados nos varios tecidos de biqueirdo: (a)
branquias, (b) tratos gastrointestinais e (c) musculo.

Na figura 3.16 estdo representadas as formas de MPs encontradas nos tecidos do biqueirdo. Nas
branquias (figura 3.16 a), ao contrério do observado nas outras espécies, os fragmentos foram a
forma predominante (54,7%) seguido das fibras (45,3%). E de realgar ainda o facto de o biqueirdo
ter apresentado a menor diversidade de formas de MPs em relacdo a sardinha e ao biqueirdo. Nos
tratos gastrointestinais (figura 3.16 b) as fibras foram as formas mais observadas (75,6%), seguido
dos fragmentos (22%) e outras formas (2,4%). Os musculos do biqueirdo (figura 3.16 ¢) também
apresentaram maior percentagem de fibras (57,1%) seguido dos fragmentos (42,9%). E ainda de
destacar o facto de o biqueirdo ser a espécie com maior nimero de fragmentos nos tecidos
musculares em comparagao com as outras duas espécies em estudo.
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Figura 3.16- Proporcdo, em percentagem (%), das formas de MPs encontrados nos varios tecidos de biqueirdo: (a)
branquias, (b) tratos gastrointestinais e (c) musculo.
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A figura 3.17 mostra a diversidade de cores e formas encontrados nas branguias (a), tratos
gastrointestinais (b) e musculos encontrados na espécie Engraulis encrasicolus.

b)

Figura 3.17- Diversidade de cores e formas de MPs encontrados nos diferentes tecidos do biqueirdo: (a) branquias, (b)

tratos gastrointestinais e (c) musculo.

As vérias classes de tamanhos
de MPs observados no
biqueirdo podem ser
visualizados no grafico da
figura 3.18. Nas branquias, a
classe <0,3 mm (45,3%) foi a
classe mais observada neste
tecido, seguido da classe entre
os 0,5-Imm (18,1%) e 0,3-
0,5mm (13,5%). As classes
entre os 1-2mm (11,5%) e 2-
5mm (11,4%) apresentaram
percentagens de MPs/g
semelhantes.

Nos tratos gastrointestinais as
classes mais comuns foram: entre
1-2mm (33,5%), 0,5-Imm
(22,4%) e 0,3-0,5mm (18,2%). A

% de MPs/g
b W
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Classes de Tamanho
Branquias Tratos gastrointestinais Musculos
Figura 3.18- Proporcdo, em percentagem (%), de MPs/g por classe de

tamanho dos MPs encontrados nos diferentes tecidos de Engraulis
encrasicolus da costa portuguesa e Golfo de Cadiz.

classe de tamanho entre os 2-5mm (9,3%) obteve a menor percentagem de MPs. Nos musculos
de biqueirdo as classes de tamanho que obtiveram as maiores percentagens foram a classe <0,3
(46,7%) e entre 0,5-1mm (37,7%). As classes entre os 0,3-0,5mm (3,9%) e entre 2-5mm (3,3%)
foram semelhantes e as que obtiveram menor percentagem de MPs por grama nos musculos.
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3.4.1 Comparacéo da abundancia de MPs entre tecidos do biqueirdo

Efetuando o teste H de Kruskal-Wallis (figura 3.19), foi possivel concluir que existem diferencas
significativas (p <0,05) entre todos os tecidos do biqueirdo (tratos gastrointestinais, branquias e
musculos) para o niumero de MPs por grama de tecido. Para comparacdes emparelhadas, efetuou-
se um teste U de Mann-Whitney entre os varios tecidos, par a par (TG-B; TG-M; B-M). Concluiu-
se que existem diferengas significativas (p <0,05) entre os tratos gastrointestinais e masculos,
bem como entre as branguias e os misculos desta espécie. No entanto, ndo foram observadas
diferencas significativas (p> 0,05) entre os tratos gastrointestinais e as branquias, pelo que a
acumulagdo nestes tecidos é supostamente semelhante. Observando as medianas para 0 N° de
MPs /g de tecido (tabela 3.9) e tendo em consideracao os testes efetuados é possivel supor, que a
possivel ordem de acumulagdo dos MPs nesta espécie, € equivalente nas branquias e nos tratos
gastrointestinais e que € inferior nos masculos.
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Figura 3.19- Mediana, minimo e maximo e percentis 25 e 75 do nimero de microplasticos (N° de MP/g tecido) obtidos
nas branquias (B), tratos gastrointestinais (TG) e musculo (M) de Engraulis encrasicolus capturado na costa portuguesa
e Golfo de Cédiz.

Tabela 3.9- Mediana, minimo e maximo do N° MPs/g de tecido nos varios tecidos de Engraulis encrasicolus.

N° de MPs/g de tecido Mediana Min-Max

Tratos gastrointestinais 2,04 0-50
Branquias 3,67 0-20
Musculos 0,00 0-1,09
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3.5.

De modo a averiguar a existéncia de diferencas significativas entre os varios tecidos das trés
espécies estudadas foi efetuado um teste H de Kruskal-Wallis. Comparando as branquias das trés
espécies para o N° de MPs/g de tecido, foi possivel concluir que existem diferencas significativas
(p<0,05). Efetuando o mesmo teste entre 0s tratos gastrointestinais, obtiveram-se também
diferencas significativas (p<0,05). Por fim, concluiu-se a auséncia de diferencas significativas
entre 0s musculos das espécies estudadas (p>0,05). No grafico de boxplots da figura 3.20,
encontram-se representados o N° de MPs/g nos tecidos das trés espécies analisadas.
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Figura 3.20 -Gréafico de Boxplots com o N° de MPs/ g de tecido nas branquias (B), trato gastrointestinal (TG) e musculo
(M) de Trachurus trachurus (HOM), Sardina pilchardus (PIL) e Engraulis encrasicolus (ANE).

Para a comparacgdo de duas amostras emparelhadas, utilizou-se um teste U de Mann-Whitney,
onde foi possivel identificar a existéncia de algumas diferencas significativas entre 0s varios
tecidos das trés espécies (tabela 3.10).

Tabela 3.10 — Valores de p calculados através de um teste U de Mann-Whitney entre os tecidos entre espécies.
(*) Diferenca estatisticamente significativa.

p-value
Tratos
Branquias gastrointestinais Musculos
HOM-PIL p>0,05 p<0,05* p >0,05
HOM-ANE p<0,05* p>0,05 p>0,05
PIL-ANE p>0,05 p>0,05 p >0,05
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Foi possivel concluir que existem diferencas significativas entre as branquias de carapau e
bigqueirdo (p<0,05). Tendo em consideragdo as medianas do N° de MPs/g neste tecido no carapau
(x = 0,31) e no biqueirdo (x = 3,7) € possivel supor que as branquias do biqueirdo apresentam
maior N° de MPs / g de tecido comparativamente com o carapau. Utilizando o mesmo teste, para
os tratos gastrointestinais de carapau e sardinha também foram registadas diferencas significativas
(p<0,05). Observando as medianas para 0 N° de MPs/g para o carapau (X = 2,4) e sardinha
(x=6,67) é possivel considerar que a sardinha apresenta maior N° de MPs/g nos tratos
gastrointestinais em comparagdo com o carapau.

3.6. Resultados da Identificacdo FTIR

De entre os 757 potenciais microplasticos encontrados, foram analisadas 265 particulas. Este
valor representa 35% de todos os potenciais MPs. A escolha da anélise deste valor percentual foi
baseada nos valores habituais de referéncia utilizados na literatura. Contudo, dos 265 potenciais
MPs apenas foi possivel identificar com precisdo 201 particulas devido ao nivel de degradagao
das mesmas e do reduzido tamanho, que impossibilitou a analise através desta técnica de
espectroscopia FTIR.

Da analise das 201 particulas, 4 deles produziram espectros inconclusivos (2%) e 8 particulas
eram de origem natural. Destas particulas de origem natural, 2 delas eram de origem quitinosa
(1%), 1 particula composta por célcio (0,5%) e outras particulas de matéria organica (ex:
cartilagem) (2,5%) (Figura 3.21).
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Figura 3.21- Percentagens (%) dos varios tipos de particulas identificados pelo FTIR.

