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“No one will protect what they don’t care about,
and no one will care about what they have never experienced.”

Sir David Attenborough
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Resumo

Os mares e oceanos de todo 0 mundo mostram sinais crescentes de degradacdo ambiental, de
entre 0s quais se destaca a presenca de lixo marinho. De forma a aumentar o conhecimento
acerca desta problematica e contribuir para a implementacdo da Diretiva Quadro Estratégia
Marinha, realizou-se um estudo com o intuito de caracterizar o tipo e quantidade de lixo marinho
presente no trato digestivo de espécies comerciais de peixe da costa de Peniche, duas espécies
de peixes pelagicos (Carapau — Trachurus trachurus e Cavala — Scomber colias) e espécies de
peixes demersais (Faneca — Trisopterus luscus e espécies da familia Triglidae), ao longo de dois
periodos de amostragem — verdo e inverno. O conteddo digestivo presente no trato
gastrointestinal de 234 peixes foi digerido usando uma solugéo de 10% de hidrdxido de potassio
(KOH) para facilitar a extracdo / isolamento de detritos. Através de espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) identificou-se o tipo de polimeros que
compunham as particulas, tendo o resultado indicado que, a quase totalidade da amostra, era
constituida por polimeros termoplasticos. A maioria dos detritos de lixo presentes nas amostras
estudadas foram micropléasticos (todos secundarios). No total, foram encontradas 206 particulas
em 42% e 52% dos peixes analisados no verdo e inverno, respetivamente. A morfologia de 90%
das particulas analisadas correspondeu a fragmentos de diversos plasticos, sendo as restantes
fibras remanescentes de roupas e instrumentos de pesca. A coloragdo preta foi a cor
predominante presente nas particulas encontradas. Em média, S. colias apresentou, no verao,
3,69 * 3,93 (SD) de particulas de lixo por individuo, tendo este valor sido o mais elevado de
entre as espécies analisadas, em ambas as épocas de amostragem. Entre os tipos de polimeros
identificados, concluiu-se que o polimetil-metacrilato (PMMA) foi o polimero mais comum no
contetdo digestivo dos peixes. Foram ainda detetadas diferencas sazonais no consumo de
particulas entre as espécies T. luscus e o grupo dos Triglideos, e entre as espécies pelagicas e
demersais.

Palavras-chave: Alimentacéo, FTIR, Microplasticos, Poluigdo, Polimero
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Abstract

The seas and oceans around the world are showing increasing signs of environmental
degradation, among which the presence of marine litter stands out. In order to increase
knowledge on this subject and contribute to the implementation of the Marine Strategy
Framework Directive, this study aimed to characterize the type and quantity of litter present in
the digestive tract of commercial fish species on the coast of Peniche, two pelagic fish species
(Atlantic Horse Mackerel - Trachurus trachurus and Atlantic Chub Mackerel - Scomber colias)
and demersal fish species (Poutine - Trisopterus luscus and species of the family Triglidae),
during two sampling periods — summer and winter. The digestive contents in the gastrointestinal
tract of 234 fishes was digested using a 10% solution of potassium hydroxide (KOH) to facilitate
the extraction/isolation of debris. Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was used to
identify the polymer type of the particles, and the result obtained indicated that almost all the
samples were thermoplastic polymers. Most of the litter found in the gut contents was made up
of microplastics (all secondary). In total, 206 particles were found in 42% and 52% of fish
analyzed in summer and winter, respectively. The morphology of 90% of the particles analyzed
matched different plastic fragments, the rest of the sample fibers being from clothes and fishing
instruments. The black coloration was the main colour present on the particles found. On
average, S. colias presented 3,69 + 3,93 (SD) of litter particles per individual in summer, and
this value was the highest among the species analysed in both seasons. Among the types of
polymers identified, it was possible to conclude that polimetil-metacrilato (PMMA) was the
most common polymer found in the gut contents of the fishes analyzed. Seasonal differences
were also detected in the consumption of particles between the species T. luscus and Triglidae
specimens, as well as between pelagic and demersal fish species.

Keywords: Feeding, FTIR, Microplastics, Pollution, Polymer
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1 - Introducéao

1.1 Enquadramento

A poluicdo gerada pelo ser humano atingiu proporgbes desmesuradas, a ponto de ameacar os ultimos
locais pristinos do planeta. Apesar de existirem diversas formas de poluicdo, o lixo marinho tornou-se
uma das maiores preocupacgdes na atualidade. Devido ao crescente aumento da populacdo mundial e a
sua concentracdo em centros urbanos, ao aumento da esperanca média de vida, a crescente producdo
industrial e, ainda, a orientacdo das sociedades contemporaneas para valores consumistas (Allsopp, et
al., 2006), a producao de residuos sélidos é cada vez maior. Considera-se lixo marinho, ‘qualquer
material sélido persistente, manufaturado ou processado, que tenha sido deliberadamente descartado ou
abandonado involuntariamente no meio marinho e zonas costeiras, incluindo os materiais transportados
de terra para 0 ambiente marinho através de rios, sistemas de drenagem ou esgotos e ventos’ (Galgani
et al., 2010). Todos os anos, 0 ambiente marinho sofre um elevado impacto com a entrada de
aproximadamente dez milhGes de toneladas de lixo (European Commission, 2013), de composicdo
variavel, que pode incluir metal, vidro, papel, tecido, borrachas, madeira processada e plastico. Os
impactos gerados pelo lixo marinho estendem-se além do seu local de origem, podendo afetar outras
zonas a grandes distancias, gracas ao transporte pelos ventos e correntes oceanicas.

Cerca de 80% do lixo marinho, que se pode encontrar junto ao fundo, em suspensao na coluna de agua
ou a flutuar a superficie, tem a sua origem no meio terrestre (UNEP, 2016). A sua introdu¢éo no meio
marinho advém de fontes pontuais e difusas, como o vento, efluentes de Estagdes de Tratamento de
Aguas Residuais (ETAR), sistemas de drenagem e rios. Quando a sua origem se encontra ligada a
atividades maritimas, o lixo marinho pode ser uma consequéncia do setor da pesca, turismo, transporte
de mercadorias e aquicultura. A causa da polui¢do sob a forma de lixo consiste essencialmente numa
gestdo deficiente de residuos, e por vezes do comportamento inadequado das populagdes, sendo este
problema mais relevante nos paises em desenvolvimento.

Em virtude de as atividades que ocorrem no meio terrestre terem uma elevada influéncia na quantidade
de lixo marinho, esta tematica é global e, por isso, requer abordagens integradas. Existem diversos
estudos a demonstrar o impacto do lixo marinho em espécies de grande/ média dimensdo, tais como
mamiferos, tartarugas e aves, quer por ficarem emaranhadas em redes de pesca perdidas, quer pela
ingestdo (Azzarello e Van-Vleet, 1987; Gramentz, 1988; Fossi et al.,, 2014) principalmente de
microplasticos (MP). No caso dos peixes, embora se saiba que o consumo de lixo pode causar
mortalidade devido a problemas associados a flutuabilidade, incorporacdo de substancias toxicas e
sensacdo de saciedade que impede que estes se alimentem, a informacéo atualmente existente acerca da
ingestdo de lixo é bastante escassa (Neves et al., 2015).

As consequéncias do lixo marinho nédo se restringem apenas aos organismos aquaticos, uma vez que, 0
ser humano também sofre impacto pela perda de servigos do ecossistema. Por um lado, ¢é afetado pela
presenca direta de lixo nos oceanos e praias, que causa um impacto econémico negativo no turismo,
sobrecarregando 0s municipios com custos de limpeza, pela perda do valor intrinseco inerente a
qualidade de vida das populaces locais, ameacando a saude publica pela ingestéo de organismos com
particulas contaminadas com poluentes, entre outras. Por outro lado, é afetado indiretamente pela perda
de espécies com valor comercial e conservacionista devido & pesca fantasma (UNEP, 2016).
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1.2 Os plasticos

A grande maioria do lixo marinho é constituida por plasticos (figura 1.1), que se destacam por serem 0s
residuos mais persistentes, uma vez que-podem demorar centenas de anos a decompor-se. O seu uso e
producdo em larga escala remonta ao ano de 1950, embora os primeiros plasticos sintéticos tenham
surgido no inicio do século XX, no entanto o uso generalizado de plésticos fora das forcas militares s6
ocorreu apenas apés a Segunda Grande Guerra Mundial (Geyer et al., 2017). Devido a sua durabilidade
e leveza, rapidamente foram substituidos varios materiais na industria e tornou-se, por isso, numa parte
quase indispensavel do quotidiano dos cidaddos. Os plasticos sdo uma classe de polimeros
semissintéticos ou sintéticos, de cadeia extremamente longa, obtidos geralmente a partir do petroleo e
constituidos pela repeticdo de mondmeros idénticos ou conjugacGes de mondémeros e sequéncias
diferentes (GESAMP, 2015). Para atingir algumas caracteristicas desejadas nos produtos feitos de
pléstico, sdo adicionados aditivos como estabilizantes, corantes, retardantes de chama, plastificantes e
muitos outros. Existem duas categorias de plasticos, os termoplasticos e os termofixos. Os
termoplasticos sdo uma familia de polimeros lineares ou pouco ramificados, também conhecidos como
plasticos reversiveis, ou seja, pelo processo de aquecimento e arrefecimento, podem adquirir diferentes
formas mantendo a sua estrutura quimica inicial. Os termofixos sao outra familia de polimeros (espumas
ou revestimentos), que sofrem uma alteracdo quimica através do aquecimento, dando origem a ligagGes
cruzadas entre as cadeias do polimero, impedindo que possam ser moldados através de um novo
aquecimento (PlasticsEurope, 2017). Por defini¢do, polimeros sdo compostos quimicos de elevada
massa molecular, sendo formados por reagdes de polimerizagdo. A raiz da palavra “polimero” provém
do Grego, onde poli significa “muitos/as” e meros significa “partes”. Os polimeros sdo macromoléculas
formadas a partir de unidades estruturais denominadas monémeros, e ao nimero de unidades estruturais
repetidas numa macromolécula da-se 0 nome de grau de polimerizacao.

