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RESUMO

A poluicdo por particulas de plastico com menos de 5 mm (microplasticos), constitui uma preo-
cupacdo ambiental crescente devido a sua ubiquidade nos ecossistemas aquaticos e ao seu potencial
toxico. Ambientes portuéarios, como o Porto de Sines, caracterizam-se por intensa atividade antropogé-
nica e constituem areas criticas para avaliar este tipo de contaminacéo. Este trabalho teve como objetivo
quantificar e caracterizar microplasticos em amostras de Mytilus galloprovincialis e da coluna de dgua
em trés locais com diferentes perfis: uma area costeira a norte, adjacente ao porto (CPA), o porto de
pesca confinado (PPC) e o Terminal Multipurpose Confinado (TMC). Os microplasticos foram analisados
e caracterizados apds digestdo alcalina, filtracdo e posterior analise visual e quimica (FT-IR), garantindo
controlos de contaminacao.

Foi possivel verificar a presenca de particulas suspeitas de serem plastico em 100% das amostras
analisadas em ambas as matrizes ambientais. Verificou-se um gradiente espacial de contaminagéo por
microparticulas, que refletem a influéncia da hidrodinamica e das fontes locais: na matriz mexilhdes
observou-se concentra¢des entre 14,55 + 9,84 MPs/g (PPC), 9,15 + 5,95 MPs/g (CPA) e 4,94 + 3,92
MPs/g (TMC); na matriz 4gua registaram-se concentracdes entre 0,083 + 0,076 MPs/L (PPC), 0,068 +
0,022 MPs/L (TMC) e 0,016 + 0,004 MPs/L (CPA). Morfologicamente, em ambas as matrizes, predomina-
ram as fibras, seguidas de fragmentos e filamentos, e na matriz 4gua, no fim, os novelos de fibras. As
particulas registadas foram na sua maioria transparentes, azuis ou pretas, frequentemente associadas a
efluentes domésticos, desgaste de cordoaria e equipamentos de pesca. A analise FT-IR a microparticulas
predominantemente da matriz dgua, concluiu que 94% das particulas analisadas sdo plasticos, com a
prevaléncia de polietileno (>50%) e polipropileno (~30%), polimeros amplamente usados em embala-
gens e materiais nauticos.

Conclui-se que M. galloprovincialis ¢ um bioindicador eficaz da poluicdo por MPs em ambientes
portuarios, salientando riscos ecoldgicos e potenciais implicagdes para a saude humana. A monitoriza-
¢ao continua e medidas de mitigacdo sdo essenciais para a gestdo sustentavel de zonas portuarias como

o Porto de Sines.

Palavras-chave: microplasticos; microparticulas; Mytilus galloprovincialis, Porto de Sines; FT-IR;

fibras; fragmentos; filamentos; bioindicador






ABSTRACT

Microplastic pollution (plastic particles smaller than 5 mm) represents a growing environmental
concern due to its ubiquity in aquatic ecosystems and its toxic potential. Port environments, such as the
Port of Sines, are characterised by intense anthropogenic activity and constitute critical areas for as-
sessing this type of contamination. This study aimed to quantify and characterise microplastics in sam-
ples of Mytilus galloprovincialis and in the water column across three sites with distinct profiles: a coastal
area north of the port (CPA), a confined fishing harbour (PPC), and the confined multipurpose terminal
(TMC). Microplastics were analysed and characterised following alkaline digestion, filtration, and subse-
quent visual and chemical identification (FT-IR), with contamination controls implemented throughout.

Suspected plastic particles were detected in 100% of the samples analysed in both environmental
matrices. A spatial gradient of microplastic contamination was observed, reflecting the influence of hy-
drodynamics and local sources: in mussels, concentrations varied between 14,55 + 9,84 MPs/g (PPC),
9,15 £ 5,95 MPs/g (CPA) e 4,94 + 3,92 MPs/g (TMC); in the water column, concentrations varied between
0,083 + 0,076 MPs/L (PPC), 0,068 + 0,022 MPs/L (TMC) e 0,016 = 0,004 MPs/L (CPA). Morphologically,
fibres predominated in both matrices, followed by fragments and filaments, while in the water matrix
fibre bundles were the least common category. Most particles were transparent, blue or black, typically
associated with domestic effluents, the degradation of ropes, and fishing equipment. FT-IR analysis,
conducted predominantly on water-column particles, showed that 94% of the particles analysed were
plastic, with polyethylene (>50%) and polypropylene (~30%) being the dominant polymers-materials
widely used in packaging and maritime applications.

Overall, M. galloprovincialis is confirmed as an effective bioindicator of microplastic pollution in
port environments, highlighting ecological risks and potential implications for human health. Continu-
ous monitoring and mitigation measures are essential to ensure the sustainable management of port

areas such as the Port of Sines.

Keywords: microplastics; microparticles; Mytilus galloprovincialis, Port of Sines; FT-IR; fibres; frag-

ments; filaments; bioindicator
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1T INTRODUCAO

1.1 Definicdo do problema

Os portos desempenham um papel fundamental na industria e no transporte maritimo,
sendo infraestruturas cruciais para o desenvolvimento econémico. O comércio maritimo inter-
nacional tem-se expandido, impulsionado pelo crescimento populacional e pelo aumento da
oferta e procura nas economias globais (UNCTAD, 2021), o que resulta em impactos ambien-
tais, econdmicos e sociais significativos. Como pontos de ligacdo fundamentais nas cadeias de
abastecimento globais, os portos sao essenciais para o comércio internacional; contudo, geram
externalidades significativas que afetam os ecossistemas marinhos e as comunidades locais,
estimadas em aproximadamente 300 mil milhdes de euros a nivel global em 2002 (Diniz et a/,
2024; Tzannatos, 2010). Entre os principais problemas associados ao setor portuario e ao co-
mércio maritimo destacam-se a poluicdo atmosférica e a poluicdo marinha, sendo este setor
responsavel por uma consideravel percentagem de emissdes de NOx e SO2 (> 25%) (Toscano,
2023), bem como particulas finas (PMzs) (~3%) (Tzannatos, 2010). Ndo obstante, a poluigdo
marinha por plasticos representa ainda a maior fragao contributiva deste sector. Segundo Ja-
mbeck et al. (2015), sem novas medidas de gestao de residuos mais agressivas, em 2025 sera
esperado um total de 250 milhdes de toneladas de plasticos cumulativos. Estima-se que atu-
almente os residuos plasticos constituem 80% de todos os residuos encontrados no oceano
(Mehrdad et a/, 2021).

Desde o inicio da década de 1950, com o inicio da producdo comercial de plasticos, estes
tornaram-se essenciais para a sociedade moderna devido as suas caracteristicas favoraveis,
como leveza, estabilidade, durabilidade, versatilidade e baixos custos de produgdo (Provenza
et al, 2022). Prevé-se que a producao acumulada de plasticos atinja valores de 33 mil milhdes

de toneladas até 2050 (Li et a/, 2023). Os plasticos compreendem mais de 20 familias de
1



polimeros, incluindo polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), policloreto de vinilo
(PVCQ), poliuretano (PUR) e poliamida (PA), que representam cerca de 90% da producgao global
(APA, 2021). Além do polimero principal, sdo incorporados diversos aditivos destinados a me-
lhorar propriedades como ductilidade, resisténcia e durabilidade. Estes aditivos podem ser dos
mais variados tipos, tais como, plastificantes, estabilizadores, corantes e retardadores de
chama (Al-Malaika et al, 2017). Estes, quando formulados, recorrem a compostos conhecidos
pela sua preocupagdo ambiental, como os alquilfendis, ftalatos, dioxinas, bisfenol A (BPA), me-
tais pesados e éteres difenilicos polibromados (PBDEs). Sdo conhecidos por atuarem como
desreguladores enddcrinos, apresentarem toxicidade reprodutiva e neurotoxicidade, bioacu-
mularem nos tecidos de organismos aquaticos e persistirem no ambiente, dificultando a sua
remocao natural. (Campanale et a/, 2020; Rochman et al, 2019; Kurunthachalam & Vimalku-
mar, 2021; Zoeller, 2010).

A elevada quantidade de residuos plasticos descartados e encontrados no ambiente sdo
resultado da ma gestdo de residuos, seja pela industria, produtores ou consumidores (Valava-
nidis, 2024; Pilapitiya & Ratnayake, 2024). Entre os principais fatores destacam-se: o descarte
inadequado, a falta de sistemas de reciclagem eficientes, o uso excessivo de embalagens des-
cartaveis, o derrame acidental de residuos durante o transporte e a auséncia de politicas efi-
cazes de responsabilidade alargada do produtor (Jambeck et al., 2015; Hopewell et al., 2009;
Folbert et al., 2025; OECD, 2016; Geyer et al., 2017).