As restantes 189 particulas foram identificadas como polimeros sintéticos e semi-sintéticos pelo
FTIR. Este nimero corresponde a 94% das particulas totais analisadas através desta técnica. Na
tabela Al do anexo A encontram-se as contagens dos polimeros por tipos e categoriais. Na tabela
A2 do anexo A encontram-se as percentagens de polimeros identificados em cada espécie.

Os polimeros mais frequentes (Anexo A- figura A3) em todos os peixes foram: a celulose (rayon)
(40,2%), poliéster (PES) (11,1%), acrilico (PMMA) (8,5%), acrilato (BMA) (7,4%), PEI (6,9%),
PE (5,8%) e acrilico (poliacrilato) (4,2%). Foram ainda encontradas percentagens menores de
outros polimeros como o PP, PET, PS com valores percentuais de 3,2%. Na figura 3.22, encontra-
se um exemplo de um espectro de rayon obtido a partir de uma fibra azul, encontrada num
individuo da espécie Sardina pilchardus.
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—— Espectro de rayon da amostra

—— Espectro de rayon da biblioteca
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Figura 3.22- Espectro de celulose-rayon obtido a partir de uma amostra de uma fibra azul encontrada em sardinha. Em
cima, a preto figura o espectro da amostra. Em baixo, a vermelho encontra-se ilustrado o espectro de rayon da biblioteca
de espectros utilizado para a comparagao com a amostra. O eixo do y corresponde a percentagem de transmitancia (T%)
e 0 eixo do x aos numeros de onda (cm™).

O tipo de polimero identificado variou de espécie para espécie, sendo que alguns sé foram
identificados numa Unica espécie, sdo exemplos o PU e PSU no bigueirdo (ANE), a
poliacrilamida, HPMC e borracha no carapau (HOM) e EP na sardinha (PIL) - (figura 3.23).

@2% Polimeros - ANE % Polimeros - PIL 8% Polimeros - HOM

Poliuretano (PU)
Politetrafluoretileno (PTFE)
Polisulfona (PSU)
Polipropileno (PP)

Celulose + Polietilenoimina (PEI)
Polietileno tereftalato (PET)
Polietileno (PE)
Poliestireno (PS)

Poliéster (PES)

Poliamida (PA)
Poliacrilamida

Epéxi (EP)

Celulose (HPMC)

Celulose (Rayomn)

Borracha

Aciilico (Poliacrilato)

Acrilico (PMMA)

T \rw

Acrilato (Butil metracrilato -BMA)

=
[
—
o
—
[
[
=]
)
[y
7]
o
o8]
<
.
o

45 50

Figura 3.23 - Percentagem (%) dos varios polimeros encontrados em cada uma das espécies estudadas, Trachurus
trachurus (HOM), Sardina pilchardus (PIL) e Engraulis encrasicolus (ANE).
Sdo apresentados ainda os nimeros de polimeros e percentagens encontrados em cada espécie e
tecidos (Anexo A — tabela Al e A2). No anexo B, as figuras B1 até B11 representam exemplos
ilustrativos dos varios tipos de espetros de polimeros identificados através da técnica FTIR e
respetivas fotografias dos diferentes MPs encontrados nas espécies (Anexo A -Figura A5 até
Al3).
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4. Discussao

Os MPs estiveram presentes em todas as espécies e tecidos analisados, perfazendo um total de
757 potenciais MPs com dimensdes entre 0,009 mm e 4,8 mm. A maioria dos MPs encontrados
nos peixes estudados foram as fibras (76,8%) (figura 3.1 b), estando em conformidade com o
valor encontrado nas amostras de agua (77%) recolhidas na mesma campanha (Lopes et al., 2019)
e com outros estudos (Barboza et al., 2020; Lopes et al., 2020) efetuados na costa portuguesa.
Uma das hipoteses para a elevada percentagem de fibras encontrada podera ser a sua emissdo
durante as lavagens de roupa e pelo facto das ETAR ndo possuirem filtros adequados a sua
retencdo. Apos entrarem no ambiente aquético as fibras atingem concentracdes até aos milhares
de particulas por metro cubico, ficando disponiveis para serem ingeridas pelos organismos
aquaticos (Cesa et al., 2017).

Os MPs de cor azul sdo os mais representativos (66,8%) das particulas encontradas em todos 0s
peixes (figura 3.1 a), tal como os resultados obtidos em peixes do estuario do Mondego (47%)
(Bessa et al., 2018), em sardinhas do mediterraneo (45,8%) (Compa et al., 2018), em espécies de
peixes capturados em &guas costeiras portuguesas (54%) (Barboza et al., 2020) e em peixes
pelagicos planctivoros em aguas Atlanto-ibéricas (44%) (Lopes et al.,2020). Embora estudos
anteriores tenham sugerido que a coloragéo azul dos MPs pode mimetizar a coloragdo do alimento
natural dos peixes que os ingerem por equivoco (Boerger et al., 2010; Ory et al., 2017), é ainda
necessario ter em consideracdo que a disponibilidade destas particulas azuis pode ser maior no
seu ambiente natural.

Relativamente as percentagens de MPs encontradas nos varios tecidos de todas as espécies, 0s
resultados obtidos foram semelhantes aos registados por Barboza et al. (2020). Nesse trabalho,
nos tratos gastrointestinais das espécies estudadas foram registados 48% (175 MPs) sendo que no
presente estudo se registaram 48,2% (365 MPs). As percentagens foram igualmente semelhantes
nas brénquias, em que Barboza et al. (2020) obteve valores de 30% (112 MPs) e neste estudo
cerca de 28,4% (215 MPs). A percentagem de MPs encontrados nos muisculos também é
semelhante ao estudo de Barboza et al. (2020) que obteve 22% (81 MPs), sendo que neste estudo
foram encontrados 23,4% (177 MPs). Apesar de o nimero de MPs encontrados em cada tecido
variar nas duas investigacGes e de as espécies estudadas em cada estudo possuirem habitats e
modos de alimentacdo dispares, a semelhanca destas percentagens ndo se afigura uma
coincidéncia. No entanto, as investigacdes que certamente se realizardo no futuro permitirdo
averiguar estes resultados em varias espécies e tecidos, compreender como ocorre a acumulagéo
dos MPs em cada espécie, bem como a transferéncia das particulas de uns tecidos para 0s outros.

4.1. Microplasticos totais nas especies

A espécie que apresentou a maior percentagem de MPs de cor azul no conjunto dos seus tecidos
foi o carapau (74,4%), seguido da sardinha (60,8%) e do biqueirdo (52,6%). Estas percentagens
foram semelhantes as encontradas por outras investigacdes (Alomar et al., 2017; Barboza et al.,
2020; Bessa et al., 2018; Compa et al., 2018). O vermelho foi a segunda cor mais encontrada em
todos os tecidos de sardinha (12,9%) e carapau (8,7%). A dieta preferencial da sardinha inclui
presas de fitoplancton e zooplancton, sendo diversificada e composta por: copépodes, decépodes,
anfipodes, diatomaceas e ovos de crustaceos e peixes (Hickling 1945; Garrido et al., 2008;
Garrido et al., 2015). Os crustaceos (especialmente da ordem Copepoda, Euphausiacea e
Mysidacea) sdo importantes na dieta do carapau (Bayhan e Sever, 2009). As presas tipicas da
sardinha e do carapau possuem normalmente estruturas transparentes com pigmentos vermelhos

em redor da cavidade gastrointestinal, epiderme, ovarios, ovos e fluidos corporais (Ringelberg,
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1980). Assim, € possivel supor que a percentagem de MPs vermelhos nestas espécies esteja
relacionada com o facto de estes confundirem os MPs com o seu alimento natural.