Na industria sdo utilizados varios tipos de polimeros, 0s mais comuns representam cerca de 90% da
producdo mundial, sendo estes o Polietileno (PE), o Polipropileno (PP), o Cloreto de polivinilo (PVC),
o Poliuretano (PU), o Poliestireno (PS) e a Poliamida (PA) (APA, 2018). Através da identificacdo dos
polimeros e da distingdo entre tipos de MP é possivel deduzir quais serdo as potenciais fontes de
introducdo destas particulas no meio marinho e a identificagcdo de medidas de mitigacdo para as mesmas
(GESAMP, 2015).

Os MP subdividem-se em dois tipos, os primarios, uma vez que sdo produzidos diretamente para a
introdugdo em produtos, como por exemplo as esferas utilizadas na industria da cosmética, e 0s
secundarios (fragmentos e fibras), que se originam durante o processo de decomposicao de objetos de
plasticos de maiores dimensdes, quando se encontram expostos aos elementos da natureza,
fragmentando-se em pedagos mais pequenos (Bessa et al., 2018). Ao contrério dos mesoplésticos que
podem medir entre 5 e 25 milimetros, os MP sdo particulas que possuam, no maximo, 5 milimetros no
seu maior eixo de comprimento (Hanke et al., 2013). Os MP, devido ao seu diminuto tamanho e
flutuabilidade, sdo mais facilmente ingeridos pelos peixes, entrando assim na cadeia tréfica (Foekema
et al., 2013). A ameaca por parte deste tipo de poluente torna-se preocupante, pela sua capacidade de
adsorver contaminantes. O grau de contaminacdo aumenta com 0 aumento da idade/estado de
degradacdo da particula (Frias et al., 2010; Ogata et al., 2015), podendo ser encontrado assim nos tecidos
do(s) animal(is) que ingeriram a(s) particula(s).




Caracterizacdo do lixo marinho ingerido por peixes da costa de Peniche — contributo para a definicéo de espécies indicadoras
no ambito da DQEM

Figura 1.1 — Lixo Marinho encontrado na costa litoral Oeste de Portugal continental, dominado por residuos de plasticos de
diferentes composicdes e origens.

1.3 O lixo marinho em Portugal

Em Portugal, as tendéncias relativamente a composicdo do lixo marinho tém-se mantido nos Ultimos
anos, tendo os plasticos, tipo de lixo marinho predominante, representado 73% dos itens encontrados na
monitorizacdo das praias durante o ano de 2017 (APA, 2017). No &mbito desta monitorizacdo, foram
ainda encontrados outros dois tipos de lixo: o papel e cartdo (17%) e artigos sanitarios (6%), devido a
abundancia de beatas de cigarros e cotonetes no areal. Estes resultados foram obtidos através da
monitorizacdo das praias, que é realizada anualmente, desde 2013, ao abrigo da Convencdo OSPAR. A
monitorizacdo do lixo marinho em praias baseia-se numa contagem e identifica¢&o no local, segundo as
diretrizes estabelecidas no Guia para a monitorizagdo do lixo nas praias na regido OSPAR (OSPAR,
2010), que contém um guia fotografico para identificacdo visual e classificagdo dos itens de lixo
encontrados. Com base na identificacdo visual dos objetos encontrados, realiza-se uma possivel
correspondéncia com o setor econémico ou atividade humana, que deu origem aos residuos, permitindo
estabelecer medidas prioritarias no combate ao lixo marinho. Devido a abundancia de MP e outros
residuos ndo identificaveis, cerca de 65% do lixo reportado nas praias portuguesas nao é atribuido a uma
fonte (APA, 2017), carecendo de estudos mais aprofundados para o caracterizar.

Atualmente, a informacao acerca da presenca de plasticos no meio marinho portugués ainda é diminuta;
em dois dos estudos, realizados até a data, relacionados com a tematica e os objetivos da presente
dissertagdo, apresentam algumas diferengas na metodologia seguida neste trabalho. O primeiro trabalho
(Neves et al., 2015) ndo se focou num local de amostragem ou janela temporal em especifico, tendo
dado um maior enfase aos resultados relacionados com a diversidade de espécies, em detrimento da
quantidade de exemplares amostrados, devido a obtencdo de amostras oportunistas. O segundo estudo
(Bessa et al., 2018), por sua vez, foi realizado no ano de 2018, diferindo no local onde foi realizado,
num estuario na zona Norte do pais, com recurso a trés espécies de peixes durante maioritariamente o
verdo, e por isso, obtendo resultados acerca dos MP que se acumulam junto da costa. As diferentes
abordagens nos trabalhos praticos levaram a resultados diferentes e ndo permitem que se efetue uma
comparagcéo direta entre os dois estudos descritos.

1.4 A Diretiva Quadro Estratégia Marinha

Devido a degradacdo ambiental cada vez mais evidente nos mares e oceanos da Europa, e a crescente
pressao antropogénica resultante da exploragdo para a obtencéo de alguns dos servigos ecossistémicos,
a Comissdo Europeia criou, a 17 de junho de 2008, a Diretiva 2008/56/CE, designada Diretiva Quadro
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Estratégia Marinha (DQEM). Esta diretiva, que constitui o pilar ambiental da politica maritima
integrada, determina que os Estados-Membros devem elaborar e implementar estratégias para as aguas
marinhas sob soberania ou jurisdi¢do nacional, de modo a alcancar o Bom Estado Ambiental do meio
marinho até ao ano de 2020. Assim, para se avaliar o Bom Estado Ambiental das 4guas marinhas da UE
€ necessario considerar os onze descritores enumerados no anexo | da DQEM, e que estdo relacionados
com a conservagado da biodiversidade, a qualidade das aguas marinhas, a estrutura e funcionamento dos
ecossistemas e as pressoes e impactos no meio marinho (DGRM, 2018). Um dos descritores de Bom
Estado Ambiental, o descritor Lixo Marinho (D10), deve ser avaliado com base em dois critérios:
Critério 10.1. Caracteristicas de lixo presente no meio marinho e costeiro (quantidade e tipo de lixo) e
Critério 10.2. Impacto do lixo na vida marinha. No &mbito da implementacdo da Diretiva € necessario
definir programas de monitorizacdo, para serem desenvolvidas medidas em funcdo dos resultados
obtidos sobre o estado ambiental das dguas. Para tal, é necessario definir indicadores de monitorizacdo
para cada um dos descritores.

No caso do Descritor 10 e no &mbito da Convencdo OSPAR foi implementado um programa para
monitorizar a quantidade de plasticos nos estdmagos de aves, como indicador comum para o Mar do
Norte, tendo-se selecionado o fulmar, para o critério 10.2. A selecdo de espécies indicadoras para
monitorizar as tendéncias de lixo no meio marinho e do seu impacto na vida marinha deve, no entanto,
ser feita pelos varios Estados-Membros. No caso portugués, a inexisténcia de dados relativos a este
descritor, reportada no relatério inicial de implementacdo da DQEM, entregue em 2012, impediu que se
analisasse o estado ambiental associado a este descritor.

Com o objetivo de suprimir as lacunas na informag&o sobre o descritor e avaliar a sua evolugéo ao longo
do tempo, foram incluidos trés projetos no Programa de Monitorizacéao (artigo 11°, DQEM) e Programa
de Medidas no relatorio de implementacdo da DQEM em Portugal continental, (artigo 13.° da DQEM):
1) o projeto Limar (2015 — 2016), cujo objetivo seria determinar bioindicadores para o lixo marinho; 2)
0 projeto Delixomar (2015 — 2020), com vista a obtengdo de informagdo acerca das propriedades e
distribuicdo espacial do lixo marinho e impactes na vida marinha; 3) o projeto BDLixLit (2015 — 2020),
em que se pretendia desenvolver uma base de dados sobre lixo marinho no litoral (DGRM, 2018).
Contudo, apesar de ja ter passado a data de término estipulada na calendarizacdo do primeiro projeto
“Limar”, a falta de financiamento impediu a sua concretiza¢ao, pelo que subsiste a necessidade de
selecionar espécies de peixes adequadas a monitoriza¢do do D10 em Portugal.