Devido a sua durabilidade, os plasticos permanecem no ambiente por longos periodos
e, sujeitos a fatores ambientais, sofrem processos de degradacao que os fragmentam em par-
ticulas menores (Li et a/, 2023). Estes detritos de plastico podem ser classificados por tamanho
consoante a escala: macroplasticos (100-20 mm); mesoplasticos (20-5 mm); microplasticos (5-
0,1 mm); e nanoplasticos (<100 nm) (Provenza et al, 2022). Os microplasticos definem-se como
particulas de plastico, com menos de cinco milimetros, que podem assumir diferentes formas
(e.g., granulados, espumas, fibras, fragmentos) e cores (e.g. transparente, azul, vermelho,
preto). As suas fontes dividem-se em terrestres e maritimas, sendo as terrestres as principais
(Li et al, 2023). Os microplasticos podem ainda ser categorizados como primarios ou secun-
darios, sendo os primarios produzidos intencionalmente para uso em cosméticos e produtos
de higiene ou como matéria-prima industrial ("pellets"). Os secundarios resultam da degrada-
cao fisica/mecanica, quimica e biologica de plasticos de maiores dimensdes incorretamente
descartados (Antunes et al, 2018; APA, 2021; Provenza et al, 2022). Estudos tém demonstrado
que o processo de fragmentacao do plastico é fortemente influenciado pela radiacao UV, tem-

peratura, salinidade, correntes, ventos e processos abrasivos (Antunes et a/, 2018), levando
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assim a que os microplasticos secundarios sejam mais recorrentes nos oceanos (69-81%)
(Rellan et al, 2023).

Comummente, os microplasticos possuem uma capacidade de adsor¢ao devido a sua
estrutura quimica e polimérica que permite adsorver poluentes organicos persistentes presen-
tes no ambiente, funcionando como vetores destes compostos e aumentando a exposi¢do dos
organismos a estas substancias toxicas, em funcao do seu elevado racio area superficial/vo-
lume (Verla et al, 2019). Importa mencionar que diferentes tipos de polimeros possuem vari-
adas capacidades de adsorg¢ao, com estudos sugerindo uma afinidade crescente na ordem: PA
< PE < PVC < PS, embora essa ordem possa ser influenciada por outros fatores, como o tama-
nho das particulas e intera¢des n-nt (Huffer & Hofmann, 2016). Nao obstante, a toxicidade dos
microplasticos estd associada ndo apenas a libertacdo dos compostos quimicos que podem
estar adsorvidos na sua matriz polimérica, mas também ao seu tamanho e forma. Particulas
menores, como os hanoplasticos, possuem maior potencial toxico devido a sua capacidade de
penetrar em tecidos bioldgicos e acumular-se em 6rgaos como figado, guelras e trato diges-
tivo de diversas espécies de peixes (Piskuta & Astel, 2023). Estudos demonstraram que tanto
os microplasticos quanto os nanoplasticos causam stress oxidativo e disrup¢des no eixo hipo-
talamo-hipdfise, podendo desencadear toxicidade reprodutiva, neurotoxicidade, citotoxici-
dade, anormalidades de desenvolvimento, diminui¢cao da qualidade do esperma e imunotoxi-

cidade (Ullah et a/, 2023).

1.2 Principais fontes de microplasticos em sistemas

aquaticos e zonas portuarias

As principais fontes de microplasticos em ecossistemas aquaticos incluem a deposicao
direta por atividades antropogénicas relacionadas com zonas urbanas, industriais e agricolas,
bem como descargas de aguas residuais e sistemas de drenagem urbana. Os rios representam
uma das maiores vias de transporte destes contaminantes para o ambiente marinho, transpor-
tando residuos plasticos provenientes de centros urbanos e industriais (Hidalgo-Ruz et al,
2012; Lebreton et al, 2017; Li et al, 2023). As aguas pluviais, o escoamento superficial e as
infraestruturas de tratamento de aguas residuais constituem igualmente fontes relevantes de

entrada de microplasticos em estuarios e zonas costeiras (Campanale et a/, 2020).



As zonas portuarias sdo reconhecidas como hotspots de entrada e acumulagdo de mi-
croplasticos devido a elevada intensidade das atividades maritimas, logisticas e industriais
(Preston-Whyte et al, 2021; Dereszewska et a/, 2023). Entre as principais fontes destacam-se
a fragmentacdo de residuos plasticos provenientes de frotas navais, descargas acidentais de
pellets, manutencdo naval, fibras de cabos e equipamentos maritimos, bem como perdas as-
sociadas a manipulagdo de cargas (Auta et a/, 2017; Pan et al, 2020). Em ambientes portuarios,
os niveis de microplasticos tém sido consistentemente superiores aos encontrados em zonas
com menor pressao antropogénica (Alomar et a/, 2025; Pilapitiya & Ratnayake, 2024). Varios
estudos realizados em ambientes costeiros portugueses identificaram maiores concentragdes
de microplasticos em areas proximas de infraestruturas industriais e portuarias (Bessa et a/,
2018).

Os microplasticos sao frequentemente detetados nas matrizes agua, sedimentos e biota.
Os sedimentos, em particular, funcionam como reservatérios estaveis devido as baixas veloci-
dades de corrente e a deposicdo continua de particulas (Pan et a/, 2020). Concentracdes su-
periores a 4000 MPs/m? foram documentadas no estuario do Yangtze (Zhao et al, 2015 a),
enquanto estudos europeus demonstraram valores particularmente elevados em sedimentos
portuarios, refletindo as pressdes exercidas por atividades humanas e maritimas (Dereszewska
et al, 2023).

Esta tendéncia tem sido igualmente observada em portos portugueses. No estuario ur-
bano de Barcelos, Rodrigues et a/. (2023) detetaram concentrages de até 1,03x10* MPs/m?,
atribuidas a descargas urbanas e industriais. No Porto de Leixdes, Henriques et al. (2022) re-
portaram concentra¢des de 540 a 2500 MPs/kg em sedimentos, associadas ao trafego mari-
timo e operacgdes logisticas. No estuario do Tejo, adjacente a cidade de Lisboa, Frias et al.
(2014) quantificaram valores médios de 0,38-2,35 MPs/L na coluna de agua.

Em ambientes mediterranicos, resultados semelhantes foram registados. No Porto de
Valéncia (Espanha), os niveis de microplasticos ultrapassaram 3500 MPs/m?® em agua e 4200
MPs/kg em sedimentos, , sendo identificados predominantemente polimeros como PE, PP e
PET (Compa et al, 2019). No Mar Adriatico, Saliu et a/ (2021) identificaram concentragdes su-
periores a 4900 MPs/m® em zonas portuérias, demonstrando uma forte ligacdo entre a inten-
sidade das atividades industriais e navais e os niveis de polui¢do. Estes exemplos evidenciam
o papel dos portos como zonas de acumulacao e transferéncia de microplasticos para o am-

biente marinho.



1.3 Microplasticos em ecossistemas aquaticos

A ubiquidade dos microplasticos nos ecossistemas aquaticos € amplamente reconhe-
cida, com a sua presenga documentada em diversos ambientes, incluindo aguas superficiais,
sedimentos (Akdogan et a/, 2023) e organismos (Frias et a/, 2014). No entanto, as quantidades
exatas de microplasticos no ambiente permanecem incertas, principalmente devido a variacao
nas fontes de poluicao e as limitagdes nas técnicas de detecdo e quantificacdo, destacando a
necessidade de monitorizacdo continua (Randhawa, 2023). Goldstein et a/. (2012) observou um
total de 3260 microplasticos por metro cibico (MPs/m?) num estudo realizado no norte do
Oceano Pacifico, enquanto ao largo do Mar do Leste (Japdo) foi encontrado menos de uma
particula por cada m? (0,167 MPs/m>) seqgundo Zhao et a/. (2014). A variacdo do nimero de
particulas nos diferentes locais pode advir das correntes maritimas, assim como dos diferentes
habitos de consumo e estratégias de gestao de residuos nos diferentes paises/continentes.

Comparando ecossistemas lagunares, nao foi possivel verificar uma diferenca substan-
cial entre o Lago de Genebra - Suica (48,15x109 MPs/m°) e os Grandes Lagos da América do
Norte (43x109 MPs/m?) (Eriksen et al, 2013; Faure et a/, 2012), contudo um estudo compara-
tivo de 98 lagos espalhados pelo mundo observou uma grande variacdo na quantificagcdo po-
dendo variar entre 0,27 e 34 000 MPs/m3, com uma mediana de 1442 MPs/m? (Dusaucy et al,
2021). Esta variagao podera advir da tipica estagnacao natural do ecossistema, que permite
uma deposicdo dos microplasticos no sedimento. Da mesma forma, a variacdo pode simples-
mente advir do niumero de fontes de poluicdo e a respetiva intensidade. No estuario do Rio
Yangtze (China) foi possivel observar um total de 4137 (+ 2461) MPs/m?® (Zhao et al, 2015 b),
nao obstante, este valor pode ser pouco representativo destes ecossistemas dado a intensa
poluicdo local (i.e., industrial, atmosférica) (An et a/, 2023). Da mesma forma, na Barragem dos
Trés Gargantas do Rio Yangtze (China) foi possivel observar entre 3,40x109 e 13,62x109
MPs/m? (Zhang et a/, 2015). Ndo obstante, uma maior quantidade de particulas é esperada
nestes meios em épocas secas devido a menor diluicdo das mesmas (Malla-Pradhan et al,
2022).