O biqueir&o foi a espécie com maior percentagem de MPs de coloracéo verde (14%) no conjunto
dos tecidos, seguido da sardinha (7,9%). A existéncia de particulas verdes pode estar associada
ao tipo de alimentacgdo destas espécies. O biqueirdo tal como a sardinha possui a capacidade de
alternar entre dois modos de alimentacdo, a filtracdo para presas de menores dimensdes e a
raptorial para presas de dimensdes maiores (van der Lingen, 1994; Bulgakova, 1996; van der
Lingen et al., 2006). A capacidade de alternar entre dois modos de alimentacdo torna estas
espécies altamente oportunistas sendo capazes de maximizar a sua energia dependendo do
alimento disponivel. Para além disso, a dieta do biqueirdo ¢ composta por mesozooplancton e
particulas de células fitoplancténicas (Bulgakova, 1996). Durante a ontogenia o biqueirdo torna-
se progressivamente fitoplactivoro ingerindo particularmente diatomaceas (King e Macleod,
1976) e microfitoplancton em adulto (Bulgakova, 1996). Anteriormente, MPs de coloracdo verde
(12,3%) foram detetados em Engraulis japonicus (Tanaka et al., 2016). Assim, as preferéncias
alimentares destas espécies por organismos fitoplanctdonicos pode explicar a elevada percentagem
de MPs verdes.

Tal como expectével, as fibras foram a forma mais comum de MPs encontrada nos tecidos dos
peixes. Contudo o carapau registou a maior percentagem de fibras (81,4%). Esta percentagem foi
ligeiramente superior a obtida por Lopes et al. (2020) (76%) para carapaus recolhidos a sul e a
oeste da costa ibérica. A sardinha obteve maior percentagem de fibras (77,8%) e o biqueirdo
(58,3%). Resultados semelhantes foram obtidos por Collard et al. 2017a, em que as sardinhas
obtiveram mais fibras do que os biqueirBes, o que pode estar relacionado com a eficiéncia do
aparelho branquial (Collard et al., 2017a). Em relagdo aos fragmentos, o biqueirdo registou a
maior percentagem (40,9%), seguido da sardinha (15,1%), o que pode ser explicado pelo facto do
biqueirdo possuir branquispinhas curtas e espacadas retendo particulas de maiores dimensfes do
que a sardinha (Collard et al., 2017a e Rykaczewski, 2009).

Em relacéo as classes de tamanho de MPs mais frequentes nos varios tecidos nao foi possivel
estabelecer uma associacdo entre as trés especies. No entanto, foram encontradas associa¢des
relacionadas com as especificidades individuais de cada espécie, como o tamanho preferencial
das presas (Garrido et al., 2015) e adapta¢cdes morfologicas das branquias (Collard et al., 2017a).

No que diz respeito as classes de tamanho dos MPs ingeridos pelo carapau (figura Al, anexo A),
apesar de se verificarem tamanhos <0,3 mm e entre os 0,3-0,5 mm nos tratos gastrointestinais, as
percentagens foram muito inferiores relativamente as classes de tamanhos superiores. Estes
resultados estdo de acordo com os tamanhos de presas observados no estudo em ecologia trofica
de peixes pelagicos (Garrido et al., 2015), onde se verificou uma auséncia de presas com
tamanhos pequenos (<0,2 mm) e nimeros reduzidos de presas com tamanhos entre 0s 0,2-0,5 mm
em carapaus adultos e juvenis. As classes de tamanho de MPs mais frequente ingeridas pelo
carapau situaram-se entre 0s 1-2 mm (28%) e entre 0s 0,5-1 mm (25,8%) (figura 3.6). Resultados
semelhantes foram verificados por Lopes et al. (2020) que constataram que esta espécie ingeriu
grande nimero de MPs principalmente <1 mm (Lopes et al., 2020) e a classe modal do tamanho
das presas foi entre 0s 1-2 mm.

As classes de tamanhos de MPs mais comuns ingeridos pela sardinha (figura Al, anexo A) foram
as classes entre 0s 0,5-1 mm (35%) e a classe <0,3 mm (23%). Estes tamanhos correspondem aos
tamanhos das presas mais comuns desta espécie, sendo a filtracdo utilizada na captura de presas
com tamanhos <0,724 mm e a alimentac&o raptorial a responsavel pela captura de presas com
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tamanhos >0,78 mm (Garrido et al., 2007). Nas branquias de sardinha foi encontrado o
microplastico com as dimensGes mais reduzidas, de apenas 0,009 mm, coincidindo com a sua
elevada vulnerabilidade aos MPs e a eficiéncia do aparelho de filtracdo (Collard et al., 2017a).

No biqueirdo as classes de tamanho mais comuns nas branquias e nos musculos foram idénticas,
sendo a classe entre 0s 0,5-1mm e <0,3 mm as mais comuns. Pode estabelecer-se uma associagédo
entre estes dados e os obtidos no estudo de Collard et al. (2017a) com 3 espécies de peixes
planctivoros, demonstrando a sua vulnerabilidade as particulas antropogénicas. No referido
estudo, foi calculado o didmetro minimo e méaximo das particulas que a sardinha, biqueirdo e
anchova conseguem reter nas branquispinhas e nos denticulos. Em relacdo ao biqueirdo os
didmetros das particulas variaram entre 0,216-0,290 mm, que sdo semelhantes as classes de
tamanho dos MPs mais comuns encontradas nas branquias neste estudo (<0,3 mm,). Para além
disso, as presas preferenciais do biqueirdo possuem tamanhos que rondam os 0,72 mm (James e
Friedland, 1984; Garrido et al., 2007) que se encontra numa das classes de tamanho mais
frequente nos tratos gastrointestinais (0,5-1mm) (como se pode observar no grafico da figura A1,
anexo A).

4.2. Comparacéo entre os tecidos das espécies

No que se refere ao N° de MPs/g de tecido foram encontradas diferencas significativas nos trés
tecidos de cada uma das espécies. Os tratos gastrointestinais dos peixes apresentaram maior
concentragdo de MPs, seguido das branquias e dos musculos. A maior concentracdo de MPs nos
tratos gastrointestinais dos peixes era expectavel, uma vez que estes SA0 responsaveis por
inimeras funcdes de armazenamento de alimento, processos de digestao e absorcdo de nutrientes
(Wilson e Castro, 2011). A capacidade de armazenamento do sistema digestivo permite aos peixes
a ingestdo de varias presas, podendo ocorrer a ingestdo acidental de MPs de forma intencional,
confundindo-os com as presas, ou involuntariamente através da ingestdo de alimento contendo
MPs (Jovanovi¢, 2017). Apesar das branquias serem um 6rgdo multifuncional envolvido nas
trocas gasosas e na filtragdo de alimento (Elsheikh, 2013), estas apenas refletem uma pequena
janela temporal em que os MPs podem fixar-se temporariamente na superficie das branquias (Su
et al., 2018). Nos que diz respeito aos musculos, pouco se sabe acerca dos fenémenos de
translocacgéo para os tecidos musculares mas tem sido sugerido que a principal entrada de MPs
ocorre nas branguias e nos tratos gastrointestinais, seguindo para os sistemas linfaticos e/ou
vasculares (Zeytin et al., 2020).

Nas branguias de todas as espécies estudadas as cores dos MPs foram mais diversificadas em
comparagdo com os outros tecidos, sendo a cor azul a mais predominante. A elevada diversidade
de cores e formas nas branquias, pode ser explicado pelo facto de estas serem a primeira barreira
que se encontra exposta aos MPs durante a respiracdo e alimentacdo o que aumenta a
probabilidade destes ficarem presos nos filamentos branquiais (Elsheikh, 2013). A cor verde foi
a segunda cor mais comum no biqueirdo (24,5%) e na sardinha (20%), o que ndo ocorreu no
carapau (6,5%). Esta ocorréncia pode estar associada a preferéncia destas duas espécies por
organismos fitoplanctonicos (Bulgakova, 1996; Garrido et al., 2015).