Alguns autores definem espécies indicadoras como seres vivos facilmente monitorizaveis e cujo estado
seja um reflexo da condi¢do do ambiente onde séo encontradas (Landres et al., 1988; Cairnsand Pratt,
1993; Bartell, 2006; Burger, 2006; Siddig et al., 2016). O grupo dos peixes é um forte candidato para
selecionar espécies indicadoras adequadas a monitorizacdo do D10, no que diz respeito ao Critério 10.2.
- Impacto do lixo na vida marinha - principalmente porque ocupam diversos habitats fornecendo
informagdo sobre o que se passa em diferentes locais do meio marinho. Além disso, existem outras
caracteristicas, referidas por Leticia e Gerardo (2008), que Ihes conferem vantagem como espécies
indicadoras, caso cumpram o0s seguintes requisitos: facil identificacdo; faceis de capturar e
suficientemente abundantes para serem usadas como indicadores; ndo estarem ao abrigo de um estatuto
de protecdo; possuirem distribuicdo alargada pelo territério marinho nacional; e o facto de ndo serem
migradores, 0 que permite a sua captura ao longo de todo o ano.

O conceito de espécie indicadora recai sobre um conjunto de espécies que possuem caracteristicas
vantajosas para a monitorizacdo. A diversidade de habitos alimentares e a propria mobilidade das
diferentes espécies de peixes, que vivem e se alimentam ativamente no substrato ou na sua proximidade,
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como no caso das espéecies demersais, € as que se alimentam passiva ou ativamente, nas camadas
superiores da coluna de agua, como as espécies pelagicas, poderiam considerar-se desvantagens, a luz
do que se considera uma boa espécie indicadora. No entanto, estes dois grupos funcionais, por
apresentarem caracteristicas distintas, poderdo fornecer informagdo sobre o tipo e quantidade de lixo
gue se encontra em suspensdo na coluna de &gua e o que se encontra depositado no fundo.

1.5 Objetivos

E neste contexto que surge a presente dissertacdo de mestrado cujo objetivo é analisar a ocorréncia,
abundancia e composicao de lixo marinho presente nos contetidos digestivos de espécies de peixes
demersais e peléagicos, da costa de Peniche. Este trabalho foi desenvolvido tendo em vista a necessidade
de selecionar indicadores para o estabelecimento de programas de monitoriza¢do, nomeadamente do
D10 da DQEM. Assim, os objetivos especificos subjacentes a realizacdo do presente trabalho incluem:
1) Determinar se a presenca de lixo nos conteidos digestivos das espécies de peixes selecionadas varia
em fungdo da época do ano, pela avaliagdo do efeito indireto da chuva e subsequente aumento do caudal
dos rios na quantidade de lixo ingerido pelos peixes; 2) Determinar se existem diferencas no tipo de lixo
presente na coluna de agua e fundo marinho, pela comparacao de espécies pelagicas e demersais.
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Material e metodologia
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2 — Material e metodologia
2.1 Area de estudo

A érea de estudo deste trabalho encontra-se situada na costa litoral Oeste de Portugal continental,
em Peniche (figura 2.1), ao longo das coordenadas dos pontos A (39°15°88.5°N,
009°28°61.01”’W) e B (39°11°11.9°°N, 009°28°61.01°’W). A morfologia caracteristica desta zona
oeste consiste em intertidal rochoso, ladeado por escarpas acidentadas interrompidas por diversas
praias e sistemas dunares. Peniche possui, desde a sua origem, uma grande ligacdo ao mar, com
comunidades piscatorias bastante enraizadas. Recentemente, esta localidade tornou-se num popular
destino turistico, muito apreciado pelos praticantes de surf, devido as suas praias de elevada
qualidade e clima temperado mediterranico de tipo oceénico, com influéncia atlantica. Por estes
motivos, sobretudo durante o verdo, Peniche é alvo de intensa pressao turistica com subsequentes
impactos ambientais sendo um dos mais importantes o aumento do lixo marinho. Na costa Oeste
da Peninsula Ibérica, durante o verao e inverno, os ventos dominantes sdo de norte para sul e de sul
para oeste, respetivamente (Dias, 2015). A circulacdo do vento influencia a diregéo das correntes
superficiais, que transportam detritos de um local para o outro. Os meses de verdo e inicio de outono
do ano de 2017 foram extremamente secos, tendo-se constatado que todo o territério de Portugal
continental se encontrava em situacdo de seca severa ou até mesmo extrema. Em contraste, 0s
meses de primavera do ano de 2018 foram marcados por precipitacdo intensa, tendo o més de maio
apresentado valores inferiores de precipitacdo e abril valores superiores ao normal (IPMA, 2018).
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Figura 2.1. Local de amostragem em Peniche: coordenadas (A) 39°15’88.5”°N, 009°28°61.01”°W; (B) 39°11°11.9”°N,
009°28°61.01""W. Fonte: Google Earth Pro.

O concelho de Peniche faz parte da regido Oeste (NUTS Il1), pertencendo ao distrito de Leiria e
abrangendo quatro freguesias: Atouguia da Baleia, Peniche, Ferrel e Serra D’El-Rei. Em 2011, o
concelho apresentava uma densidade populacional de cerca de 357,9 hab/km? (INE, 2013). Nesse
mesmo ano, a freguesia de Atouguia da Baleia possuia 8954 habitantes e Peniche 14.794. A fracéo
da rede hidrografica de Peniche, em contacto direto com a zona de amostragem, integra a bacia da
Ribeira Sdo Domingos (Administracdo da Regido Hidrografica do Tejo I. P., 2011).
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2.2. Amostragem dos peixes

A amostragem de individuos realizou-se em duas épocas distintas, tendo a primeira sido efetuada
no final do verdo e a segunda, no final do inverno/inicio da primavera. A primeira amostragem
ocorreu nos dias 27 de setembro e 9 de outubro do ano de 2017; a segunda amostragem realizou-se
nos dias 16 de abril e 9 de maio do ano de 2018.

Os peixes, pescados na costa de Peniche, foram obtidos na lota da Doca Pesca em Peniche, tendo
sido adquiridos exemplares de espécies de peixes pelagicos (carapau -Trachurus trachurus e cavala
- Scomber colias) e de peixes demersais (faneca - Trisopterus luscus e espécies da familia Triglidae).
A existéncia de diversas espécies de peixes da familia Triglidae no presente estudo, resultou do facto
de os pescadores ndo possuirem o habito de separar as diferentes espécies durante o leildo na lota,
em virtude de o seu valor no mercado ser extremamente baixo, independentemente da espécie em
causa. As espécies de Triglideos identificadas durante as amostragens foram: Aspitrygla cuculus,
Aspitrygla obscurus, Eutrigla gurnardus, Lepidotrigla cavillone, Trigla lucerna e Trigla lyra.

A selecdo das espécies de peixes foi feita com base na sua disponibilidade na lota de Peniche,
durante todo o periodo de amostra, a elevada abundancia dos stocks e o baixo valor econémico.
Foram adquiridos 60 individuos de cada espécie, ou seja 30 por amostragem, embora tal ndo tenha
sido possivel para todas as espécies. As excecOes foram a cavala e exemplares das espécies de
Triglideos que, na segunda amostragem, i.e., no final do inverno/inicio da primavera, apenas
somaram 27 individuos para cada um dos grupos (cavalas e ruivos). Assim, a amostra final consistiu
num total de 234 exemplares, que foram analisados no presente estudo.

Os peixes amostrados foram processados no proprio dia da compra ou, sempre que tal se revelou
impossivel, congelados para serem dissecados posteriormente. Para todos os exemplares, foram
realizadas medic¢Ges com o auxilio de um ictiometro para obtencdo do comprimento total (preciséo
de 1 mm) e pesagem para registo do peso total, utilizando uma balanga Kern 470 (preciséo de 0,01g).
Apos registo dos pardmetros biométricos, procedeu-se a dissecagdo dos exemplares, iniciada com
um corte longitudinal ventralmente, ao qual se seguiu um corte ao nivel do es6fago e do anus de
forma a remover o trato digestivo, a semelhanca dos procedimentos descritos por outros autores em
estudos anteriores (e.g. Lusher et al., 2013). Durante o processamento dos individuos foram tidos
em conta certos cuidados para evitar contaminagdo das amostras, por exemplo por microfibras, o
que envolvia a lavagem do material utilizado, entre cada dissec¢ao, e inclusive, lavagem do exterior
do individuo com 4gua corrente, uma vez que outros autores ja& mencionaram no passado medidas
para evitar contaminac@es por particulas externas ao tubo digestivo (e.g. Lusher et al., 2016). Os
tubos digestivos removidos foram congelados até posterior analise e processamento laboratorial.

O peso (0,01g) e comprimento médio total (cm) das espécies utilizadas foram de, respetivamente:
(110,27 £ 18,47) g e (24,98 £ 1,66) cm, para T. trachurus; (262,80 + 57,08) g e (28,68 * 2,64) cm,
paraS. colias; (136,58 £ 55,53) g e (22,49 + 2,80) cm, para T. luscus; (197,82 + 51,57) g e (28,34 +
2,50) cm, para Triglideos.