A presenca de maiores concentracdes de microplasticos nas estacdes de inverno/ou-
tono (hemisfério norte) pode dever-se a elevada precipitacdo que caracteriza estas estagdes
no clima mediterranico, e a episodios de tempestade, que podem contribuir para facilitar o
arrasto de microplasticos para as aguas costeiras (Antunes et al, 2018; Li et al, 2023). As des-
cargas em bypass e os caudais das estagdes de tratamento de aguas residuais também podem

contribuir para maiores concentracdes de microplasticos encontradas nestas esta¢des do ano,
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especialmente quando ndo ha separacdo da rede de aguas pluviais e da rede de dguas urbanas
(Antunes et a/, 2018). Segundo o estudo realizado por Antunes et a/. (2018) observou-se que
praias localizadas proximas de areas industriais apresentavam maiores concentracdes de mi-
croplasticos e concentragdes semelhantes de pellets a zonas proximas de portos de cargas. O
mesmo estudo observou também maiores concentragdes de microplasticos proximo de areas
industriais e/ou instalagdes portuarias, e em praias expostas a ventos dominantes nas estacdes
de inverno e outono.

Alguns estudos identificaram ainda o tipo de particulas, permitindo assim perceber o
tipo de polimero que é encontrado como microparticula e a percentagem que representa (Li
et al, 2023). De acordo com um estudo conduzido em 2015, 49% dos microplasticos encon-
trados no Oceano Atlantico eram poliamida (PA) existindo em média uma abundancia de 1,15
(£1,45) MPs/m3 (Klein et al, 2015). Contudo, no sistema de circulacao subtropical do Atlantico
Norte é o conjunto de polietileno tereftalato (PET) e polipropileno (PP) que representa uma
cota-parte de 48%, sendo possivel verificar-se entre 13 e 501 MPs/m3 (Peng et a/, 2017). Este
conjunto de polimeros é também o mais observavel no Golfo Pérsico (Médio oriente) e na
Costa Chennai (india), sendo possivel observar, respetivamente, 44-1460 MPs/m3 (Qiu et al,
2015) e ~896 MPs/m3 (Wang et a/, 2017). Por outro lado, no Mar Bohai (China) o polietileno
(PE) é o polimero mais recorrente (51%) tendo sido encontrado 0.33 (£0.34) MPs/m3 (Yu et al,
2016). A diferenca entre os polimeros mais encontrados nas diferentes regides podera estar
associado com o diferente consumo polimérico nas diferentes regides costeiras assim como

com a diferente persisténcia e durabilidade dos diferentes polimeros.

1.4 Dinamica de microplasticos em sistemas aquaticos

A dinamica dos microplasticos na coluna de agua depende de propriedades intrinsecas
do material, como a densidade do polimero, forma, tamanho e estado de degradacao. Poli-
meros de baixa densidade, como polietileno (PE) e polipropileno (PP), tendem a permanecer a
superficie ou suspensos na coluna de agua, enquanto polimeros mais densos, como PET e PVC,
apresentam uma maior probabilidade de deposi¢do nos sedimentos (Li et a/, 2023; Hiffer &
Hofmann, 2016; Wang et al, 2016). Estes comportamentos podem, no entanto, ser alterados
pela formacdo de biofilmes e pela agregagdo com particulas organicas e inorganicas, processos
que modificam a flutuabilidade e promovem a sedimentagdo de particulas originalmente flu-

tuantes (Kowalski et a/, 2016; Michels et a/, 2018).



Para além das propriedades fisico-quimicas, os processos hidrodinamicos, como corren-
tes, ondas, ventos e marés, influenciam fortemente a redistribuicao horizontal e vertical dos
microplasticos, condicionando a sua permanéncia na coluna de dgua ou a deposicdo em zonas
costeiras e portuarias (Hidalgo-Ruz et al, 2012; Long et al, 2015). A turbuléncia, a mistura
vertical e os gradientes de salinidade e temperatura, particularmente em estuarios, desempe-
nham um papel importante na retengdo ou exportacao de microplasticos para o oceano aberto
(Everaert et al, 2020). Eventos meteoroldgicos extremos, descargas fluviais e episddios de pre-
cipitagdo intensa contribuem adicionalmente para o transporte e dispersao de microplasticos
a partir de sistemas terrestres para o meio marinho (Malla-Pradhan et a/, 2022; van Sebille et
al, 2020).

O comportamento dos microplasticos na coluna de agua condiciona a sua biodisponibi-
lidade e probabilidade de ingestdo por organismos filtradores, como os mexilhdes, influenci-
ando diretamente os processos de bioacumulacao e transferéncia tréfica (Bessa et al, 2018;
Provenza et al, 2022). Estudos recentes demonstram que a permanéncia prolongada de mi-
croplasticos em suspensdo aumenta a exposicdo de espécies costeiras e o risco ecologico as-
sociado (de Sa et al, 2018). Assim, compreender os mecanismos fisico-quimicos e oceanogra-
ficos que regulam a dinamica dos microplasticos é fundamental para interpretar os padrdes

espaciais de contaminagao e avaliar impactos ecoldgicos em ecossistemas costeiros.

1.5 Microplasticos nos organismos aquaticos

A presencga de microplasticos na biota aquatica tem sido amplamente documentada,
tendo sido detetada em diversas espécies aquaticas. Por exemplo, um estudo identificou mi-
croplasticos no musculo dorsal de 32% dos espécimes de peixe analisados na zona nordeste
do Oceano Atlantico, incluindo espécies como Dicentrarchus labrax, Trachurus trachuruse Sar-
dina colias (Barboza et al, 2020). A presenca de microplasticos em tecidos de peixe comestiveis
tem sido um problema cada vez mais constante e observado, tendo sido detetado em varios
paises: Bangladesh (Nath et a/, 2023), Portugal (Barboza et a/, 2020), China (Huang et a/, 2021),
Nigéria (Adeogun et a/, 2020), Mediterraneo (Romeo et al, 2015) e Irdo (Abbasi et a/, 2018).

Mexilhdes, em particular Mytilus galloprovincialis, sao amplamente utilizados como bi-
oindicadores na monitorizagdo da polui¢do aquatica por acumularem microplasticos devido a
sua capacidade de filtracao e relevancia ecologica e comercial (Provenza et a/, 2022; Barboza
et al, 2020; Bessa et al, 2018). As zonas portuarias apresentam geralmente maior
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contaminagdo em mexilhdes devido a elevada disponibilidade de microplasticos na coluna de
agua (Preston-Whyte et a/, 2021; Alomar et al, 2025).

A bioacumulagdo de microplasticos nestes organismos filtradores é particularmente fre-
quente e preocupante, uma vez que promove a transferéncia tréfica destes contaminantes,

inclusive para os seres humanos através da ingestdo de moluscos (Nath et a/, 2023).

1.6 Politicas, Regula¢des e Instrumentos Legais

A problematica da poluicdo por microplasticos é hoje reconhecida a diferentes niveis de
governacao, refletindo-se em convencdes internacionais, diretivas europeias e legislacao naci-
onal.

A nivel internacional, existe a Convengdo MARPOL (1973/78) que proibe a descarga de
plasticos no mar por navios, obrigando a sua entrega em portos. No Atlantico Nordeste, a
Convencao OSPAR estabelece planos de acao regionais para reduzir o lixo marinho, incluindo
metas especificas de reducdo de plasticos e microplasticos até 2030.

No quadro da Unido Europeia, destacam-se trés instrumentos principais: a Diretiva-Qua-
dro da Agua (2000/60/CE) (DQA), que visa assegurar o bom estado das aguas superficiais e
costeiras; a Diretiva-Quadro Estratégia Marinha (2008/56/CE) (DQEM), cujo principal objetivo
é alcancar ou manter o bom estado ambiental das aguas marinhas europeias, e onde se define
a presenca de lixo marinho como um dos indicadores de estado ambiental, incluindo de mi-
croplasticos; e o regulamento REACH (1907/2006), recentemente atualizado para restringir a
utilizacao intencional de microplasticos em produtos. Complementarmente, a Estratégia Euro-
peia para os Plasticos e a Diretiva dos Plasticos de Uso Unico (2019/904/UE) procuram reduzir
a entrada de residuos plasticos no ambiente, prevenindo a sua fragmentacdo em microplasti-
Cos.

Em Portugal, a Lei da Agua transpde a DQA e o Decreto-Lei n.° 108/2010 transpde a
DQEM, integrando a monitorizacdo de lixo marinho. A nivel estratégico, a Estratégia Nacional
do Mar 2021-2030 inclui a redugdo da poluicao plastica como prioridade, alinhada com as
politicas da UE. No plano legal, o Decreto-Lei n.° 69/2021 proibiu a coloca¢do no mercado de
cosmeéticos e detergentes com microesferas plasticas. Mais recentemente, o Plano de Agéo
Nacional para o Lixo Marinho 2024-2028 definiu medidas concretas de prevenc¢ado e mitigagao

desta forma de poluigdo, em articulagdo com a OSPAR e a Estratégia Europeia.



Em conjunto, estes instrumentos demonstram uma evolugao consistente na governagao
ambiental, que vai desde a prevengao na fonte até a mitigagdo no meio marinho. A integracdo
de Portugal em acordos internacionais e comunitarios garante um enquadramento regulatoério

robusto para enfrentar o desafio crescente dos microplasticos.

1.7 Microplasticos: procedimentos existentes

A extracao e analise de microplasticos (MP) em amostras ambientais envolvem diversas
etapas metodoldgicas cruciais para a compreensdo da distribui¢cdo e impacto desses contami-
nantes. Inicialmente, a recolha de amostras de aguas superficiais é realizada utilizando redes
de plancton com malhas que variam entre 100 e 500 micrometros, permitindo a captura de
particulas de diferentes tamanhos conforme os objetivos especificos do estudo (Diniz et a/,
2024). Para sedimentos, sao utilizados dispositivos como corers ou dragas, que coletam amos-
tras do fundo aquatico, as quais sao posteriormente peneiradas para separar as particulas con-
soante o tamanho pretendido (Huffer & Hofmann, 2016).