No que diz respeito as formas mais encontradas nas branquias das espécies, o carapau obteve a
maior percentagem de fibras (67,4%) nas branquias, seguido da sardinha (54,3%) e do biqueirdo
(45,3%). Os resultados do presente estudo, foram semelhantes aos de Barboza et al. (2020), em
que a predominancia de fibras nas branquias da maioria dos peixes sugere que as fibras sejam
mais abundantes na coluna de agua. E de realcar que o biqueirdo foi a espécie com maior
percentagem de fragmentos nas branquias (54,7%), seguido da sardinha (35,7%) e do carapau
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(16,3%). Estas percentagens podem estar associadas as diferentes morfologias branquiais de cada
espécie. O estudo de Collard et al. (2017a) investigou a retencdo de MPs nos aparelhos branquiais
de duas espécies exclusivamente pelégicas (sardinha e biqueirdo), concluindo que as sardinhas
ingeriram fragmentos mais pequenos e uma maior quantidade de fibras do que os biqueirGes.
Apesar de ambos serem peixes pelagicos e pertencerem a ordem dos Clupeiformes, possuem
aparelhos branquiais distintos. Na sardinha, nos arcos branquiais, as branquispinhas que retém o
alimento séo finas e alongadas e com poucos espacos entre elas, enquanto no biqueirdo sao curtas
e mais espacgadas (Collard et al., 2017a). Para além disso, cada branquispinha possui denticulos
que retém particulas da 4gua, que na sardinha S0 humerosos mas curtos e no biqueirdo sao mais
alongados mas com espacos maiores entre denticulos (Collard et al., 2017a). Assim, a elevada
percentagem de fragmentos nas branquias do biqueirdo pode ser explicada devido a eficiéncia do
aparelho branquial, retendo particulas grandes (Rykaczewski, 2009), enquanto a sardinha retém
particulas fibrosas e mais pequenas.

A percentagem de individuos que apresentaram MPs nas branquias foi similar entre espécies,
contudo foram encontradas diferencas significativas na concentracdo de MPs entre duas delas o
que pode estar relacionado com as diferentes morfologias branquiais e comportamentos
alimentares. Foram encontradas diferengas significativas na concentracdo de MPs nas branquias
de carapau e biqueirdo onde as branquias do biqueirdo registaram maior concentracdo de MPs do
que o carapau. Para explicar estas diferencas é necessario ter em ponderagdo os diferentes
comportamentos alimentares de cada espécie, morfologia das branquias (Collard et al., 2017a) e
fendmenos de absorcéo passiva e ativa de MPs em peixes. Ao contrério da sardinha e do biqueirdo
que sdo ambos capazes de realizar comportamentos alimentares de filtracdo e raptorial
(particulada) (O’Connell, 1972; Garrido et al., 2007), o carapau realiza uma alimentacao
essencialmente raptorial (Plounevez e Champalbert, 2000; Mapukata, 2002; D’Elia et al., 2014).
A alimentacdo raptorial (seletiva) é caracterizada pela detegdo visual e sele¢do individualizada de
presas. Por outro lado, a alimentacdo por filtragdo (ndo seletiva) é caracterizada pelos peixes
manterem a boca aberta enquanto nadam ou utilizarem succdes ritmicas para capturar presas
(Ganias, 2014). As espécies filtradoras (sardinha e biqueirdo) ndo empregam orientacdo visual
com as particulas da agua e a estratégia de alimentagdo é projetada para ingerir varias particulas
ao mesmo tempo (Collard et al., 2017a). Assim, tendo em consideracdo os diferentes
comportamentos alimentares, a maior concentragdo de MPs nos biqueirdes pode estar associada
a flexibilidade de modos de alimentacdo e as caracteristicas oportunistas desta espécie, enquanto
0 carapau emprega um modo de alimentacdo mais seletivo. Para além da diversidade de
comportamentos alimentares do biqueirdo, é necessario considerar os mecanismos de entrada de
MPs em peixes. A entrada de MPs nos peixes pode ocorrer através de fenomenos de “active
uptake” e “passive uptake” (Anexo A- figura A4). Durante o “active uptake”, os peixes podem
deliberadamente ingerir MPs, confundindo-os com o seu alimento que se assemelham
visualmente as suas presas (Mizraji et al., 2017; Ory et al., 2017; Roch et al., 2020). No “passive
uptake” os MPs podem ser ingeridos de forma acidental ou passiva durante a procura de alimento
ou pela ingestdo de alimento contaminado por MPs (Jovanovi¢, 2017; Roch et al., 2020). O
biqueirdo possui comportamentos alimentares mais diversificados (filtragdo e raptorial) e
consequentemente podem ocorrer fendmenos de “active uptake” e “passive uptake”, enquanto o
carapau que apresenta uma alimentacdo essencialmente particulada (Plounevez e Champalbert,
2000; Mapukata, 2002; D’Elia et al., 2014) onde a entrada de MPs pode ocorrer através de “active
uptake”. A diversidade de comportamentos alimentares, eficiéncia do aparelho branquial e a
conjugacdo com a possibilidade de existirem fendmenos de absor¢do ativa e passiva, pode

explicar a maior concentracdo de MPs nas branquias do biqueirdo em compara¢ao com o carapau.
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Em relacdo aos tratos gastrointestinais, verificou-se que o carapau obteve uma maior percentagem
de ingestdo de MPs (81%), comparativamente a sardinha e biqueirdo (72,1% e 52,3%,
respetivamente). A elevada percentagem de MPs no carapau pode estar associada ao tipo de
habitat que esta espécie ocupa ao longo da sua ontogenia. Ao longo da costa portuguesa, esta
espécie semi-peldgica é normalmente encontrada entre os 0 e 0os 200 m. Os individuos juvenis de
carapau (entre os 2-3 anos) habitam areas perto da costa e profundidades mais baixas, enquanto
entre os individuos adultos (> 6 anos) encontram-se offshore a profundidades abaixo dos 100 m
de profundidade (Cabral e Murta, 2002; Murta et al., 2008). Neste estudo, foram analisados
individuos adultos e juvenis de carapau o que associado a flexibilidade das suas dietas e ao tipo
de habitat pode explicar a elevada percentagem de micropléasticos detetados nos tratos
gastrointestinais desta espécie. Contrariamente, a sardinha e 0 biqueirdo sdo espécies
exclusivamente pelagicas e possuem historias de vida e alimentacdo diferentes do carapau, mas
semelhantes entre si (Checkley et al., 2017). Os resultados foram concordantes com o estudo de
Lopes et al. (2020), que verificou que o carapau ingeriu mais MPs de varias cores e formas que
outras espécies pelagicas, como a sardinha e o biqueirdo. Alguns estudos sugerem que 0s peixes
demersais sdo mais propensos a ingerir plasticos que os peixes pelagicos (Bessa et al., 2018; Kiihn
etal., 2019).

Nos tratos gastrointestinais das espécies, verificou-se uma diminuicao da variedade de cores dos
MPs em relagdo as brénquias. No entanto, a cor azul manteve-se predominante em todas as
espécies, tal como observado por Lopes et al. (2020) (sardinha, biqueirdo e carapau) e Barboza et
al. (2020) (carapau). A elevada percentagem de MPs de coloracdo azulada pode ser explicada
devido ao facto de os peixes serem predadores visuais e de a visdo ser o sentido dominante em
peixes teledsteos (Blaxter, 1980). A maioria dos peixes possuem olhos bem desenvolvidos
(Blaxter, 1980) onde a visédo a cores (Neumeyer, 2003) é Gtil em ambientes com uma maior gama
de comprimentos de onda disponiveis, como por exemplo perto da superficie (Einfalt et al., 2012).
A intensidade de luz diminui exponencialmente com a profundidade resultando na absorcéo e
refracdo de luz. Assim, diferentes cores do espectro ndo sdo igualmente absorvidos pela agua.
Comprimentos de onda mais longos (cores vermelhas) sdo absorvidos a profundidades mais
baixas do que comprimentos de onda mais curtos (cores azuis), que penetram a uma profundidade
maior (Emde et al., 2004). Assim, supdem-se que a intensidade de luz e os diferentes
comprimentos de onda a varias profundidades podem afetar o modo como 0os MPs e as presas sdo
percecionados pelos peixes.