Dado que na lota todos os peixes vendidos sdo previamente selecionados de modo a possuirem um
tamanho e peso semelhantes em cada caixa, ndo existiram variagcdes significativas nestes dois
parametros biométricos que permitissem uma anlise para testar possiveis influéncias do tamanho
dos individuos no consumo de particulas de lixo marinho.
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2.3 Digestao e triagem das amostras

Com o objetivo de otimizar a procura das particulas de lixo nos contetdos digestivos dos peixes,
procedeu-se a digestdo de todo o trato gastrointestinal dos mesmos. A metodologia da digestéo
encontra-se descrita em alguns trabalhos, tendo sido demonstrado o aumento da taxa de recuperagéo
de microplasticos (MP) através da realizacdo deste procedimento (Avio et al., 2015). Assim, apds o
descongelamento dos contetidos intestinais e estomacais por exposic¢éo a temperatura ambiente ou
em frigorifico, realizou-se a digestdo atraveés do tratamento com uma solugdo de Hidréxido de
Potéssio (KOH) a 10% (Hanke et al., 2013), tendo para o efeito sido utilizado um volume de solugéo,
em mililitros, equivalente a trés vezes a massa, em gramas, dos contetidos a digerir, como descrito
na literatura (e.g. Tanaka e Tanada, 2016). Todas as amostras, aguando da digestdo, foram cobertas
com parafilm (para evitar evaporacdo e contaminagdo das amostras em estudo). A digestdo foi
realizada durante 24 horas & temperatura de 55°C e sob agitacdo a uma velocidade de 250 rpm,
usando uma placa de agitacao e aquecimento. De forma a manter-se a temperatura sempre constante
e uniforme ao longo do tempo, foi usado um banho de areia e um termopar para o controlo de
temperatura. Estas condigBes permitiram obter uma mistura homogénea. As digestdes foram
realizadas em goblets de plastico para evitar possiveis contaminac6es das amostras em estudo, tendo
em conta que o KOH podera retirar particulas de silica do vidro.

Apos a digestdo, efetuou-se uma centrifugacdo a 5000 rpm durante 15 min a temperatura de 15 °C,
a cada amostra foi adicionada agua destilada, de modo a obter-se uma separacdo mais eficiente das
fases. No final, os pellets foram guardados para posterior observacdo a lupa binocular e o
sobrenadante foi filtrado.

A filtracdo foi realizada através de um ou mais filtros (no caso do primeiro filtro sofrer colmatacéo)
de acetato de celulose, com um poro de 43 — 48 um da marca FILTER-LAB (referéncia 1300/80)
tendo sido usada uma bomba de vacuo para auxiliar no processo de filtragdo. A digestdo e filtracdo
foram realizadas dentro de uma hotte, para prevenir possiveis contaminagfes. Para evitar
contaminacdes durante a preparacdo da digestdo, filtragdo e triagem, todo o material utilizado foi
limpo com &gua destilada previamente a sua utiliza¢éo, e foi colocado na bancada um papel de filtro
junto das amostras cujo objetivo era o controlo de qualquer tipo de particulas, que surgissem neste
filtro fossem descartadas na analise das amostras reais.

A triagem, que incluiu identificacdo da morfologia e cor; descarte de pedagos de silica e 0sso ndo
digerido, e a respetiva medicéo de largura, comprimento e area (figura 2.2) dos varios itens presentes
nos conteddos digestivos, foi realizada usando uma lupa binocular Leica M60. Para cada amostra
foi realizado um registo fotogréfico através do software Leica Application Suite (LAS) incorporado
na camara da lupa.

As particulas foram consideradas microplasticos (x <5 mm) ou mesoplasticos (5mm < x < 25mm)
consoante o tamanho do maior eixo (x), que iria corresponder ao comprimento (Hanke et al., 2013).
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1,906 mm*

Figura 2.2. MedicBes realizadas nas particulas: 1) Comprimento (C) e Largura (L), em milimetros; 2) Area (A), em
milimetros quadrados.

2.4 Identificacdo de polimeros

A identificacdo dos polimeros que compunham os itens encontrados nas amostras foi realizada
através do uso de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), utilizando
o aparelho FTIR Thermo Nicolet 6700. Para a realizacdo dos espectros utilizou-se 0 acessorio de
Refletancia Total Atenuada (ATR), com cristal de ZnSe, angulo de incidéncia da radiacdo de 45¢,
uma resolucdo de espectro de 4 cm?, e 256 e 128 acumulagdes por espectro, para as particulas a
identificar e para a linha de base (baseline), respetivamente. A correcdo da linha de base foi efetuada
automaticamente pelo software OMNIC. Previamente a analise das amostras foi realizada uma
limpeza/purga através da circulagdo de azoto no compartimento da amostra do aparelho, de modo a
eliminar eventuais contaminac¢des de outros compostos.

Esta técnica permitiu a caracterizacdo molecular das particulas devido a interacdo da radiagdo
infravermelha com a amostra, de modo a proceder-se & identificacdo e distin¢do dos diferentes tipos
de materiais em estudo. Apo6s o tracado do espectro de cada particula, foi realizada uma comparagéo
com os espectros de referéncia, (tabela 2.1), tendo sido possivel identificar, em cada amostra, o
material que a compunha, através da identificagdo das bandas caracteristicas de cada polimero. A
representacdo da formula da estrutura de cada polimero devidamente identificado, foi realizada
recorrendo ao software ChemDraw.
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Tabela 2.1. Bandas de absorgdo (cm™) e respetivos espectros de infravermelho utilizados para a identificagdo das ligagOes de cada polimero, através dos modos vibracionais caracteristicos
das ligacdes, encontrados nos tubos digestivos dos peixes

Polimero Barfl as de absS) a0 Modos vibracionais Espectro de referéncia®
(cm™) caracteristicas
Acrilico ou polimetil- 2992 v(C-H) 100 4
metacrilato (PMMA)® 2049 v(C—H) o ﬁ\/ﬁ—’ﬁ
PMMA ‘
1721 A% (CIO) 9 80 1 (4)2992 b
1433 1 (CH>) Z 704 (b)2949
T | @172
n 1386 T (CHy) £ (@) 1433 (114
1238 v(C-0) = 501 (c) 1386 (i) 985
1189 8 (CHas) F 404 (D1238 (j) 964
0O~ O 1141 v(C-0) w ] (@118 (70
| 985 5 (CHs) 2 —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
964 T (C — H) Wavenumber (ecm)
750 § (CHy), T (C=0)
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100 A
Acrilonitrila butadieno ABS
. 69 . (a) 2922
estireno (ABS)> s a) 29
(ABS) 2022 v(C-H) g |2 [\
1602 v [anel aromatico] £ 807 () 1494 ;
1494 v [anel aromatico] £, Ed)) ;?(52
& ¢) 966
A = ap) 1452 T (CH2) © . (f) 759
~ 966 T (=C—-H) 60 1 (2) 698 !
SN 759 Y (CH aromético), T (= CH) % . . . . . . .
698 Y (CH aromaético) 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm!)
A i i 100 7 -
Espuma vinilica acetinada o0
16,9 EVA
(EVA) 2917 v(C-H) ¢ s04 (22917 c
2848 v(C-H) 3 (b) 2848 da ¢
1740 v(C=H) L e
/(’\A(’\/(}1 ) 1469 1 (CHy), E 9 (01241
p P £ 509 (1020 a
O ©(CHs) o] @720
\H/ 1241 v (C(=0) 0) ]
1020 v(C-0) 30 . : . . . . .
O 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
720 o (CH?_) Wavenumber (cm™)
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Latex>® 100
— 2960 v(C-H) g .- (L;Stz};ﬁo
A Lo 2920 v (C —H) Z 0| 12920
2855 v(C—H) N
1167 v(C=C) = e
1447 1 (CHy) o0 (D176 , g
1376 1 (CHa) s , B , ; . .
L4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm™)
Nylon®789 3298 v(N-H)
(todas as Poliamidas) 2932 v (CH) 100 1
(a) 3298
oy V=0 ]
- 1 C 5
1538 T (NH) : ¢ (d) 1634
O H v (C I\]) E 0 | , (e) 1538
N - z (f) 1464
MH q 1464 7 (CHy) f (ﬁ) i; ;i
pO B 1372 T (CHZ) #0701 Ei))l 199
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Referéncias: 1 - Ascensio et al., 2009; 2 - Asefnejad et al., 2011; 3 - Beltran and Marcilla, 1997; 4 - Coates, 2000; 5 - Guidelli et al., 2011; 6 - Jung et al., 2018; 7 - Noda et al., 2007; 8 -

Rotter and Ishida, 1992; 9 - Verleye et al., 2001.

Terminologia: Y — dobramento angular fora-do-plano; & - rotagéo; T — dobramento angular; v — estiramento.
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2.5 Andlise de dados

De modo a facilitar a compreensao de todos os dados, foi utilizada estatistica descritiva e obtidos
diversas visualiza¢6es, nomeadamente Box-plot, graficos de barras e graficos circulares.