De seguida procede-se a digestdo para remover a matéria organica presente nas amos-
tras, preservando os microplasticos. Este processo pode ser efetuado seguindo uma digestao
alcalina ou enzimatica. A digestdo alcalina utiliza solu¢des de hidroxido de potassio (KOH) ou
hidroxido de sodio (NaOH), destacando-se pela sua rapidez, por ser mais econémico e por
causar danos minimos as estruturas poliméricas, mostrando-se eficaz na remocado da matéria
organica sem degradar os microplasticos (Provenza et a/, 2022). Alternativamente, a digestao
enzimatica aplica enzimas especificas para degradar a matéria organica; embora este método
seja mais seletivo e cause menos danos aos microplasticos, apresenta desvantagens como o
alto custo e a complexidade processual, aumentando o risco de contaminacao (Ullah et a/,
2023).

ApOs a digestao, a amostra é filtrada de forma a isolar os microplasticos. Para tal, recorre-
se a filtros membrana com diferentes porosidades (geralmente entre 0,45 e 1,6 micrometros)
de forma a separar por dimensdo as diferentes particulas, de acordo com o tamanho preten-
dido (Verla et a/, 2019).

A caracterizagdo destas particulas pode assim ser dada por duas vias: fisica ou quimica.
Na via fisica, os microplasticos sao analisados por meio de técnicas como a microscopia 6tica,
que possibilita a observacao e contagem das particulas, permitindo ainda obter informacgdes
sobre a sua forma e cor. Em alternativa, existe a microscopia eletrénica de varredura que
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oferece imagens de alta resolucao para uma analise detalhada da morfologia superficial, con-
tudo, possui custos elevados dada a especificidade do equipamento (Barboza et a/, 2020).

Para a caracterizagdo quimica, a espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier (FT-IR) é utilizada para identificar os tipos de polimeros presentes, fornecendo infor-
macdes sobre a composicdo quimica dos microplasticos. A espectroscopia Raman, que apre-
senta funcionalidades semelhantes a FT-IR, é particularmente Gtil para ir além da detecao do
polimero que compde os microplasticos, e identificar compostos quimicos adsorvidos (Piskuta
& Astel, 2023). Existe ainda, tecnologias de pirdlise acoplada a cromatografia gasosa e espec-
trometria de massas (Py-GC-MS) que sao utilizadas para identificar e quantificar os tipos de
polimeros presentes, por meio da decomposicao térmica dos microplasticos e posterior analise
dos produtos resultantes via espectrometria de massa (Diniz et al, 2024).

A utilizacdo combinada das técnicas anteriormente mencionadas possibilita uma ana-
lise exaustiva da composicao dos microplasticos em amostras ambientais, contribuindo signi-
ficativamente para a compreenséao da sua distribui¢do, composicdo e potencial impacto ambi-

ental e na saude publica.

1.8 Objetivos

O presente trabalho teve como principal objetivo avaliar a presenca de microplasticos
(MPs) e as suas caracteristicas e natureza em amostras da coluna de agua e em organismos da
espécie Mytilus galloprovincialis recolhidos em diferentes zonas do porto de Sines. Nesta dis-
sertacdo procurou-se compreender a extensdo da poluicdo por MPs em ambiente portuario,
assim como identificar possiveis padroes espaciais associados as diferentes tipologias de uso
das areas de amostragem.

Pretendeu-se:

e Quantificar a abundancia de microplasticos por individuo e por grama de tecido em
mexilhdes (peso humido) recolhidos nos locais de amostragem selecionados (CPA, PPC
e TMQ);

o Determinar a tipologia morfoldgica (fibras, fragmentos e filamentos) e cromatica das
microplasticos identificados;

e Analisar a presenca de microplasticos em amostras da coluna de agua associadas aos
mesmos locais de amostragem;

 lIdentificar os polimeros de plastico presentes nas amostras através de FT-IR.
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Avaliar a utilizagdo de M. galloprovincialis como bioindicador da polui¢ao por micro-

plasticos em ambientes portuarios;



2 METODOLOGIA

Neste capitulo enquadra-se a area de estudo e estao explicados todos os procedimentos

e metodologias desenvolvidos e aplicados no ambito desta dissertagdo de mestrado.

2.1 Area de estudo

A area de estudo selecionada foi o porto de Sines, que se localiza no limite urbano da
cidade de Sines, concelho e freguesia de Sines, no distrito de Setubal, integrado na sub-regido
do Alentejo Litoral. Esta area é influenciada pela presenca de diversas atividades antropogéni-
cas, para além das operacdes portuarias, como industrias agroalimentar, petroquimica, de car-
vao, uma pedreira e atividades recreativas (APS, s.d.).

O Porto de Sines foi construido em 1978 e é considerado o primeiro maior porto artificial
de Portugal, com caracteristicas naturais Unicas na costa portuguesa que lhe permitem receber
navios de grande porte. E um porto de aguas profundas, com fundos rochosos, cujas caracte-
risticas geofisicas e organizacionais o tornam no principal porto da fachada ibero-atlantica
(APSINESALGARVE, s.d.; APP, s.d.). Anualmente, regista trafego com cerca de 80 paises e apro-
ximadamente 200 portos a escala mundial (APS, s.d.).

A sua localizacdo torna-o fundamental para o abastecimento energético nacional, sendo
a principal entrada de géas natural e de petréleo e seus derivados em Portugal. E também um
dos portos portugueses com maior afluéncia de carga geral e contentores (APP, s.d.; APS, s.d.).

Situa-se em proximidade imediata da Zona Industrial e Logistica de Sines (ZILS), onde se
concentram diversos setores de atividade; desde energia (e.g. petroquimica) até as industrias
agroalimentar e extrativa (pedreira). Paralelamente, esta area dispde de uma baia balnear (praia
Vasco da Gama) e de um porto de recreio que € a Unica infraestrutura portuaria de lazer ao
longo da costa entre Trdia e o Algarve, com navegacao intensa durante todo o ano (APS, s.d.).

No interior do complexo portuario, existem diversos terminais distribuidos estrategica-
mente em funcao da sua finalidade (APS, s.d.):

e O Terminal de Granéis Liquidos, maior do pais, localiza-se na parte norte do porto e
serve de interface para produtos como crude, refinados e gases liquefeitos. Integra uma
Estacao de Tratamento de Aguas de Lastro e Residuos Industriais dos navios (ETAL),

com descarga no Oceano Atlantico (EcoSlops, 2020).
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O Terminal Petroquimico que se encontra a sul do terminal anterior, interligado por
pipeline dedicado ao complexo petroquimico da ZILS para o transporte de produtos
como propileno, etileno, butadieno, ETBE, etanol e metanol.

O Terminal Multjpurpose de Sines ocupa uma berma central com cais versatil, apto a
receber granéis solidos, carga geral e navios roll-on/roll-off, com ligacdo a tapetes ro-
lantes e a rede ferroviaria nacional.

Mais a oeste, o Terminal de Gas Natural, é considerado fonte principal de abasteci-
mento do gas natural consumido em Portugal, funcionando como alternativa ao gaso-
duto terrestre.

Na extremidade sul do ancoradouro principal, o Terminal de Contentores de Sines, é o
local onde sao processados os contentores de mercadorias, dispondo de conexdes di-

retas as redes ferroviarias e rodoviarias nacionais.

2.2 Amostragem

As amostras foram recolhidas no ambito do projeto MexBioSines (FCT

UIDP/04292/2020), no més de janeiro de 2023, representando da estacdo de inverno. As cam-

panhas de amostragem decorreram na area do Porto de Sines e em zonas adjacentes, sob

influéncia de diferentes graus de confinamento e de atividade antropogénica.

Foram definidos trés pontos de amostragem (Figura 2.1): um ponto localizado a norte

do porto, em area anterior adjacente (CPA - Cabo de Sines: Pedras Amarelas), e dois situados

no interior do porto (PPC - Porto de Pesca Confinado, zona da baia; e TMC - Terminal Multi-

purpose Confinado), dispostos de norte para sul. Por uma questédo de praticidade e coeréncia

terminoldgica com estudos anteriores desenvolvidos no ambito da monitorizacdo ambiental

do porto de Sines, foram adotadas, nesta dissertacao, as seguintes designa¢des para os pontos

de amostragem:
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* CPA - Cabo de Sines: Pedras Amarelas;
* PPC - Porto de Pesca Confinado, zona da baiga;

« TMC - Terminal Multjpurpose Confinado.



» @ %A%

'z

y

-
Y g ! \é
/' ¥ AN
CPA LA $
P RN e
N e ) VR -
. e .
L j "

. !
-

‘ Porto de Sines

Figura 2.1 - Locais de amostragem no Porto de Sines.

Nestes trés locais, recolheram-se amostras de mexilhdes (Mytilus galloprovincialis) e
amostras da coluna de agua (arrastos horizontais) em todos os locais de amostragem menci-
onados. A selecdo destes pontos teve em consideragdo a sua localizacdo estratégica (dentro
ou nas imediagdes do porto), a sua proximidade aos diferentes terminais portuarios e as ativi-
dades associadas (industriais, logisticas e recreativas). Foi também tida em consideracao a vi-
abilidade logistica da amostragem, assegurando acessos por via terrestre e/ou por embarca-
cao.