As fibras foram a forma mais encontrada nos tratos gastrointestinais das espécies a semelhanca
de outros estudos (Neves et al., 2015; Lopes et al., 2020). O biqueirdo e a sardinha apresentaram
mais fragmentos nos tratos gastrointestinais (22% e 8,1%, respetivamente) quando comparados
com o carapau (6%). Este resultado ndo coincidiu com o relatado por Barboza et al. (2020) em
gue o carapau obteve maior percentagem de fragmentos (76%) e apenas (22%) de fibras. Tal
como verificado nas branquias, a sardinha e o0 biqueirdo possuem comportamentos alimentares
semelhantes (filtracdo e raptorial) (Garrido et al., 2007; Ganias, 2014) e podendo ingerir MPs de
forma passiva e ativa 0 que pode explicar a maior percentagem de fragmentos nos tratos
gastrointestinais.

O teste estatistico realizado entre os tratos gastrointestinais das espécies demonstrou que existiram
diferencas significativas entre o carapau e a sardinha, pois a sardinha obteve maior concentracdo
de MPs que o carapau. Uma possivel explicacdo para a existéncia de maior concentracdo de MPs
nas sardinhas pode estar relacionada com os seus comportamentos alimentares. Os adultos e
juvenis de sardinhas alternam entre alimentacdo por filtracdo (presas menores dimensdes) e
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alimentacdo raptorial (para itens de maiores dimensbes), empregando o melhor modo de
alimentacdo mais eficiente em termos de gasto de energia em relacdo a ingestdo de presas (Ganias,
2014). A flexibilidade de comportamentos alimentares e o facto de poderem ocorrer fendmenos
de “active uptake” e “passive uptake” (Anexo A — figura A4) com ingestdo acidental e passiva
tornam a sardinha mais versatil face ao carapau, justificando assim a maior concentracao de MPs
nos tratos gastrointestinais. A sardinha possui ainda um aparelho de filtragdo muito eficiente com
elevada area de filtracdo e branquispinhas mais estreitas (Collard et al., 2017a). Uma vez que o
aparelho branquial est& associado a respiracao e alimentacéo por filtracao estas adaptacdes tornam
esta espécie uma das mais vulneraveis a ingestdo de MPs (Rykaczewski, 2009; Collard et al.,
2017a).

O resultado acima descrito foi diferente ao observado por Lopes et al. (2020) gue analisou 0s
conteudos estomacais de peixes pelagicos na costa portuguesa em que a sardinha obteve menor
concentracdo de MPs do que o carapau. Estes resultados dispares podem dever-se ao facto das
diferentes unidades utilizadas em cada estudo, sendo que Lopes et al. (2020) utilizou 0 N° de MPs
por estdbmago em vez de N° de MPs/g como considerado neste estudo. Como € possivel observar
no grafico da figura 3.20 e na figura A2 do anexo A, ao comparar 0 N° de MPs/g de trato
gastrointestinal das espécies a analise dos resultados normalizados a grama de tecido podera ter
influenciado os resultados obtidos. E necessario ter presente que individuos de sardinha
continham um tamanho e peso dos 6rgdos reduzido, o que influenciou os resultados sendo
possivel observar visualmente esse ajustamento no tamanho das caixas de boxplots. Por outro
lado, apesar do carapau ser a espécie com maior nimero de MPs nos tratos gastrointestinais e
com a percentagem mais elevada, ao ser efetuada uma normalizacdo & grama € possivel observar
que nas boxplots apresenta valores inferiores ao da sardinha. Assim, os resultados distintos nos
dois estudos evidenciam a necessidade urgente da uniformizagdo entre as vérias investigaces
para que 0s seus resultados sejam comparaveis entre si.

Em relagdo aos MPs encontrados nos musculos das trés espécies, verificou-se uma
homogeneidade de cores em todas elas, sendo a cor azul a mais frequente, enquanto as principais
cores secundarias (verde e vermelho) foram superiores na sardinha e biqueirdo. A presenca da
coloragdo azul nos tecidos musculares estd em conformidade com outros estudos como o de
Akhbarizadeh et al. (2018), em que a cor azul foi uma das principais nos musculos em peixes do
nordeste do Golfo Pérsico e com o estudo de Barboza et al. (2020) relativo a peixes de dguas
costeiras portuguesas.

As fibras foram a forma mais comum de MPs encontrados nos musculos de carapau (86,5%) e
sardinha (97,8%). No entanto, apesar de o bigqueirdo ter apresentado maior percentagem de fibras
nos masculos (57,1%) os fragmentos apresentaram percentagens superiores nesta espécie
(42,9%). A elevada percentagem de fragmentos nos muasculos de biqueirdo esta em conformidade
com as percentagens obtidas para Dicentrachus labrax (35%), Trachurus trachurus (45%),
Scomber colias (49%) em tecidos musculares (Barboza et al., 2020). Ao contrario dos outros
tecidos, ndo se observaram diferencas significativas entre o N de MPs/g de tecido nos masculos
das varias espécies estudadas. A auséncia de diferencas nos musculos pode indicar que as
barreiras internas dos organismos sejam semelhantes, ao contrario das branquias e tratos
gastrointestinais, que refletem as diferentes adaptacdes morfoldgicas e preferéncias alimentares
das espécies.

Anteriormente, outras investigacdes (Abbasi et al., 2018; Akhbarizadeh et al., 2018) reportaram
a presenca de MPs em mdusculos de peixes com interesse comercial e em 0rgdos e carne
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esviscerada de vérias espécies de peixes (Karami et al., 2018). Foram ainda detetados MPs em
subprodutos a base de pescado e destinados ao consumo humano como em conservas de sardinha
e arenques (Karami et al., 2018). Recentemente, Barboza et al. (2020), detetaram MPs em
musculos de D. labrax, T. trachurus e S. colias, sendo que a percentagem de MPs obtidos nos
musculos destas espécies (22%) foi relativamente semelhante ao encontrado no presente estudo
(23%). Apesar de se terem vindo a realizar mais estudos ao longo dos anos, 0s mecanismos de
passagem e acumulacdo dos MPs nos tecidos musculares ainda sdo desconhecidos e as suas
implicagdes levantam preocupagdes para os consumidores humanos. Alguns estudos tém
especulado que a dete¢do de MPs nos musculos podem resultar da absorcao digestiva de particulas
microscopicas através de processos de pinocitose e fagocitose vesicular (Browne et al., 2008).
Estudos médicos em roedores e humanos revelaram que particulas de PS (Volkheimer, 1975) e
de PVC (Hussain et al., 2001) inferiores a 150 um podem ser translocadas da cavidade intestinal
para os sistemas linfaticos e circulatorios.

A classe de tamanho mais abundante encontrado nos musculos das espécies foi a classe <0,3 mm
sendo os MPs de menores dimensdes encontrados neste tecido com tamanhos de 0,033 mm (33
Um) no biqueirdo, 0,069 mm no carapau e 0,13mm na sardinha. Recentemente, fragmentos de
grandes dimens@es (0,49 mm) e fibras (2,4 mm) foram encontrados no musculo dorsal de peixes
da costa portuguesa (Barboza et al., 2020). Investigagdes de Abbasi et al. (2018) e Akhbarizadeh
et al. (2018) observaram ainda MPs de grandes dimensdes homeadamente> 1 mm e> 5 mm em
tecidos musculares. Contudo os mecanismos de internalizacdo para os musculos ainda sdo
desconhecidos e a existéncia de investigagdes nestas tematicas sio escassas. E ainda de realcar
gue outras condicionantes externas podem levar a entrada de MPs nos organismos. Durante a
captura, os peixes podem sofrer varios tipos de lesdes e perfuragdes na pele e escamas causadas
pela pressdo das redes (Davis e Ottmar, 2006; Veldhuizen et al., 2018), sendo mais frequentes em
redes de arrasto, cerco e emalhar (Mepham, 2000). Assim, é possivel supor que a entrada de MPs
nos peixes pode ocorrer através da perfuragdo e lesGes da pele, que pode explicar o aparecimento
de MPs de maiores dimensdes nos tecidos e musculos.