Para efetuar a escolha dos testes de hipdteses a aplicar aos dados, foi necessario testar se 0s
pressupostos - normalidade da distribuicdo da amostra e a homocedastidade das médias - eram
cumpridos, por forma a ser possivel a aplica¢do de testes estatisticos paramétricos. A normalidade
da distribuicdo da amostra foi testada através do teste de Shapiro-Wilks, tendo-se provado que todos
0s dados a analisar ndo seguiam uma distribui¢do normal, pelo que todos os testes a aplicar teriam
de ser de natureza ndo paramétrica. E, ndo tendo sido cumprido um dos pressupostos obrigatérios,
ndo houve necessidade de se testar o segundo pressuposto.

Para analisar se a proporcdo de fibras e fragmentos consumidos diferia significativamente entre
peixes pelagicos e demersais, foi aplicado o teste G-de-Independéncia com a correcdo de Yates
(Hitchcock, 2009).

Com o intuito de analisar o padrdo de consumo de lixo pelas espécies de peixes analisados no
presente estudo, foram realizadas duas analisess PERMANOVA (“Permutational Multivariate
Analysis of Variance”) (Anderson, 2001), que permitiram inferir acerca de multiplas comparacdes:
1) interespécie; 2) intraespécie nos dois periodos de amostragem; 3) entre verao e inverno; 4) entre
pelagicos e demersais. Este teste estatistico de analise de variancia multivariada, enquadra-se dentro
dos testes ndo paramétricos e requer a construgdo, a priori, de uma matriz de semelhanca. Esta
matriz foi calculada através do método das distancias euclideanas em detrimento do método de
Bray-Curtis, pois somente o primeiro método consegue operar com multiplos zeros presentes na
amostra. Desta forma, os dados da amostra foram transformados com recurso a uma funcéo
logaritmica (1), de modo a minimizar os erros durante a analise.

(1) Log (x+ 1)

A primeira PERMANOVA foi realizada com dois fatores, “Epoca” (2 niveis: Verdo e Inverno) e
“Espécie” (4 niveis: Carapau, Cavala, Faneca e Ruivo); a segunda com os fatores “Epoca” (2 niveis:
Verdo e Inverno) e “Habitat” (2 niveis: Pelagico e Demersal). A posteriori, foram realizados testes
pareados — Pair-Wise —, entre a interacdo dos fatores utilizados em ambas as andlises
PERMANOVA.

Todos os graficos obtidos neste estudo foram criados com recurso ao software Microsoft Office
Excel 2016, & excecdo dos espetros das particulas que, a semelhanca dos testes de hipdteses de
Shapiro-Wilks e G-de-Independéncia, foram obtidos através do software R 2017 (verséo 3.3.4), com
0 auxilio dos packages smoother (Hamilton, 2015), FSA (Ogle, 2018) e DescTools (Signorell,
2018). As analises PERMANOVA foram realizadas com recurso ao software PRIMER v6.0 e a
respetiva extensio PERMANOVA (Anderson et al., 2008). Em todas as analises estatisticas
efetuadas considerou-se um nivel de significancia de 0,05.
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3 — Resultados
3.1. Abundancia de particulas de lixo

A frequéncia de ocorréncia das particulas de lixo variou bastante entre espécies e entre épocas de
amostragem (tabela 3.1), tendo a espécie S. colias sido a Unica que apresentou um consumo semelhante
ao longo do ano. As espécies demersais continham poucas particulas no periodo de verdo, o que
contrastou com o consumo registado por quase metade dos individuos analisados na amostragem de
inverno. Quanto as variagdes sazonais, 0 numero medio de particulas, por individuo, foi superior nas
espécies pelagicas, durante o verdo, contrariamente as espécies demersais que apresentaram valores
superiores no inverno. As espécies pelagicas apresentaram um nimero de particulas por individuo mais
elevado, sendo superior a quantidade de particulas encontradas nas espécies demersais durante o verao,
revelando assim uma maior vulnerabilidade a sua ingestao.

Tabela 3.1 — Frequéncia de ocorréncia de particulas de lixo nos contetidos digestivos de espécies de peixes da costa de Peniche

N° maximo de

Ocorréncia de N° m(_édic_) c,je particulas particulas por
particulas (%0) por individuo + (DP) individuo
Espécies verdo  inverno verao inverno verao inverno
S. colias 43,33 36,67 3,69+393 1,73+0,86 15 4
T. trachurus 60,00 26,67 294+321 1,75+0,83 14 3
T. luscus 6,67 43,33 1,00 3,23+2,12 1 7
Triglidae 6,67 46,67 1,00 1,86 + 1,46 1 6

As caixas de bigodes (box-plots) (figura 3.1) permitem uma visualizagdo grafica da distribuicdo das
quantidades de particulas ingeridas pelas espécies pelagicas e demersais, ao longo do periodo de estudo.

W Trachurus trachurus W Scomber colias [ Trisopterus luscus [} Triglideos
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Figura 3.1 — Representacdo grafica da quantidade de particulas encontradas nos contetdos digestivos das espécies
estudadas. Cada par de Box-plots com a mesma cor corresponde a uma espécie. A esquerda encontra-se a amostra
de verdo e a direita a amostra de inverno.
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3.2. Caracterizacdo das particulas de lixo

Relativamente ao tamanho das particulas encontradas nos conteldos gastrointestinais dos peixes
analisados (figura 3.2), verificou-se que ndo existiu muita variagdo quer entre individuos da mesma
espécie quer interespécies. A espécie T. luscus destaca-se por apresentar no verdo maiores dimensdes
das particulas, no entanto e a semelhanca dos Triglideos (espécimes da familia Triglidae), o nimero de
particulas encontradas na amostragem de verdo foi reduzido (n=2).

Existiu uma clara predominancia no aparecimento de microplasticos (98%) (< 5mm) nas amostras de
verdo e inverno, tendo ocorrido apenas 3 mesoplasticos (2%) (5Smm<x<25mm) neste estudo.

A Trachurus Trisopterus
Scomber colias  trachurus luscus Triglidae
45 13,5
4 12
3,5 10,5
3 9
25 % 75
2 6
15 45
1 3
0,5 ’%l 15
(mm) ¢ o (M)
OComprimento Olargura MArea
B
4,5 2
4 18

=

35 1,6
3 14
1,2
25
1
2
0,8
15 0.6
0,4
(mm) o5 ’{_‘ 0,2 (mm2)
= = P =

OComprimento ElLargura M Area

o
o

Figura 3.2 — Valores médios de comprimento (mm), largura (mm) e area (mm?) das particulas de lixo encontradas no
conteddos digestivos das espécies de peixes analisadas no verdo (A) e no inverno (B).
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A visualizacédo da figura 3.3, referente & analise das cores das particulas, revela que a maioria das cores
se repete nos diferentes meses de amostragem, ainda que com pouca representatividade. As duas cores
predominantes, em ambos os periodos de amostragem, sdo o branco e o preto. No verdo, a proporgao
de particulas de cor preta e branca é sensivelmente igual (36% e 30% respetivamente), contrariamente
ao inverno, em que a cor preta se destaca por apresentar um valor quase triplo da percentagem registada
para as particulas de cor branca.

3% 10 3% 1%
30%

6% 6%

3%

4%
4%

5%

O branco mazul Otransparente Mcinzento  Mpreto

Oamarelo Bcastanho  Everde Bcor-de-rosa Blilas

Figura 3.3 — Proporcdo de cores das particulas encontradas nos conteidos gastrointestinais dos peixes: a esquerda particulas
ancontradas no verdo; a direita particulas encontradas no inverno.

3.3. Tipos de particulas de lixo

A morfologia da generalidade das particulas de lixo encontradas designou-se como fragmentos (90%)
(figura 3.4), tendo-se mantido esta tendéncia tanto para os peixes pelagicos (91%) como para 0s
demersais (86%). As restantes particulas foram classificadas como fibras, assim todos os MP
encontrados foram classificados como secundarios. Constatou-se também que os peixes pelagicos
consumiram cerca do dobro dos fragmentos em comparacdo com 0s peixes demersais.
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Figura 3.4 - Quantidade de fibras e fragmentos de lixo encontrados nos contetdos gastrointestinais de peixes pelagicos e
demersais, provenientes da costa de Peniche.

Os resultados do teste G-de-independéncia revelaram que existem diferencas significativas no consumo
de fibras e fragmentos, para ambos os grupos de peixes (tabela 3.2).

Tabela 3.2 - Resultado do teste G-de-independéncia realizado para comparar a morfologia das particulas consumidas por peixes
pelégicos e demersais (GY - estatistica G com a corre¢do de Yates)

Teste G-de-independéncia
Fibras - Fragmentos

GY gl p-value
Peixes pelagicos 72,182 1 2,2x101%*
Peixes demersais 27,358 1 1,69x107%*

gl — graus de liberdade; “*” (p<0,05)

3.4.A influéncia da espécie e da epoca do ano na abundancia de particulas

A comparagdo do consumo de particulas, realizada por meio de uma PERMANOVA com dois fatores
(Epoca e Espécie), indicou que ndo existiam diferencas entre eles, mas registaram-se diferencas
significativas quando se considerou a interacdo entre os fatores época e espécie (tabela 3.3).