A analise incide exclusivamente sobre os locais CPA (area adjacente, a norte do porto;
mar aberto), PPC (zona da baia, associada ao porto de pesca confinado) e TMC (Terminal Mul-
tipurpose Confinado), permitindo uma abordagem comparativa entre zonas com diferentes
perfis de uso e pressdo antropogénica.

A recolha das amostras foi realizada com o apoio de uma embarcacdo disponibilizada
pelo CIEMAR - Laboratério de Ciéncias do Mar, pertencente ao Centro de Ciéncias do Mar e
do Ambiente (MARE - Universidade de Evora). Nos locais acessiveis por via maritima, a amos-

tragem foi efetuada diretamente a partir da embarcacdo. No entanto, nos pontos CPA e PPC,
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a recolha de Mytilus galloprovincialis foi realizada por acesso terrestre, dado nao ser acessivel
por embarcacao.
Antes da ida para o campo, todo o material a ser utilizado foi lavado com agua destilada,

de forma a mitigar contaminagdes cruzadas.

2.2.1 Mexilhoes

Em cada local, foram recolhidos 22 individuos da espécie Mytilus galloprovincialis com
comprimentos compreendidos entre 30 mm e 60 mm. Os mexilhdes foram recolhidos manu-
almente com auxilio de uma espatula para facilitar a sua remocao do local onde estavam es-
tabelecidos. Em seguida, foi utilizada um paquimetro para medir o comprimento da concha e
garantir que todos os individuos estavam dentro do intervalo de tamanho mencionado. Os
que ndo cumpriam os parametros foram imediatamente devolvidos ao seu habitat natural.
Todos os individuos selecionados foram armazenados em sacos vedantes devidamente iden-

tificados e colocados nas caixas térmicas referidas anteriormente para transporte.

2.2.2 Amostras recolhidas na coluna de agua

Em cada um dos locais de amostragem foram realizados trés arrastos horizontais, com o
objetivo de obter uma caracterizacao representativa dos microplasticos presentes. Para os ar-
rastos horizontais foi utilizada uma rede manta com malha de 150 um (Figura 2.2 a)), operada

a partir da embarcacdo. Esta rede foi mantida a superficie da coluna de agua durante cinco
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minutos, a uma velocidade constante. Obteve-se o volume de agua filtrado com recurso a um
fluxdbmetro acoplado a abertura da rede.

Apos cada amostragem, o material retido na rede coletora foi cuidadosamente resus-
penso com agua do mar (utilizando um esguicho) e transferido para frascos de vidro previa-

mente limpos e devidamente identificados (Figura 2.2 b)).

Figura 2.2 - Fases do arrasto horizontal. a) Rede manda durante arrasto de 5 minutos; b) passagem da rede para

copo de vidro para armazenamento.

Apos a recolha, todas as amostras foram imediatamente acondicionadas em caixas tér-
micas com acumuladores de gelo e transportadas para o MARLab (NOVA FCT), onde foram

conservadas a -20 °C até posterior processamento laboratorial.

2.3 Procedimento laboratorial

Todas as amostras foram devidamente identificadas e caracterizadas quanto ao seu teor
de microparticulas, seguindo um protocolo laboratorial composto por diversas etapas, descri-
tas neste capitulo.

Durante todos os procedimentos foi assegurado o rigor necessario para evitar qualquer
tipo de contaminacao cruzada. Para tal, foram minimizados os potenciais fatores externos de

contaminagdo e todo o material foi previamente lavado com agua destilada e filtrada. Esta
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filtracdo foi realizada com recurso a filtros de microfibra de vidro Whatmann® (GF/C), com
poro de 1 um de dimensao de poro e 47 mm de diametro.
Todas as amostras foram cuidadosamente rotuladas, incluindo o local de amostragem, nimero

da amostra, estacdo do ano e a designagdo do projeto a que pertencem.

2.3.1 Mexilhoes

As amostras foram previamente congeladas a -20 °C para preservacdo. O processo de
descongelamento dos mexilh&es, iniciou-se a temperatura ambiente, colocando os individuos
individualmente em copos de vidro tapados e devidamente identificados. Durante o descon-
gelamento, os mexilhdes foram passados por agua destilada e filtrada, de modo a acelerar o
processo e a reduzir possiveis contaminagdes provenientes do manuseamento. Este processo
foi realizado em conjuntos de seis mexilhdes. Para cada conjunto de seis mexilhdes foi também

preparada uma amostra de controlo, composta por 3 mL de agua destilada e filtrada.

2.3.1.1 Paradmetros Biométricos

Apo6s o descongelamento das amostras, foram medidos os parametros biométricos dos
exemplares de Mytilus galloprovincialis. Utilizando um paquimetro, procedeu-se a medicédo da
largura (correspondente a distancia entre o dorso e o ventre da concha) e do comprimento,
definido como a distancia entre a extremidade posterior e a extremidade anterior, onde se
localiza o umbo (extremo pontiagudo da concha), conforme ilustrado na Figura 2.3. Adicional-
mente foi registado o peso humido total de cada individuo, apds dissecacao, para posterior-

mente ser utilizado para normalizacao dos resultados relativos a abundancia de microplasticos.

17



Comprimento

Largura

Figura 2.3 - Medicdo do comprimento e largura numa amostra de mexilhdo.

2.3.1.2 Dissecacgao

Uma vez descongelados e registados os parametros biométricos, iniciou-se o processo
de dissecacao dos mexilhdes. A abertura das conchas foi facilitada pela prépria anatomia bi-
valve dos organismos, permitindo o acesso ao seu interior sem necessidade de corte forgado.
Com o auxilio de uma pinga, o bisso foi cuidadosamente removido, procedendo-se de seguida
a raspagem de todo o tecido mole, incluindo o mudsculo adutor, com recurso a um bisturi. O
conteldo organico foi transferido diretamente para frascos de vidro previamente limpos. Cada
amostra foi depois pesada numa balanca digital Kern (modelo KB 1200-2N), registando-se o
peso humido total. Apds a pesagem, os frascos foram imediatamente fechados, de modo a
minimizar o risco de contaminagao por particulas em suspensdo no ar.

Durante todo o procedimento laboratorial foi mantida, no mesmo local de trabalho, uma
amostra de controlo ambiental. Esta amostra foi preparada segundo os critérios definidos no
Capitulo 2.3.1, e esteve permanentemente exposta durante as opera¢des de dissecagdo. O seu
objetivo foi permitir a avaliacdo de possiveis contaminagdes aéreas por microparticulas pre-
sentes no ambiente laboratorial. A amostra de controlo acompanhou todo o conjunto de me-
xilhdes ao longo das diferentes fases do processamento (desde a dissecagdo até a visualizagdo
dos dados) assegurando uma monitorizagdo continua e representativa de potenciais fontes

externas de contaminacéo.
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2.3.1.3 Digestao

A digestao das amostras seguiu o protocolo harmonizado descrito por Bessa et al. (2019),
desenvolvido no ambito do projeto BASEMAN (Deliverable 4.3) e conforme descrito por
Dehaut et a/. (2016). A digestdao da matéria organica presente nos tecidos dos organismos foi
realizada com solucdo de hidréxido de potassio (KOH) a 10% (v/v), numa proporgao de 3:1 em
relagdo ao peso humido do tecido. Esta metodologia é amplamente reconhecida por permitir
a degradacao eficiente do material bioldgico sem comprometer a integridade das particulas
de microplasticos presentes, sendo particularmente eficaz para tecidos de organismos mari-
nhos e de facil aplicagdo laboratorial.

A solugao foi preparada dissolvendo hidroxido de potassio solido em agua destilada fil-
trada, até atingir uma concentracao final de 10% (v/v). A solucao foi preparada em condi¢des
controladas e homogeneizada completamente antes da utilizagao.

Apds o registo do peso himido de cada individuo, foi adicionado o volume correspon-
dente de KOH (10%) a cada frasco, de acordo com a proporcao definida. Os copos foram se-
lados com folha de aluminio perfurada, permitindo a libertacdo de gases resultantes da reacao
sem comprometer a esterilidade e minimizando a contaminagdo externa.

A amostra de controlo ambiental foi a Ultima a ser submetida a digestdo, seguindo os
mesmos procedimentos. Por ter um volume estimado de 3 mL (simulado), foi-lhe adicionado
9 mL de KOH (10%).

Todos os copos foram colocados numa estufa Heraeus (modelo H 420), onde permane-
ceram a 40 °C durante 72 horas, tempo necessario para garantir digestdo completa da matéria
organica (Figura 2.4). Esta abordagem permitiu manter a integridade dos microplasticos e as-

segurou a comparabilidade dos resultados entre amostras (Pfeiffer & Fischer, 2020).
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Figura 2.4 - Amostras de mexilhdo na estufa durante o processo de digestao, a 40°C.

2.3.1.4 Filtragdo

Apos concluida a digestdo, as amostras foram submetidas a um processo de filtracao
utilizando um sistema de filtragdo por vacuo (Figura 2.5), que permite acelerar e uniformizar a
passagem do conteudo liquido através do filtro, otimizando a retengdo de particulas sélidas,
como os microplasticos. Este sistema é constituido por uma bomba de vacuo Millipore de 230
V (modelo n.° WP6122050), conectada a uma unidade de filtracdo em vidro. A pressdo negativa
gerada pela bomba facilita a passagem da solucgéo digerida através de filtros de membrana de
nylon (CHMLAB Group), com 10 um de porosidade e 47 mm de diametro.