Em resumo, os mecanismos de transferéncia dos MPs através dos tecidos ainda sao desconhecidos
e sdo necessarias investigagdes futuras para entender estes processos e quais as implicacdes que
representam para a salide humana.

4.3. ldentificacdo de Polimeros

Dos potenciais microplasticos analisados (35%), foi obtida uma grande variedade de polimeros
termofixos e termoplasticos. Os polimeros identificados possuem inimeras utilizagdes como as
fibras para téxteis (ex: poliéster, rayon, PE), garrafas (ex: poliéster, PET, PE), tintas e
revestimentos (ex: acrilico, PMMA), material de pesca e redes (ex: PA- nylon 66, PE, PES, PU)
(Radhalekshmy e Nayar, 1973) (Anexo A — tabela A3). Os resultados encontrados coincidem
com os principais tipos de polimeros utilizados na Europa em 2018, o PP (19,3%), PE (17,5%),
PET (7,4%) e PS (6,6%) (PlasticsEurope, 2018), e com os registados por Lusher et al. (2013) em
peixes pelagicos e demersais do Canal Inglés, celulose rayon (57,8%), poliamidas (35,6%), e
poliéster (5,1%).

Um estudo realizado no estuario do Mondego (Bessa et al., 2018) também apresentou elevadas
percentagens de PES (31%), rayon (30%), PP (14%), PE (6%) e PA (5%). Contudo, os resultados
deste estudo sdo diferentes dos obtidos por Barboza et al. (2020), em trés espécies de peixes,
robalo (Dicentrarchus labrax), carapau (Trachurus trachurus) e cavala (Scomber colias), em que
os plasticos mais encontrados foram o PE (80%), poliéster (19%) e rayon (1%). Os dois tipos de
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polimeros mais frequentes deste estudo (PP- 19,3%; PE- 17,5%) coincidiram ainda com o estudo
de Lopes et al. (2020) em peixes peldgicos planctivoros em aguas Atlanto-ibéricas que obteve
percentagens de 21% de PP e 16% de PE. A maioria dos polimeros identificados correspondem a
materiais utilizados na inddstria téxtil como as fibras, que se relaciona com a forma mais
encontrada de plasticos em todos 0s peixes.

No que diz respeito aos polimeros observados em cada espécie de peixe, estes foram
diversificados e dependeram das suas preferéncias alimentares. O carapau foi a espécie onde foi
encontrada a maior variedade de pléasticos com 14 polimeros identificados, enquanto na sardinha
e no biqueirdo foram encontradas apenas 12 variedades de polimeros diferentes. Este facto pode
ser explicado através dos habitats ocupados e das migragGes verticais realizadas na coluna de
agua. A maioria dos Clupeiformes adultos e outras espécies pequenas de peixes pelagicos
realizam migracGes verticais em direcdo a superficie durante a noite (Zwolinski et al., 2007),
como é o caso dos individuos do género Sardina e Engraulis (Krutzikowsky e Emmett, 2005). A
sardinha forma cardumes, normalmente a profundidades entre os 25-55 m durante o dia e sobe
dos 10 até aos 37 m a noite (Santos et al., 2006). O carapau possui um tipo de habitat mais amplo,
onde os adultos e juvenis sobem do fundo para aguas intermédias durante o pdr-do-sol, retornando
ao fundo ao amanhecer (Barange et al., 2005). Esta espécie habita na costa portuguesa
normalmente entre os 100-200 m de profundidade, podendo atingir os 500 m (Whitehead, 1985).
Os adultos de biqueirdo sdo normalmente encontrados entre os 70 m e 200 m de profundidade
(Kucas, 1986).

O rayon foi o polimero comum em todas as espécies e foi 0 que registou a maior percentagem:
no carapau (43,1%), no biqueirdo (40%), na sardinha (36,9%), sendo este polimero o mais
encontrado em peixes demersais e pelagicos do Canal Inglés (57,8%) (Lusher et al., 2013). Os
polimeros mais comuns no carapau foram o rayon (43%), PES (17,2%), PEI (8,6%) e PE (6,5%).
Estes polimeros tém uma elevada densidade (rayon -1,53 g/cm?, PES - 1,40 g/cm?, PEI - 1,27
g/cmd) e, por esse facto, normalmente afundam e encontram-se nos fundos marinhos (Andrady,
2011), refletindo a elevada flexibilidade e amplitude de profundidades que esta espécie semi-
pelégica pode habitar.

Os polimeros encontrados refletem ainda as formas mais observadas, sendo que o carapau obteve
a maior percentagem de fibras e consequentemente polimeros que entram na composicao de fibras
téxteis como o rayon, PES, PEIl e PE. Estes polimeros entram ainda na composi¢do de
embalagens, resinas, indUstria automovel, téxtil e bens domésticos. No carapau, foi ainda
encontrado o polimero de maior densidade PTFE (2,2 g/cm®), registado neste estudo. As
densidades dos polimeros identificados neste estudo podem ser encontrados na tabela A3 do
anexo A. A sardinha que habita baixas profundidades, obteve maior percentagem de polimeros
como 0 PMMA (15,4%), PP (7,7%) e BMA (6,15%). Estes polimeros apresentam densidades
mais reduzidas, (PMMA - 1,19 g/cm?, PP - 0,90 g/cm®, BMA - 0,89 g/cm®) e encontram-se
normalmente em camadas superiores da coluna de agua. Estes polimeros sdo utilizados em
revestimentos, tintas, resinas, embalagens, pecas de carros e equipamentos médicos e sanitarios.
Contudo, a sardinha também registou maiores percentagens, em relacdo as outras espécies, de
acrilico PMMA (15,4%) e de poliacrilato (6,2%) e foi a Unica espécie a apresentar o polimero de
epoxi (1,5%). Em relacdo ao biqueirdo, este apresentou polimeros com uma grande variedade de
densidades como 0 BMA (20%), PS (10%) e PU, PSU, PP PElI, PE, PES (3,33%). Os polimeros
sdo utilizados em tintas, adesivos, embalagens, equipamentos médicos e sanitérios, redes de pesca
e industria naval. O biqueirdo registou a maior percentagem de BMA (20%), PA (3,33%) e PS
(10%) comparativamente as outras duas espécies. Este facto pode estar relacionado com a elevada
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ocorréncia de fragmentos nas branquias e nos musculos desta espécie comparativamente ao
carapau e a sardinha. Esta espécie foi a Unica a registar polimeros de PU e PSU, embora em
percentagem reduzida (3,3%).

4.4. Selecdo do Bioindicador

As trés espécies de peixes analisadas podem ser consideradas potenciais indicadoras da presenca
de microplésticos para a avaliagdo do D10 da DQEM devido as suas caracteristicas bioldgicas,
ampla distribuicdo geografica e importancia socioeconémica que representam para 0S
portugueses. Os pequenos peixes pelagicos como a sardinha e biqueirdo podem ser ponderados
como bioindicadores viaveis devido a sua flexibilidade de comportamentos alimentares,
aparelhos branquiais eficientes e vulnerabilidade aos MPs. Estas espécies podem ainda refletir as
quantidades de MPs na coluna de &gua e habitats costeiros (Digka et al., 2018). No presente
estudo, a sardinha e o biqueirdo obtiveram maior concentracdo de MPs nos tratos gastrointestinais
e nas branquias face ao carapau. Este resultado foi contrario ao observado por Lopes et al. (2020),
0 que pode dever-se as diferentes unidades utilizadas em cada estudo. Assim, a selecdo do
bioindicador teve em ponderacéo as elevadas percentagens de MPs encontradas nos tecidos e as
percentagens de ingestdo. Acresce ainda o facto, de nos Ultimos anos os stocks de sardinha em
Portugal terem vindo a sofrer um declinio acentuado. Para além do estado dos stocks foi também
considerado o seu estatuto de conservagdo como “quase ameacgada” (NT- “Near threatened”) pela
Lista Vermelha da IUCN. Estes factos foram ponderados, declinando a proposta desta espécie
como um bioindicador viavel para a avaliagdo do D10 da DQEM.