22



Caracterizacdo do lixo marinho ingerido por peixes da costa de Peniche — contributo para a defini¢do de espécies indicadoras
no ambito da DQEM

Tabela 3.3 - Resultado da andlise PERMANOVA 1, efetuada para comparar o consumo de lixo entre as espécies de peixes em
estudo (T. trachurus, S. colias, T. luscus e Triglideos), e as duas épocas de amostragem (verao e inverno)

Fatores gl Pseudo-F P(perm)

Epoca 1 1,434 0,218

Espécie 3 2,1904 0,089
EpocaxEspécie 3 10,247 0,001*

gl — graus de liberdade; “*” (p<0,05)

Com a realizacdo dos testes pair-wise, a posteriori, (tabela 3.4) foram também observadas diferengas
no consumo de lixo intraespécie para T. luscus e Triglideos, quando comparadas as amostras de verdo e
inverno, uma vez que as diferencas estatisticamente significativas apenas se observam na comparagéo
entre estas espécies.

Tabela 3.4 - Resultados dos testes Pair-wise a posteriori entre a interacio dos dois fatores "EpocaxEspécie” e o fator Epoca
(PERMANOVA 1)

Espécie Verdao - Inverno
t P(perm)
T. trachurus 2,8339 0,006
S. colias 0,93102 0,356
T. luscus 41171 0,001*
Triglideos 3,7463 0,001*

gl — graus de liberdade; “*” (p<0,05)

Os testes pair-wise feitos a posteriori (tabela 3.5) revelam que as espécies demersais (T. luscus e
espécies da familia Triglidae) sdo aquelas em que a quantidade de lixo ingerido difere estatisticamente,
provocando as diferencas obtidas na analise PERMANOVA 1 (ver tabela 3.3), uma vez que as
diferencas estatisticamente significativas apenas se encontram na comparacgao entre estas e as espécies
pelagicas (T. trachurus e S. colias). Estas diferencas apenas sao significativas no verao, época em que a
quantidade de detritos ingerido pelas espécies demersais é mais reduzida (ver tabela 3.1).
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Tabela 3.5 - Resultados dos testes Pair-wise, a posteriori, entre a interacéo dos dois fatores "EpocaxEspécie” e o fator espécie
(PERMANOVA 1)

Espécie Veréo Inverno
t P(perm) t P(perm)
T. trachurus - S. 0,7594 0,44 1,031 0,328
colias
S. colias - Triglideo 3,4623 0,002* 0,70471 0,476
S. colias - T. luscus 3,4623 0,003* 1,0402 0,312
T. trachurus - 4,7869 0,001* 1,7373 0,074
Triglideo
T. trachurus - T. 4,7869 0,001* 1,948 0,055
luscus
Triglideo - T. luscus 1,0674x10 1 0,41991 0,657

gl — graus de liberdade; “*” (p<0,05)

O efeito da sazonalidade e do tipo de habitat no consumo de particulas, avaliado por uma segunda
PERMANOVA, a dois fatores (Epoca e Habitat), pode observar-se na tabela 3.6. Esta anélise revelou a
existéncia de diferencas significativas para o fator Habitat e para a interacdo entre fatores (Epoca vs
Habitat).

Tabela 3.6 - Resultado da andlise PERMANOVA 2, efetuada para comparar o consumo de lixo em espécies que habitam zonas
diferentes na coluna de agua, entre as duas épocas de amostragem (verdo e inverno)

Fatores gl Pseudo-F P(perm)

Epoca 1 1,4231 0,243

Habitat 1 6,3397 0,011*
EpocaxHabitat 1 29,122 0,001*

gl — graus de liberdade; “*” (p<0,05)

Os testes pareados, elaborados a posteriori, sugerem que 0s peixes que ocupam o habitat demersal
apresentam diferencas significativas no consumo de particulas (tabela 3.7), e a comparacdo entre
pelagicos e demersais (tabela 3.8), permite verificar que € nos demersais que a quantidade de particulas
ingeridas difere estatisticamente, causando as diferencas verificadas na analise PERMANOVA (ver
tabela 3.6).
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Tabela 3.7 - Resultados dos testes Pair-wise entre a interacdo dos dois fatores “EpocaxHabitat” e o fator Epoca —
PERMANOVA 2

Habitat Veréo - Inverno

t P(perm)
Demersal 55131 0,001*
Pelagico 2,6214 0,008

gl — graus de liberdade; “*” (p<0,05)

Tabela 3.8 - Resultados dos testes Pair-wise entre a interacdo dos dois fatores “EpocaxHabitat” ¢ o fator Habitat —
PERMANOVA 2

Habitat Pelagico - Demersal
t P(perm)
Verdo 5,8206 0,001*
Inverno 1,9577 0,054

gl — graus de liberdade; “*” (p<0,05)

3.5. Tipologia dos polimeros

De entre as 206 particulas retiradas dos tubos digestivos dos peixes, 105 e 101 foram encontradas nos
exemplares capturados no verdo e inverno (tabela 2.9), respetivamente. Apesar de o objetivo ser a
realizacdo da analise espectral em todas as particulas encontradas, tal ndo foi possivel por dois motivos:
1) o reduzido tamanho de cerca de metade das particulas ndo permitiu a realizacdo da analise espectral
de FTIR no equipamento que se encontrava & nossa disposicao —a menor particula encontrada, que pode
ser lida pelo aparelho FTIR, possuia uma area de 0,078 mm?; 2) devido ao nivel de degradacdo das
particulas, ndo foi possivel identificar o polimero que as constituia, uma vez que o espectro obtido ndo
apresentava uma resolucéo suficientemente boa que permitisse a identificagdo do polimero com um
elevado grau de confianga.

Tabela 3.9 — Percentagem de particulas identificadas e nédo identificadas, devido ao tamanho e ao seu nivel de degradacéo,
por época de amostragem

Particulas identificadas Particulas ndo identificadas

Particulas com elevado

Particulas de pequenas dimensoes . ~
Peq nivel de degradacéo

verao inverno

31,4% 27,7% 54,4% 16,0%
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Nas particulas em que foi possivel a identificacdo, foram identificados um total de 9 polimeros. De
salientar que existe uma tendéncia para uma maior variedade de polimeros no verdo, sendo de destacar
a presenca de particulas do polimero polimetil-metacrilato (PMMA) como as mais abundantes, tendo
surgido nos conteddos gastrointestinais de todas as espécies e em ambas as épocas de amostragem
(tabela 3.10). Em contraste, no inverno existiu uma distribuicdo mais equilibrada dos polimeros
encontrados. Tal como referido por outros autores (e.g. Jung et al., 2018), ndo foi possivel distinguir se
as particulas eram compostas por FEP ou PTFE, uma vez que as bandas caracteristicas destes polimeros
situam-se nos mesmos nimeros de onda das bandas dos compostos de degradacdo destes polimeros.

Tabela 3.10 — Quantidade e tipologia dos polimeros encontrados e identificados nos tubos digestivos dos exemplares
amostrados no verdo e no inverno. Os valores a esquerda (coluna branca), na coluna das espécies, correspondem a
amostragem realizada no verdo e a direita (coluna cinzenta), correspondem a amostragem de inverno

Espécies
Polimeros S.colias  T.trachurus  T. luscus Triglidae Total
Acrilonitrilo-butadieno- 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0

estireno (ABS)

Cloreto de polivinilo (PVC) 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0

Etil Vinil Acetato (EVA) 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0
Latex 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0
Nylon 1 0 1 0 0 0 0 0 2 0
Polimetil-metacrilato 9 2 12 3 2 5 1 4 24 | 14
(PMMA)

Policarbonato (PC) 0 3 2 3 0 1 1 0 3 7

Politetrafluoretileno (PTFE) 0 1 0 0 0 0 0 1 0 2
ou Etileno Propileno
Fluorado (FEP)

Poliuretano (PU) 0 3 0 0 0 1 0 1 0 5

Todos os espectros de FTIR da figura 3.5 exibem algumas das bandas caracteristicas dos polimeros
descritos na literatura, permitindo assim a sua identificacdo. Além da comparagdo das bandas,
observando a forma dos espectros pode-se observar que apresentam inclusive uma elevada semelhanga
com 0s espectros descritos na literatura. Foram obtidos outros espectros FTIR, (apresentados na figura
A do Anexo), com pequenas variacdes dos que se encontram na figura 3.5.
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4 — Discussao