Apos a filtracdo de cada amostra, o filtro foi cuidadosamente retirado com uma pinca
metalica esterilizada e colocado numa placa de Petri de vidro, devidamente identificada com
o cédigo da amostra, local de recolha, nUmero de individuo e data de processamento. As pla-
cas foram deixadas a secar a temperatura ambiente, em ambiente limpo e protegido de con-
taminagOes externas.

Entre cada filtragdo, o copo de filtracdo foi lavado com agua destilada previamente fil-
trada, garantindo a eliminagdo de quaisquer residuos ou particulas remanescentes da amostra
anterior, de modo a evitar qualquer forma de contaminagdo cruzada entre amostras.

A amostra de controlo ambiental permaneceu aberta até a conclusdo da filtragdo de
todas as amostras do respetivo conjunto, sendo sempre a ultima a ser filtrada. Este procedi-
mento assegura que a amostra de controlo reflita a exposi¢do potencial a microparticulas du-

rante todo o processo laboratorial.
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O liquido resultante da filtragdo foi descartado em recipientes apropriados, sendo pos-
teriormente recolhido e tratado por entidades externas licenciadas para a gestdo de residuos

laboratoriais.

Figura 2.5 - Sistema de filtragdo por vacuo.

2.3.2 Amostras recolhidas na coluna de agua

2.3.21 Digestao

Apos garantir que as amostras da coluna de agua se encontravam totalmente descon-
geladas, estas foram agitadas manualmente para homogeneizacao e vertidas para gobelés de
1 L devidamente identificados. O frasco de armazenamento original foi lavado com agua des-
tilada filtrada, assegurando a total transferéncia de massa. Cada amostra, com um volume
aproximado de 500 mL, foi dividida em duas subamostras com recurso a uma proveta gradu-
ada, identificadas com numerac¢do romana (e.g., |, Il), facilitando o manuseamento durante a
digestao.

Tal como descrito anteriormente para as amostras de mexilhao, foi utilizada uma solugéo
de hidroxido de potassio (KOH) a 10% (v/v), preparada previamente, e adicionada numa pro-

porc¢do equivalente a trés vezes o volume de cada subamostra. As solucdes foram transferidas
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para gobelés de 2 L e, uma vez preparadas, tapadas e mantidas a temperatura ambiente du-
rante 72 horas, com agitacdo manual ocasional, até a digestdo completa da matéria organica.

O controlo ambiental foi assegurado através da exposicao de um filtro de nylon ao ar,
renovado diariamente, que acompanhou todo o processamento do respetivo conjunto de
amostras, desde a digestdo até a analise final, conforme também adotado nas amostras de

mexilh3o.

2322 Filtragao

A fase de filtracdo seguiu igualmente os procedimentos previamente descritos no capi-
tulo referente aos mexilhdes. Apds digestdo, as amostras foram homogeneizadas com uma
vareta de vidro e crivadas com um crivo de 63 pum, transferindo-se a solu¢ao para um novo
gobelé. O liquido descartado foi encaminhado para contentores apropriados, destinados ao
tratamento por entidades especializadas.

O material retido no crivo foi lavado com agua destilada filtrada e transferido para o
sistema de filtracdo a vacuo, composto por bomba Millipore e filtros de membrana de nylon
com porosidade de 10 um. Os filtros foram colocados em placas de Petri de vidro, devidamente
identificadas, e deixados a secar a temperatura ambiente. A amostra de controlo associada foi

a uUltima a ser filtrada, permanecendo exposta ao ambiente durante todo o processo.

2.3.3 Mexilhdes e Amostras recolhidas na coluna de agua

2.3.3.1 Detecao, caracterizagao e quantificagao

Para a caracterizacao dos microplasticos presentes nas amostras, os filtros resultantes do
processo de filtracdo foram analisados com recurso a uma lupa estereomicroscopica Leica® S
ApoE (Leica Microsystems, Alemanha), equipada com uma camara Flexacam, conforme ilus-
trado na Figura 2.6. Esta configuracao permitiu a observacao em detalhe e a documentacao
visual de todas as particulas suspeitas de microplasticos presentes nos filtros.

Em cada filtro, todas as particulas detetadas foram contabilizadas, classificadas, medidas
e caracterizadas. Para cada microparticula observada, foram registados o tipo morfologico (fi-
bra, fragmento ou filamento), a cor e o comprimento.

As fibras definem-se como particulas finas, alongadas e tipicamente flexiveis, com com-

primento muito superior a largura, frequentemente associadas a téxteis e cordoaria;
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constituem uma das morfologias mais reportadas no meio marinho (Suaria et al, 2020; Barrows
et al, 2018; Zhang et al, 2020). Os filamentos embora também alongados, apresentam-se
como pecas cilindricas continuas e mais rigidas, com espessura relativamente uniforme. E um
termo usado por varios autores para distinguir formas “tipo fio” de fibras téxteis mais flexiveis
(Tirkey & Upadhyay, 2021). Os fragmentos correspondem a particulas irregulares e rigidas, com
arestas ou contornos angulosos, resultantes da fratura e degradagao de plasticos maiores (Hi-
dalgo-Ruz et al, 2012; Zhang et al, 2020). Os novelos correspondem a emaranhados ou " bun-
dles" de microfibras, apresentam-se como multiplas fibras entrelacadas que ndo podem ser
facilmente separadas nem contabilizadas individualmente, estando mencionados em literatura
como “fiber bund/es' (Rochman et al, 2019).

A ampla variacdo de comprimento, diametro e cor, reflete a diversidade de fontes (p.e.,
téxteis, embalagens, artes de pesca) e de processos de degradacdo (abrasdo, fotodegradacao),
em todas as categorias morfoldgicas. Por este motivo, revisdes metodoldgicas recomendam
que a morfologia seja acompanhada de identificagdo quimica sempre que possivel (uFT-IR/Ra-
man) para evitar sobrestimagdes (Hidalgo-Ruz et a/, 2012; Huang et a/, 2022).

Foram realizados registos fotograficos de cada particula, utilizando o software LAS X
(Leica), que permitiu a medicado precisa das dimensdes e a gestao dos dados obtidos de forma
informatizada. Para o manuseamento das particulas durante a observacao, foram utilizadas
agulhas metalicas finas e pincas esterilizadas, assegurando a integridade do material analisado.
Todo o material utilizado foi limpo previamente com etanol a 70% (v/v), reduzindo o risco de
contaminacao externa.

Em paralelo com as amostras, foram utilizados os filtros de controlo ambiental ja referi-
dos anteriormente. Estes filtros foram abertos e mantidos ao lado da amostra no momento da
analise ao microscopio, com o objetivo de detetar eventuais contaminacbes aéreas ocorridas
durante a visualizagao. Assim, os controlos acompanharam todo o processo, desde a disseca-

cao até a analise microscopica, assegurando a representatividade dos dados obtidos.
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Figura 2.6 - Lupa estereomicroscopica Leica® S ApoE

2.33.2 Analise quimica por FT-IR

ApOs a analise visual, foram selecionadas para andlise quimica por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) as particulas com caracteristicas visuais
compativeis com microplasticos. Esta técnica permite identificar a composi¢do quimica da mi-
croparticula com elevada precisdo, sendo amplamente utilizada na caracterizagdo de polimeros
presentes em matrizes ambientais.

As analises por FT-IR foram realizadas utilizando um espectrofotometro PerkinElmer
UATR Two FT-IR Spectrometer, equipado com um acessoério de reflectancia total atenuada (ATR

- Attenuated Total Reflectance), conforme apresentado na Figura 2.7.
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Figura 2.7 - Equipamento utilizado para analise FT-IR.

O modo ATR permite a analise direta de particulas solidas, como fibras ou fragmentos
de plastico, sem necessidade de preparacdo quimica ou fisica adicional. Este método é espe-
cialmente vantajoso em amostras ambientais devido a sua rapidez, ndo destrutividade e capa-
cidade de analisar particulas com formatos e tamanhos irregulares (Kappler et a/, 2015; Rocha-
Santos & Duarte, 2015).

Durante a analise, cada particula foi colocada em contacto direto com o cristal do aces-
sorio ATR. Um feixe de radiacdo infravermelha é projetado sobre o cristal, penetrando super-
ficialmente na amostra (~1-2 um). A radiacao refletida é detetada e transformada num espec-
tro de absorgao, que revela os grupos funcionais presentes no material analisado. Este espectro
é posteriormente comparado com bases de dados de referéncia para identificar o tipo de po-
limero presente (por exemplo, PE, PP, PET, PS), assegurando assim a confirmagdo da natureza
plastica da particula. A analise foi conduzida com o software PerkinElmer Spectrum IR (version
10.7.2), que permite a aquisi¢do, visualizacdo e interpretacdo dos dados espectrais de forma

eficaz.

2.3.3.3 Controlo e avaliagdo da contaminagao

Considerando a elevada probabilidade de contaminacdo aérea durante o processamento
laboratorial, foi implementado um conjunto de medidas rigorosas de controlo e mitigacao ao

longo de todas as etapas. Conforme referido anteriormente, todo o material utilizado foi
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previamente enxaguado com agua destilada filtrada, aplicada com recurso a um esguicho, e
as amostras foram mantidas cobertas sempre que possivel, minimizando a exposi¢do ao am-
biente.