Assim, o presente estudo sugere que o carapau seja o bioindicador mais adequado para a avaliagdo
dos critérios do D10 da DQEM relativamente aos microplésticos. A selecdo ponderou as elevadas
percentagens de MPs verificadas nos tecidos desta espécie e as elevadas percentagens de ingestéo.
Para além dos resultados obtidos apoiarem a selecdo desta espécie, existe informagao histérica
relevante sobre os stocks (Murta, 2000; Murta et al., 2008), e sobre as suas carateristicas
taxondémicas (Bektas e Belduz, 2009), bioldgicas e ecoldgicas (Abaunza et al., 2003; Macer,
2006; Garrido et al., 2008b; Garrido e Murta, 2011). Ao contrario da sardinha e do biqueirdo, o
carapau € uma espécie semi-peléagica (Carbonara et al., 2019) possui um habitat amplo formando
grandes cardumes em areas costeiras (Wheeler e Du Heaume, 1969). Devido a grande variedade
de habitats e amplitudes de profundidades que esta espécie alcanca, o carapau permite quantificar
e tracar um perfil dos MPs existentes na coluna de dgua e nos fundos. Ao contrario do biqueirdo
e da sardinha que possuem ciclos de vida curtos, o ciclo do carapau é longo podendo atingir 0s
40 anos de idade (Abaunza et al., 2003). A longevidade do carapau representa uma vantagem na
selecdo de um bom bioindicador, sendo que tal como outros predadores de topo sdo suscetiveis a
acumulacdo de contaminantes e plasticos ao longo do seu ciclo de vida (Nelms et al., 2019).
Existem ainda informacg0es troficas e acerca dos comportamentos alimentares desta espécie e
incluindo os tamanhos preferenciais (Bayhan e Sever, 2009; Garrido e Murta, 2011; Garrido et
al., 2015). A gestdo pesqueira desta espécie esta bem estabelecida e o estado de exploracéo deste
stock é avaliado anualmente pelo Concelho Internacional para a Exploragéo do Mar, CIEM/ICES
(ICES, 2019).

Segundo o Conselho Europeu de Agricultura e Pescas, Portugal pode capturar mais de 131 mil
toneladas de peixe em 2019, para além disso foram definidos os totais admissiveis de captura
(TAC) ou quotas para as aguas europeias. Segundo os dados divulgados, o carapau é um recurso
pesqueiro importante explorado em Portugal, sendo que a quota para a pesca desta espécie
aumentou 69% em 2019 face a 2018 (INE, 2019). Para além do aumento das quotas observadas
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nos Ultimos anos (INE, 2019), o carapau possui um estatuto de conservagdo pouco preocupante
(LC- “Least concern”) pela Lista Vermelha da TUCN das espécies ameagadas (Di Natale et al.,
2011) sendo uma espécie muito abundante nas aguas portuguesas. A importancia comercial e 0
estatuto de conservacao do carapau sdo carateristicas favoraveis a proposta desta espécie como
sendo um bom bioindicador para a avaliacdo dos critérios do D10 da DQEM.
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5. Consideracdes Finais

O presente estudo sugere que o carapau seja o bioindicador mais adequado para a avaliacdo dos
critérios do D10 relativamente aos microplésticos.

Em relacdo aos tecidos-alvo mais adequados, é de salientar a necessidade urgente de analisar ndo
sO os conteidos estomacais, mas abranger varios tecidos do mesmo organismo nomeadamente as
branquias e os musculos. S6 assim seré possivel determinar a extensdo das contaminagdes por
MPs e quais as implicacGes futuras que estes terdo para o ser humano.

Em termos de limitacOes, destaca-se a falta de uniformizacdo na apresentacéo dos resultados nos
varios estudos de MPs em organismos marinhos, 0 que provoca interpretacbes ambiguas
dependendo do tratamento dos dados. E recomendavel para estudos futuros a inclusio de um
maior nimero de individuos adultos e juvenis, uma vez que as suas dietas variam ao longo da sua
ontogenia alterando a acumulagio de MPs. E ainda de realcar a necessidade de reforcar o nimero
de individuos amostrados, incluir variaces sazonais e temporais e averiguar a existéncia de
diferencas entre areas geograficas. Futuramente, seria ainda benéfico a inclusdo de outras espécies
da comunidade pelagica e demersal.

Atualmente, ainda sdo escassos 0s estudos de MPs em organismos marinhos na costa portuguesa,
focando-se apenas na presenca de MPs nos tratos gastrointestinais ndo tendo em consideracdo os
seus aspetos bioldgicos, comportamentais e preferéncias alimentares. Apesar de algumas
limitages, este estudo representa uma tentativa Gtil de preencher o reduzido numero de
investigacOes de MPs em varios tecidos e peixes da costa portuguesa. Dada a presenca de MPs
em tecidos ediveis dos peixes (musculos) e devido a elevada importancia cultural e econémica
que estes recursos representam em Portugal é incentivada a realizacdo de investigac@es futuras.
Sé assim, sera possivel a determinacgdo dos riscos que 0s MPs representam para 0s consumidores
humanos e a adoc¢do de medidas de adaptagdo e mitigacdo hum oceano em constante mudanca.
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7. ANEXOS
Anexo A - Gréficos, tabelas e fotografias adicionais
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Figura Al- Gréafico com as principais classes de tamanhos mais encontrados em cada tecido e nas varias
espécies em estudo em fun¢do da percentagem de MPs/g.
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Figura A2- Gréfico de Boxplots com o N° de MPs/ g de tecido nos véarios tecidos nas trés espécies
estudadas: Trachurus trachurus (HOM), Sardina pilchardus (PIL) e Engraulis encrasicolus (ANE).
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Poliuretano (PU) B 0.5
Politetrafluoretileno (PTFE) W@ 1.6
Polisulfona (PSU) 0 0.5
Polipropileno (PP) I 3.2
Polietilenoimina (PEI) [l 6.9
Polietileno tereftalato (PET) [ 3.2
Polietileno (PE) Il 5.8
Poliestireno (PS) [ 3.2
Poliéster (PES) Iy 11.1
Poliamida (PA) B 1.6
Poliacrilamida [ 0.5
Epoxi (EP) B 0.5
Celulose (HPMC) 0 0.5
Celulose (Rayon) I 40,2
Bormracha B 0.5
Acrilico (Poliacrilato) I 4.2
Aciilico (PMMA) I 8.5
Acrilato (Butil metracrilato -BMA) [N 7.4
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Figura A3- Percentagens (%) dos varios polimeros dos MPs encontrados nos peixes estudados.
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Figura A4- Principais mecanismos de assimilacdo de MPs em peixes (Reproduzido de Roch et al., 2020).
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Tabela A3- Principais tipos polimeros encontrados nas espécies com as suas respetivas densidades (g/cm?®) e as suas
utilizacBes (adaptado de Mark. E, James., 2007).