Na atualidade, ndo existe um protocolo estabelecido pela comunidade cientifica para realizar a digestdo
de conteldos digestivos de peixes, com o objetivo de facilitar a procura de particulas de lixo ingeridas.
Neste trabalho, optou-se pela utilizagdo de KOH para a digestdo, (Bessa et al., 2018; Tanaka e Tanada,
2016) quer pela sua eficacia, quer pelo facto de ndo destruir os materiais descritos usualmente como lixo
marinho. Para ser possivel obter-se os diversos tipos de lixo, decidiu-se analisar ndo s6 o filtrado do
sobrenadante da digestdo, como descrito na literatura, mas também os pellet. Apesar do uso desta
medida, apds a finalizagdo do trabalho laboratorial, chegou-se a conclusdo que todas as 206 particulas
encontradas possuiam uma aparéncia correspondente a pedacos de objetos de plastico, tendo este facto
sido corroborado posteriormente com a anélise dos espectros, com uma Unica excecao, referente a uma
particula de borracha latex. O facto de outros tipos de lixo marinho ndo terem surgido nos tubos
digestivos dos peixes, ndo implica que ndo estejam presentes no meio marinho de Peniche. No entanto,
a sua abundancia podera ser inferior as dos materiais plasticos ou serem menos suscetiveis de ser
ingeridos pelas espécies que habitam os dois tipos de habitat. Por exemplo, o vidro néo flutua por possuir
uma elevada densidade, acabando por se depositar possivelmente sem despertar a atengao dos peixes; a
madeira processada, por possuir uma baixa densidade, facilmente flutua mas possui dimensdes
demasiado grandes para ser ingerida pelos peixes filtradores; o papel devido ao facto de se degradar
rapidamente, quer pela a¢do do sol quer pela a¢do da dgua do mar, ndo seria um candidato a presa, pois
n&o seria facil a sua deteg&o.

A dieta de ambas as espécies peldgicas (carapau e cavala) analisadas no presente estudo é
maioritariamente composta por zooplancton, contrariamente a alimentacdo das espécies demersais
(faneca e triglideos), em que as presas sdo dominadas por organismos benténicos, de maiores dimensdes,
como poliquetas, crustaceos e moluscos. Atendendo a que as cores dos microplasticos podem
corresponder as cores das presas naturais dos peixes, certos autores (Boerger et al., 2010; Ory et al.,
2017) defendem que existe consumo dirigido as particulas de plastico. No entanto, esta opinido nao é
consensual existindo outros autores que sugerem ser mais provavel que o consumo de plastico seja
acidental, quer pela ingestdo direta de particulas de lixo, quer indireta, resultante da ingestdo de presas
gue contenham plastico no seu trato digestivo (Lusher et al., 2013; Foekema et al., 2013). No presente
estudo, considerou-se mais provavel a hipotese do consumo acidental, pois, apesar de ndo existir
informacao acerca das caracteristicas das particulas de lixo presentes no mar de Peniche, as duas cores
mais frequentes nas particulas encontradas — preto e branco — ndo correspondem as das presas naturais
das espécies analisadas. No caso dos peixes pelagicos, apesar do tamanho de algumas particulas ser
semelhante ao das suas presas habituais, a diferenca no consumo quando comparado com 0s demersais
ndo foi tdo acentuada, sugerindo que os peixes ndo as podem ter confundido com presas. Relativamente
aos peixes demersais, verificou-se que os itens encontrados foram, na maioria dos casos, mais pequenos
que as suas presas naturais, sugerindo que, & semelhanca das espécies peléagicas, a sua ingestdo teria sido
igualmente acidental.

Nos estudos sobre microplasticos ingeridos por peixes provenientes da orla costeira de Portugal
continental, a morfologia mais comum das particulas tende a ser a de microfibras, originadas durante o
ciclo de lavagem das roupas e provenientes de instrumentos de pesca (Bessa et al., 2018; Neves et al.,
2015). Num outro estudo realizado com espécies de raias, pescadas junto a costa da Ericeira, verificou-
se que em 36 particulas ingeridas, a propor¢do de fibras e fragmentos foi semelhante (Alves, ndo
publicado). Certos autores sugerem que a proximidade de um curso de agua doce ao local de amostragem
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no mar, pode influenciar o aparecimento de uma maior quantidade de MP primarios (esferas) e fibras,
nos conteudos digestivos de peixes, sendo a causa deste fendmeno a presenca de efluentes das ETARs
(Jabeen et al., 2017; Kal¢ikova, 2018). Esta variacdo da morfologia das particulas, com base na distancia
a costa, pode explicar o facto de todos os MP encontrados neste estudo serem secundarios e a maioria
das particulas serem fragmentos (90%), uma vez que os peixes foram capturados num local afastado da
costa.

Vérias espécies de peixes que se alimentam de plancton possuem a capacidade de ingerir particula a
particula ou através da filtracdo da &gua pelos filamentos dos arcos branquiais (Pepin et al., 1988).
Ambas as espécies pelagicas utilizadas neste estudo incluem-se neste grupo de peixes filtradores, o que
pode ter contribuido para a maior frequéncia de ocorréncia de particulas de lixo (tabela 3.1) registada
na espécie T. trachurus (60%) e para a ocorréncia constante de particulas em S. colias ao longo do ano.
No caso particular de S. colias este resultado coincide com os resultados obtidos por outros autores
(Neves et al., 2015; Rummel et al., 2016), que reportaram um consumo elevado de microplasticos. As
espécies de peixes demersais utilizadas no presente estudo, ao contrario das espécies peléagicas, ndo
exibiram um consumo constante de particulas de lixo ao longo do ano, tendo o verao sido a época com
menor numero de particulas.

Durante os meses de verdo, em particular de julho a setembro, da-se um fendmeno de afloramento
costeiro, comumente conhecido por upwelling (FiGza et al., 1982). Este provoca o afloramento de aguas
mais profundas a superficie do oceano, podendo esta agitacdo na coluna de &gua ressuspender as
particulas que se encontravam junto ao fundo do mar, afastando-as da zona onde os peixes demersais se
alimentam mais frequentemente. Este facto sugere que a baixa frequéncia de ocorréncia de particulas de
lixo no verdo (inferior a 10%) em T. luscus e nos triglideos comparativamente ao inverno possa ser, em
parte, atribuivel a uma diminuicéo das particulas no habitat onde se alimentam — o fundo marinho. Além
da diferenca na localizacdo das particulas, também a quantidade de MP presentes no meio marinho pode
variar de acordo com a estacao do ano.

Reconhece-se que a precipitagdo causa uma maior abundancia de MP na &gua, resultante da introdugéo
de particulas transportadas pelos cursos de agua e provenientes de escorréncia superficial (Rodrigues et
al., 2018). A segunda época de amostragem, realizada durante o inverno, caracterizou-se por
precipitacdo intensa, 0 que pode, em conjunto com a ressuspensao das particulas no verdo, contribuir
para explicar os resultados obtidos com a anadlise PERMANOVA 1, que revelou a existéncia de
diferencas sazonais significativas no consumo de lixo dentro da prépria espécie em T. luscus e 0 grupo
dos Triglideos.

Na atualidade ndo existe ainda um consenso sobre a comparagdo do consumo de particulas de lixo entre
espécies de peixes peldgicas e demersais, existindo estudos que defendem a inexisténcia de diferencas
entre as duas classes de peixes (Lusher et al., 2013), enquanto outros estudos apresentam diferencgas,
mas ndo existe acordo sobre se os pelagicos consomem mais (Rummel et al.,2016) ou, se pelo contrario,
sd0 0s peixes demersais (Jabeen et al., 2017). Esta questdo foi assim também abordada na anélise
PERMANOVA 2 e, devido as acentuadas diferencas entre o nimero de particulas de lixo encontradas
por individuo com diferentes usos do habitat (entre as espécies analisadas no verao), seria evidente que
o teste classificaria como diferentes a comparagao entre espécies pelagicas e demersais. E assim, embora
se tenha confirmado a diferenca no verdo, o0 mesmo nao se verificou no inverno, pelo que a hipotese
formulada inicialmente foi rejeitada, verificando-se neste estudo a possivel existéncia de uma diferenca
sazonal entre pelagicos e demersais.
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A zona de Peniche é reconhecida como um dos principais destinos balneares em Portugal e pela forte
tradicdo piscatoria. Gragas a popularidade das suas ondas, esta regido sofre uma elevada pressao turistica
no verdo. Com a utilizacdo recorrente de objetos associados aos banhistas, a pratica de desportos
aquaticos e a utilizacdo e reparacdo de embarcacOes, torna-se inevitavel que estas atividades sejam
algumas das fontes diretas mais provaveis de lixo encontrado no meio marinho. Assim, tendo em conta
a elevada pressdo turistica, pode-se afirmar que poderé ser a razdo pela qual no periodo de amostragem
de verdo surgiu uma maior variedade de polimeros e, dado que na época da amostragem o pais se
encontrava em periodo de seca, as causas mais provaveis da introducao deste lixo no meio marinho terdo
sido através da acdo do vento e pelo contacto direto com objetos utilizados em atividades maritimas,
como por exemplo o surf. Os polimeros PMMA e PC foram 0s mais abundantes nos conteudos
digestivos das espécies analisadas no presente estudo. Dado que estes polimeros sdo usados em pranchas
de surf e pegas de barcos, é normal que existam em grandes quantidades em Peniche, durante todo o
ano, causando assim o seu surgimento em ambas as épocas de amostragem. Além das mdltiplas
embarcacGes de pesca e de recreio, existem também varias empresas especializadas na construcao e
reparacdo naval sediadas em Peniche, 0 que pode ter contribuido para que o polimero mais abundante
detetado tenha sido o PMMA. Este polimero encontra-se listado como um dos 12 termoplasticos mais
comuns no mercado no fabrico de varios objetos (PlasticsEurope, 2017). Os restantes polimeros
encontrados provém de diversas fontes como por exemplo: embalagens de protetores solares (ABS);
pranchas e fatos de surf (EVA, latex e PC); fatos de banho, redes e cabos de pesca (nylon); botas de
pescadores e tubos de plastico (PVC); roldanas de barcos (PTFE); calgcado desportivo e isolamento dos
barcos (PU) (Plastics Europe, 2017).