As solucdes utilizadas - nomeadamente a agua destilada e a solugdo de hidréxido de
potassio (KOH) a 10% (v/v) - foram igualmente filtradas antes da sua utilizacdo, assegurando
a remocao de particulas contaminantes. Sempre que possivel, os procedimentos foram reali-
zados sob hotte de exaustdo, reduzindo ainda mais o risco de deposi¢do de microparticulas
transportadas pelo ar. Todos os processos foram executados com celeridade, sem comprome-
ter o rigor técnico, e acompanhados sistematicamente por amostras de controlo ambiental,
que permitiram monitorizar a presenca de contaminagdes externas ao longo de todo o fluxo
de trabalho.

A limpeza cuidadosa de todo o equipamento utilizado constituiu um fator critico para a
fiabilidade dos resultados obtidos. Pingas, varetas, frascos, copos de filtracdo e demais utensi-
lios foram limpos antes e entre cada utilizagdo com agua destilada previamente filtrada, e,
quando apropriado, desinfetados com etanol a 70% (v/v). Esta pratica garantiu que ndo ocor-
resse contaminagdo cruzada entre amostras e evitou a introdugado de particulas artificiais nos
sistemas de analise, assegurando a integridade dos dados e a reprodutibilidade do ensaio. A
atencdo ao detalhe na higienizacao do material é, portanto, essencial quando se trabalha com

particulas em escala micrométrica, como é o caso dos microplasticos.

2.3.34 Tratamento estatistico

O tratamento estatistico dos dados teve como finalidade avaliar diferencas significativas
na abundancia de microparticulas entre os diferentes locais de amostragem (CPA, PPC e TMC),
bem como entre os tipos morfoldgicos identificados (fibras, fragmentos, filamentos e novelos).
Para tal, os dados foram previamente organizados com base na matriz analisada (mexilhdes e
agua), no numero total de MPs por individuo e por grama de peso humido, e nas caracteristicas
associadas a cada particula (tipo, cor e comprimento). Foram geradas estatisticas descritivas
(média, desvio-padrao, valores minimos e maximos) e representacdes graficas (histogramas e
graficos de barras) para ilustrar as tendéncias observadas nos dados.

Para avaliar as diferencgas na abundancia de microparticulas entre os trés locais de amos-
tragem (PPC, CPA e TMC), foi adotada uma abordagem estatistica baseada na verificacdo dos

pressupostos e na sele¢ao do teste adequado.
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Inicialmente, procedeu-se a analise da normalidade dos dados através do teste de Sha-
piro-Wilk, aplicado individualmente a cada grupo, que é amplamente utilizado para verificar
se os dados seguem uma distribuicdo normal, sendo particularmente eficaz para amostras pe-
quenas e médias (Shapiro & Wilk, 1965). Caso o valor de p seja inferior a 0,05, rejeita-se a
hipotese de normalidade. Em seguida, foi realizado o teste de homogeneidade de variancias
de Levene, que avalia se as variancias dos grupos séo homogéneas, requisito fundamental para
a aplicagdo de testes paramétricos como a ANOVA. Caso o valor de p seja inferior a 0,05, as
variancias nao sao homogéneas, nao sendo entdo possivel aplicar a ANOVA (Levene, 1960).
Isto acontece uma vez que a ANOVA paramétrica ndo pode ser utilizada em dados normal-
mente distribuidos nem em casos onde existem variancias homogéneas entre os grupos (Bar-
ros & Reis, 2003). Para contornar estas limitaces, opta-se por um teste ndo paramétrico, o
Kruskal-Wallis, adequado para comparar trés ou mais grupos independentes sem assumir nor-
malidade. Este teste avalia se existem diferengas significativas entre as medianas dos grupos
(Kruskal & Wallis, 1952). Contudo, o teste de Kruskal-Wallis ndo identifica quais grupos diferem
entre si, sendo necessario realizar testes post-hoc. Para isso, foram aplicados testes de Mann-
Whitney U (também conhecidos como Wilcoxon rank-sum), que comparam dois grupos inde-
pendentes e sdo apropriados para dados ndo paramétricos (Mann & Whitney, 1947).

As comparacOes foram realizadas entre todos os pares possiveis (PPC vs CPA, PPC vs
TMC e CPA vs TMC). Para controlar o risco de erro tipo | associado a multiplas comparacdes,
foi utilizada a corregao de Bonferroni, ajustando o nivel de significancia pela formula acorrigido =
a/k, onde k representa o niumero de comparac¢des. Com trés grupos, existem trés pares, resul-
tando num nivel de significancia corrigido de aproximadamente 0,0167. Assim, apenas valores
de p inferiores a este limiar foram considerados estatisticamente significativos (Dunn, 1961;
Bonferroni, 1936).

Além das comparagdes entre locais, foram também analisadas separadamente as amos-
tras de agua e de mexilhdes, de modo a avaliar a consisténcia dos padrdes de abundancia de
MPs entre compartimentos ambientais e biologicos.

Nao obstante, de forma a determinar a existéncia de uma relacdao entre os parametros
biométricos dos mexilhdes (comprimento da concha, largura e peso hiumido) e a carga de
microparticulas acumulada por individuo, foram realizadas analises de correlacao. A normali-
dade das variaveis foi previamente avaliada através do teste de Shapiro-Wilk. Caso as amostras
sejam normais pode aplicar-se a correlagdo de Pearson, em caso contrario, a correlacdo de

Spearman é a adequada para dados ndo parameétricos e relagdes potencialmente monotdnicas.
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As correlagdes foram calculadas tanto para o conjunto total de individuos como separada-
mente para cada local de amostragem (PPC, CPA e TMC). Para cada analise foram determina-
dos o coeficiente de correlagao (p) e o respetivo valor de p, permitindo avaliar de forma robusta
a existéncia de associacdes entre a biometria dos organismos e o niUmero de microparticulas
registado.

Todas as analises foram realizadas com recurso ao software RStudio (versdao v4.4.1, R
Core Team, 2024), que oferece um ambiente robusto e reprodutivel para analises estatisticas
(Shimizu & Ferreira, 2023). Utilizaram-se fun¢des especificas para cada teste, nomeadamente
as fungdes shapiro.test(), leveneTest(), kruskal.test(), wilcox.test() e p.adjust(method = "bonfer-
roni"). Esta abordagem assegurou a execucao rigorosa dos testes e a reprodutibilidade dos

resultados.
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3 RESULTADOS

3.1 Amostras de mexilhao

3.1.1 Parametros biométricos

Registaram-se os parametros biométricos de 22 individuos para cada local de amos-
tragem (Tabela 3.1). TMC foi o local onde se observaram os mexilhdes com maiores dimensoes,
com comprimento médio da concha de 5,13 + 0,66 cm, largura média da concha de 3,00 +
0,39 cm e peso himido médio de 3,32 + 1,55 g. No CPA, observaram-se os organismos com
as menores dimensdes, exibindo comprimento médio da concha de 4,65 + 0,31 cm, largura
média da concha de 2,40 = 0,21 cm e peso humido de 2,22 + 0,60 g. No PPC, observaram-se
mexilhdes com dimensdes médias entre esses extremos, registando-se comprimento médio
da concha de 4,83 + 0,48 cm, largura média da concha de 2,80 + 0,25 cm e peso humido de
2,92 + 0,80 g. Essas variagdes biométricas sdo fundamentais para compreender diferengas na
capacidade de filtragdo e acumulagdo de microparticulas, uma vez que individuos maiores e
mais pesados tendem a filtrar volumes de agua mais elevados.

Tabela 3.1 - Parametros biométricos das amostras de Mytilus Galloprovinvialis para cada local (nimero de indivi-

duos e Média * Desvio padréo).

Local de Comprimento da concha Largura da concha
amostragem n’ (cm) (cm) Peso himido (g)
TMC 22 5,13 £ 0,66 3,00 £ 0,39 3,321,655
CPA 22 4,65+0,31 2,4+0,21 2,22 +0,60
PPC 22 4,83+0,48 2,8+0,25 2,92 +£0,80

2NUmero de Individuos; ® Média + Desvio Padrdo

3.1.2 Microparticulas

As microparticulas detetadas foram categorizadas em trés grupos morfologicos: fibras,
filamentos e fragmento. As figuras 3.1, 3.2 e 3.3 corresponde a exemplos representativos de

cada tipo de microparticula.
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Figura 3.2 - Filamento azul.

Figura 3.3 - Fibra azul.
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3.1.2.1 Abundancia de Microparticulas

Apos analise da totalidade das amostras de Mytilus galloprovincialis, verificou-se a pre-
sencga de microparticulas em 100% dos individuos analisados. Para estimar a abundancia média
de microparticulas por grama de peso humido (MPs/g), contabilizou-se o nimero de micro-
particulas registado em cada individuo e dividiu-se pelo peso humido.

Com base nestes valores, calculou-se a média por local de amostragem. Para estimar a
abundancia média de microparticulas por individuo somou-se a totalidade de microparticulas
registadas por local de amostragem e dividiu-se pelo nimero de individuos (n=22).

Esta analise revelou diferengas entre os trés locais estudados. Pela figura 3.4 e Tabela 3.2,
no TMC registou-se 4,94 + 3,92 MPs/g, correspondendo ao local com abundancias inferiores,
seguido do CPA onde se observou 9,15 + 5,95 MPs/g. O local com maiores valores registados
foi o PPC, com 14,55 + 9,84 MPs/g. Este padrao crescente, do TMC ao PPC, indica ndo sé um
acréscimo na média de microparticulas acumuladas por grama de individuo, como também
um aumento na variabilidade entre individuos, observado especialmente em PPC.