Polimero

Densidade
(g/cm?®)

Principais Utilizac6es

Adesivos, industria farmacéutica, tintas e revestimentos, comida, cosméticos,

Celulose - HPMC 0,48 | detergentes, produtos de limpeza, lentes de contacto.
PE 087 Embalagens, garrafas, fibras e téxteis, redes e equipamentos de pesca, tubos e
' conexdes, equipamentos médicos.
. Tintas, compostos de revestimento, adesivos, resinas, solventes, produtos
Acrilato-BMA 0,89 odontoldgicos, emulsdes téxteis.
PP 0.90 Embalagens, garrafas, sacos, téxteis, filme, pecas de carros, equipamentos médicos e
' sanitarios.
PU 105 Espumas e almofadas, revestimentos, adesivos, selantes, isolamentos de construcéo,
' pneus.
Borracha 107 Pneus e indUstria automovel, tubos e mangueiras, adesivos, selantes, isolamentos,
' tintas, equipamentos de desporto.
PS 1,07 Embalagens, aparelhos eletrénicos, espumas, isolamento, equipamentos médicos.
PA (Nylon 6) 1,18 Fibras téxteis, cabos, redes e equipamentos de pesca.
Revestimentos, adesivos, selantes, cimentos 0sseos cirirgicos, aplicacdes de
PMMA 1,19 : . g ~
embalagem, revestimento de vinil e outros materiais de construcao.
Poliacrilamida -PAM 1.20 Revestimentos de barcos e material nautico, reforco de cimentos, indUstria téxtil.
Membranas, pecas de maquinas e ocas, valvulas, reforgos de fibras de vidro,
PSU 1,22 : o ) O
equipamentos médicos, tratamentos de &guas residuais.
EP 1,26 Pecas de automdveis, tanques, adesivos, equipamentos médicos.
PEI 1,27 Industria automdvel e eletronica, equipamentos médicos, bens domésticos,
Garrafas, embalagens, filtros e fibras, indUstria automével, material nautico, inddstria
PET 1,38 et
téxtil e isolamentos.
Resinas, barcos, industria téxtil, fibras, garrafas, embalagens, filmes, aplicacGes
PES 1,40 L . o
eletronicas e industriais.
Celulose - Rayon 1,53 Industria téxtil, fibras, revestimentos, produtos de higiene.
PTEE - Teflon 217 Revestimentos antiaderentes, tintas, adesivos, cosmética, revestimento industrial,

indUstria automovel e quimica.
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Figura A8- Exemplos de Microplasticos encontrados nas branquias de sardinha.
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Figura A9- Exemplos de Microplasticos encontrados nos tr

atos gastrointestinais de sardinha.
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Figura A10- Exemplos de Microplasticos encontrados nos musculos de sardinha.
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Figura Al11- Exemplos de Microplasticos encontrados nas branquias de biqueirdo.

Figura A13- Exemplos de Microplasticos encontrados nos musculos de biqueiréo.
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Anexo B- Exemplos de espectros FTIR dos principais polimeros
encontrados

—— Espectro de HPMC da amostra
- Espectro de HPMC da biblioteca
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Figura B1- Espectro de Celulose-HPMC obtido a partir de uma amostra de uma fibra azul encontrada em carapau. Em
cima, a preto figura o espectro da amostra. Em baixo, a vermelho encontra-se ilustrado o espectro de HPMC da
biblioteca de espectros utilizado para a comparagdo com a amostra. O eixo do y corresponde a percentagem de
transmitancia (T%) e o eixo do x aos numeros de onda (cm™).

— Espectro de PE da amostra
Espectro de PE da biblioteca

164
140-
120-

= 100/

R 8o
60
40.

9 & .
102+

90 i

80 B

60 .

50 .

= 40 .
30-

E 200 um|
8 . <
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 600

cm-1

Figura B2- Espectro de PE (polietileno) obtido a partir de uma amostra de um fragmento rosa encontrado em carapau.
Em cima, a preto figura o espectro da amostra. Em baixo, a verde encontra-se ilustrado o espectro de PE da biblioteca
de espectros utilizado para a comparagdo com a amostra. O eixo do y corresponde a percentagem de transmitancia (T%)
e 0 eixo do x aos nimeros de onda (cm™).

N — Espectro de BMA da amostra
34 — Espectro de BMA da biblioteca
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Figura B3- Espectro de acrilato (Butil metracrilato- BMA) obtido a partir de uma amostra de um fragmento verde
encontrado em sardinha. Em cima, a preto figura o espectro da amostra. Em baixo, a vermelho encontra-se ilustrado o
espectro de BMA da biblioteca de espectros utilizado para a comparacdo com a amostra. O eixo do y corresponde a
percentagem de transmitancia (T%) e o eixo do x aos nimeros de onda (cm™).
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—— Espectro de PP da amostra
~ Espectro de PP da biblioteca
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Figura B4- Espectro de PP (polipropileno) obtido a partir de uma amostra de um filamento vermelho encontrado em

sardinha. Em cima, a preto figura o espectro da amostra. Em baixo, a vermelho encontra-se ilustrado o espectro de PP

da biblioteca de espectros utilizado para a comparagdo com a amostra. O eixo do y corresponde a percentagem de
transmitancia (T%) e o eixo do x aos niimeros de onda (cm™).

— Espectro de borracha da amostra
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Figura B5- Espectro de borracha obtido a partir de uma amostra de um fragmento azulado encontrado em carapau. Em
cima, a preto figura o espectro da amostra. Em baixo, a verde encontra-se ilustrado o espectro de borracha da biblioteca
de espectros utilizado para a comparagdo com a amostra. O eixo do y corresponde a percentagem de transmitancia (T%)
e o eixo do x aos numeros de onda (cm ™).

—— Espectro de PS da amostra
~ Espectro de PS da biblioteca
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Figura B6- Espectro de PS (poliestireno) obtido a partir de uma amostra de um fragmento verde encontrado em
sardinha. Em cima, a preto figura o espectro da amostra. Em baixo, a verde encontra-se ilustrado o espectro de PS da
biblioteca de espectros utilizado para a comparagdo com a amostra. O eixo do y corresponde a percentagem de
transmitancia (T%) e o eixo do x aos nimeros de onda (cm™).
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—— Espectro de PA da amostra
- Espectro de PA da biblioteca
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Figura B7- Espectro de PA (poliamida- nylon 6) obtido a partir de uma amostra de uma fibra azul encontrada em
carapau. Em cima, a preto figura o espectro da amostra. Em baixo, a verde encontra-se ilustrado o espectro de PA da
biblioteca de espectros utilizado para a comparagdo com a amostra. O eixo do y corresponde a percentagem de
transmitancia (T%) e o eixo do x aos numeros de onda (cm™).

—— Espectro de PMMA da amostra
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Figura B8- Espectro de PMMA (acrilico) obtido a partir de uma amostra de uma fibra vermelha encontrada em
sardinha. Em cima, a preto figura o espectro da amostra. Em baixo, a verde encontra-se ilustrado o espectro de PMMA
da bhiblioteca de espectros utilizado para a comparagdo com a amostra. O eixo do y corresponde a percentagem de
transmitancia (T%) e o eixo do x aos niimeros de onda (cm™).

— Espectro de PEI da amostra
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Figura B9- Espectro de PEI (celulose + polietilenoimina) obtido a partir de uma amostra de uma fibra azul encontrada
em carapau. Em cima, a preto figura o espectro da amostra. Em baixo, a verde encontra-se ilustrado o espectro de PEI
da biblioteca de espectros utilizado para a comparacédo com a amostra. O eixo do y corresponde a percentagem de
transmitancia (T%) e o eixo do x aos numeros de onda (cm™).
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115,

bl ——— Espectro de PET da amostra
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Figura B10- Espectro de PET (polietileno tereftalato) obtido a partir de uma amostra de uma fibra preta encontrada
em sardinha. Em cima, a preto figura o espectro da amostra. Em baixo, a verde encontra-se ilustrado o espectro de PET
da biblioteca de espectros utilizado para a comparagdo com a amostra. O eixo do y corresponde a percentagem de
transmitancia (T%) e o eixo do x aos nimeros de onda (cm™).

— Espectro de PES da amostra
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Figura B11- Espectro de PES (poliéster) obtido a partir de uma amostra de uma fibra azul encontrada em carapau. Em
cima, a preto figura o espectro da amostra. Em baixo, a vermelho encontra-se ilustrado o espectro de PES da biblioteca
de espectros utilizado para a comparagdo com a amostra. O eixo do y corresponde a percentagem de transmitancia (T%)
e 0 eixo do x aos numeros de onda (cm™).
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