Em 2016 surgiu uma maior procura de termoplasticos em prol de termofixos na Europa (PlasticsEurope,
2017) e, sendo essa a industria dos plasticos dominante, seria expectavel que este desequilibrio se
refletisse no tipo de particulas encontradas nos contetidos digestivos dos peixes analisados. Na realidade,
verificou-se que dos 8 tipos de polimeros de plasticos encontrados neste estudo, apenas 1 foi classificado
como termofixo — o Poliuretano (PU). A tendéncia para a existéncia de um maior nimero de
termopléasticos no meio marinho é preocupante devido ao facto de, contrariamente aos termofixos, serem
resistentes a biodegradacdo e originarem detritos mais persistentes, o que resulta numa maior
acumulacéo de residuos de plasticos no meio marinho (Zheng et al., 2005).

A densidade dos residuos de plastico condiciona a sua presenga e percurso no meio marinho, sendo
expectavel encontrar os residuos mais densos que a agua salgada junto ao fundo e 0os menos densos, a
flutuar nos oceanos. Todavia, a flutuabilidade dos residuos ndo depende apenas da sua densidade, sendo
também afetada pela agitagdo da coluna de &gua e a incorporacdo de matérias quimicas e organicas
(Kal¢ikova, 2018). Todos os polimeros identificados no presente estudo, a excecdo de EVA, Latex e
PU, possuem uma densidade superior a da 4gua salgada (p = 1,03 g/cm®), pelo que ndo apresentam uma
elevada flutuabilidade, precipitando mais facilmente no fundo do mar. E possivel, no entanto, que a
ressuspensao das particulas depositadas no fundo seja facilitada pelas correntes e ondas, que originam a
mistura da coluna de &gua, 0 que permite compreender como poderiam 0s peixes pelagicos ter tido
acesso as particulas compostas por estes polimeros mais densos. Por outro lado, também os peixes
demersais consumiram particulas compostas por polimeros menos densos que a dgua salgada. Este
resultado pode ser justificado pelo facto de, ao longo da degradacéo da particula, esta poder adsorver
quimicos e ser colonizada por organismos, aumentando 0 Seu peso e, por conseguinte, perdendo a
flutuabilidade neutra ou positiva.

Durante o fabrico do material de pléastico sdo adicionados alguns aditivos aos polimeros, com o objetivo
de obter certas caracteristicas desejadas no produto final. Apesar de alguns aditivos, como 0s que
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conferem a cor ao material, ocorrerem em concentragdes diminutas, contém quantidades suficientes para
influenciar a analise espectral desse material (Kal¢ikova, 2018). Além dos aditivos, a degradacéo da
particula por exposi¢do a radiacdo ultravioleta do sol, que origina foto-oxidacdo dos polimeros (figura
4.1), e 0 seu contacto com os acidos gastricos presentes no tubo digestivo,também contribuem para a
alteracdo da sua composicdo quimica. Assim, com o decorrer do tempo, através da conjugacdo destes
fendmenos tornam-se mais acentuadas as alteragdes no espectro final das particulas. E por isso que, no
decorrer deste trabalho, ndo foi possivel uma correspondéncia total das bandas de vibracdo dos
polimeros analisados com os espectros de referéncia, tendo sido obtidas algumas variacdes nos espectros
obtidos para cada tipo de polimero (e.g. figura A, anexo). Cerca de 16% das particulas encontradas nos
conteudos digestivos dos peixes encontrava-se num estado avancado de degradacdo, ndo tendo sido
possivel identificar o polimero original, utilizado no seu fabrico. Desta forma, é possivel que estivessem
presentes na amostra outros tipos de polimeros, embora ndo tenha sido possivel reconhecer a sua
composicao.
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Figura 4.1 - Processo de oxidagdo de uma particula de borracha latex, que pode originar dois produtos finais, o Poliestireno
butanona e Poliestireno butadiona.

Os polimeros geralmente utilizados como MP primérios nos produtos de cosmética e higiene sdo o PE
(Polietileno) e o PP (Polipropileno) que, cobrindo 49,1% da procura europeia de polimeros, sdo 0s mais
utilizados pela industria (PlasticsEurope, 2017) e, como tal, passiveis de ocorrer no meio marinho. Neste
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estudo, a sua presenca ndo foi, todavia, registada possivelmente devido & distancia entre as zonas de
amostragem e a principal fonte de introducdo destes poluentes, eventualmente as ETARs. Outro
polimero que ndo ocorreu no presente estudo, mas que por vezes surge em estudos de alimentacdo de
peixes (e.g. Lusher et al., 2013) é o PET (Polietileno tereftalico), conhecido pelo seu intenso uso em
produtos descartaveis como as garrafas de agua, uma vez que é bastante utilizado no setor das
embalagens. SupBe-se que pela abrasdo mecéanica possam existir milhdes destas particulas na agua, que
ndo sdo passiveis de ser analisadas devido ao seu reduzido tamanho, pois fragmentam-se com uma
elevada facilidade (Kalcikova, 2018), 0 que pode ter levado a auséncia de PET neste estudo. N&o se
pode descartar a hipotese de, a semelhanca do PET, outros polimeros eventualmente presentes no
ambiente ndo terem sido identificados neste estudo em virtude de ndo ter sido possivel realizar o espectro
de FTIR a 54,4% das particulas encontradas, devido a sua reduzida dimenséo.
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5 — Consideracoes finais

No presente estudo foi feita a caracterizacdo da quantidade e tipo de lixo presente nos contetdos
gastrointestinais de espécies de peixes pelagicos e demersais da zona de Peniche. A utilizacdo de
espécies que habitam diferentes zonas da coluna de dgua (pelagicas e demersais) permitiu a detecéo de
uma maior variedade de polimeros presentes no meio marinho. Os resultados indicaram que as espécies
de peixes da costa de Peniche estdo suscetiveis a contaminacdo por microplasticos, sobretudo os
secundarios, sob a forma de fragmentos.

Atendendo ao facto de ter sido verificada a existéncia de diferengas sazonais significativas, se apenas
for possivel realizar a monitorizacdo do D10 em peixes numa Unica época de amostragem, entre 0 verao
e 0 inverno, a época invernal serd aquela que podera garantir melhores resultados, pois foi nesta época
onde se obteve um maior nimero de particulas distribuida de forma semelhante pelas diferentes espécies
pelagicas e demersais.

O tipo de polimeros identificados, com clara predominancia de PMMA, permitiu inferir sobre a provavel
origem dos mesmos, o0 que € um dos objetivos da monitorizagdo no ambito do descritor, ja que a
implementacédo da DQEM preconiza a adogdo de medidas visando manter ou alcancar o bom estado
ambiental das &guas marinhas sob soberania ou jurisdi¢do nacional.

E necessario no futuro a elaboracdo de um protocolo padrdo, que possa ser aplicado em estudos
relacionados com a procura de microplasticos em contetdos digestivos de peixes, permitindo assim uma
melhor monitorizagdo a nivel nacional e a realizagdo de comparag@es entre estudos dos diversos paises
onde é implementada a DQEM.

A elevada ocorréncia de microplasticos nos peixes analisados, em conjunto com a escassez de estudos
sobre esta problematica em Portugal, reforcam a necessidade de realizar mais investigacdo de forma a
combater as lacunas existentes no conhecimento atual e permitindo, por sua vez, a criagdo de medidas
mitigadoras desta forma de poluicéo.

As espécies selecionadas no presente estudo cumprem os requisitos de boas espécies indicadoras: 1)
possuem uma ampla distribuicdo geografica; 2) estdo presentes ao longo de todo o ano; 3) possuem
quantidades abundantes de lixo nos contetidos digestivos; 4) fornecem informacao clara sobre a melhor
época de amostragem. No entanto, o desenho experimental adotado ndo permite verificar se as espécies
refletem de forma correta, a quantidade de lixo presente no meio ambiente. Como tal, estudos futuros,
devem incidir sobre a quantidade de lixo presente no meio marinho pelo que se deve repetir o estudo
realizando, em simultaneo: 1) arrastos com redes de plancton, no caso dos peixes pelagicos; e 2) recolha
de detritos de lixo depositados no fundo, junto as areas onde se pretende amostrar 0s peixes no caso das
espécies demersais. SO assim sera possivel verificar se as espécies selecionadas sao capazes de refletir
a quantidade de lixo presente no meio marinho de Peniche.
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