Para as amostras de controlo, registou-se uma média de 4,73 + 1,95 MPs/ge 13,8 + 5,9

MPs/filtro.

Mexilhao
30,00
25,00
20,00

15,00

MPs/g

10,00

0,00
TMC CPA PPC
Local de amostragem

Figura 3.4 - Concentragdo média de MP por peso himido de mexilhdes recolhidos em TMC, CPA e PPC.

Aquando da analise da média de microparticulas por individuo (Tabela 3.2), é possivel
observar também o mesmo padrdo. No TMC registaram-se valores de 12,59 + 5,75 MPs/ind (n

= 22), no CPA de 18,09 + 8,48 MPs/ind (n = 22) e no PPC de 37,86 + 20,06 MPs/ind (n = 22).
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Tabela 3.2 - Microparticulas por grama de peso humido de individuo e por individuo

Local de

amostragem MPs/g MPs/ind
TMC 22 4,95+ 3,92 12,59 £5,75
CPA 22 9,15 £ 5,95 18,09 + 8,48
PPC 22 14,55 +£9,84 37,86 = 20,06

Para avaliar diferencas espaciais na abundancia de microparticulas entre os locais de
amostragem (TMC, CPA e PPC), procedeu-se a analise estatistica das concentracdes de MPs/g
registadas nos mexilhdes. Como os dados ndo cumpriam os pressupostos de normalidade nem
de homogeneidade de variancias (Shapiro-Wilk, p < 0,05; Levene, p < 0,05), recorreu-se ao
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, que evidenciou diferencas significativas entre os trés
locais (H = 22,58; p < 0,001). As comparacdes pos-hoc (Mann-Whitney U com corregdo de
Bonferroni) revelaram diferencas significativas entre PPC e TMC (p < 0,001) e entre TMC e CPA
(p = 0,0036), enquanto a diferenca entre PPC e CPA apresentou significancia marginal (p =
0,063).

De forma a avaliar se as caracteristicas biométricas dos mexilhdes influenciavam a
quantidade de microparticulas acumulada por individuo, foi realizada uma analise de correla-
¢ao entre o comprimento, a largura, o peso humido e o nimero total de microparticulas re-
gistadas em cada organismo. Como as variaveis ndo apresentaram distribuicdo normal (Sha-
piro-Wilk, p < 0,05), aplicou-se o coeficiente de correlagdo de Spearman. Os resultados nao
evidenciaram qualquer correlacao significativa, quer na analise global dos dados (p entre -0,08
e -0,02; p > 0,50), quer quando os locais de amostragem foram analisados separadamente (p
> 0,29 em todos os casos). Assim, ndo foi detetada associacao entre as variaveis biométricas
avaliadas e o numero de microparticulas acumuladas nos mexilhdes.

Em seguida, para estimar a abundancia média de microparticulas de cada categoria por
amostra de individuo (Tabela 3.3), somou-se o total de particulas de cada categoria em cada
local de amostragem e dividiu-se pelo nimero de mexilhdes (n = 22). No TMC, cada individuo
continha em média 10,55 fibras, 1,36 fragmentos e 0,73 filamentos. No CPA, as médias foram
de 16,45 fibras, 0,55 fragmentos e 1,09 filamentos por individuo. E no PPC, foi onde se observou
a maior carga de MPs, com 23,18 fibras, 11,00 fragmentos e 3,68 filamentos por individuo.
Estes valores evidenciam que, embora as fibras sejam sempre a categoria predominante, ha

um aumento progressivo na média de todas as categorias de MPs desde o TMC até ao PPC.
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Nota-se uma excec¢do para a categoria de fragmentos onde a ordem de crescimento registado
é CPA < TMC < PPC.

Tabela 3.3 - Média de microparticulas por individuo para cada categoria de microparticula (Matriz Mexilhdo).

Local de

amostragem Fibra/ind Fragmento/ind Filamento/ind
TMC 22 10,55 1,36 0,73
CPA 22 16,45 0,55 1,09
PPC 22 23,18 11,00 3,68

3.1.22 Abundancia de Microparticulas: forma, tamanho e cor

Em todas as amostras analisadas para cada local, foram identificadas as trés categorias
de microparticulas (fibra, fragmento ou filamento). A Figura 3.5 ilustra a distribuicdo percentual
de cada categoria nos trés pontos de amostragem (TMC, CPA e PPC). No TMC, as fibras cor-
responderam a ~ 84 % do total de microparticulas registadas, seguidas pelos fragmentos (~11
%) e pelos filamentos (~5 %). Em CPA, as fibras foram ainda mais dominantes (91 %), sendo
que fragmentos e filamentos representaram apenas 3 % e 6 %, respetivamente. J& no PPC,
observou-se 61 % de fibras, 29 % de fragmentos e 10 % de filamentos, evidenciando uma

maior proporcao das categorias de fragmentos e filamentos neste local.
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Figura 3.5 - Percentagens de fibras, fragmentos e filamentos por local de amostragem (Matriz Mexilh&o).

Na matriz mexilhdes, de forma geral, registaram-se microparticulas desde os 22,97 um
até aos 5000 um. No grafico da Figura 3.6 é possivel observar os comprimentos médios e
respetivos desvios-padrao registados por categoria de microparticula, para cada local de
amostragem. As fibras apresentaram sistematicamente os maiores comprimentos médios, com
1029,3 + 702,4 um no TMC, 1004,5 + 724,0 um no CPA e 1031,8 + 728,7 um no PPC. Os fila-
mentos exibiram valores intermédios, de 821,3 + 432,8 um (TMC), 1002,2 + 651,3 um (CPA) e
537,6 £ 674,9 um (PPC). Ja os fragmentos corresponderam as microparticulas de menor di-
mensao, com 157,8 + 87,0 um (TMCQ), 148,5 = 114,5 ym (CPA) e 165,1 = 201,1 um (PPQ).
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Os resultados demonstram uma tendéncia consistente para fibras mais longas e frag-
mentos mais curtos, enquanto os filamentos apresentam maior variabilidade entre locais. Des-

taca-se o PPC, onde os filamentos registaram o menor comprimento médio (537,6 um) e ele-

vada dispersao (DP=674,9 uym).
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Figura 3.6 - Comprimento médio (um) por tipo morfolégico e por local de amostragem (Matriz: Mexilhdo).

Pela Figura 3.7, no TMC, as fibras eram na sua maioria transparentes (~75%), com cerca
de ~14% de azuis e pequenas propor¢des de pretas (~ 3%), vermelhas (~3%), brancas, casta-
nhas e verdes (1-3 % cada). Ja os fragmentos em TMC foram dominados por microparticulas
pretas (~63%), seguidos pelas azuis (~17%), vermelhas (~10%) e menores percentagens de
verdes, rosas e cinzentos (~3 % cada). Quanto aos filamentos, aproximadamente 75% eram

transparentes, ~13% pretos, e os restantes vermelho e azul, representaram ~ 6% cada.
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Figura 3.7 - Percentagens das cores identificadas para cada tipo de microparticula, no TMC (Matriz Mexilh&o).

Na Figura 3.8, observa-se que em CPA, as fibras também foram maioritariamente trans-
parentes (~86 %), com apenas ~6 % de azuis e ~4% preto, apresentando baixas percentagens
de vermelhas, amarelas, verdes, castanhos, rosas e roxas (~1 %). Nos fragmentos, 42% eram
pretos, 25 % verdes, 17 % vermelhos e 17 % azuis. Por fim, entre os filamentos em CPA, cerca

de 54 % eram transparentes, 21 % pretos, 17 % azuis e 8 % vermelhos.
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Figura 3.8 - Percentagem de microparticulas por cor e tipo morfolégico no TMC (Matriz: Mexilh&o).

Para o PPC (Figura 3.9), as fibras mantiveram-se, novamente, maioritariamente transpa-
rentes (~77 %), sequidas por azuis (~14 %), pretas (~ 5 %), vermelhas (~ 2 %) e castanhas (~ 1

%). Os fragmentos em PPC foram quase exclusivamente pretos (~82 %), com quantidades
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menores de azuis (~10 %), verdes (~7 %) e vermelhos e transparentes (< 1 % cada). Entre os
filamentos, 26 % eram transparentes e 56 % azuis, com 6 % pretos, 5 % vermelhos, 4 % verdes

e amarelos, rosas e roxos (~ 1 % cada).
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Figura 3.9 - Percentagem de microparticulas por cor e tipo morfolégico no PPC (Matriz Mexilhao).

3.2 Amostras da coluna de agua

3.2.1 Microparticulas

Novamente, agora para as amostras de arrastos horizontais da coluna de agua, caracte-
rizaram-se as microparticulas, desta vez, em quatro grupos morfologicos distintos (fibras, frag-
mentos, filamentos e novelos). A Figura 3.10 corresponde a um exemplo representativo dos

"novelos".
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750 pm

Figura 3.10 - Exemplo de um novelo de cor azul, encontrado nas amostras de adgua.

3.2.1.1 Abundancia de microparticulas: forma, tamanho e cor

Apds analisar a totalidade dos filtros das amostras dos arrastos horizontais, notou-se a
presenca de microparticula, novamente, em 100% dos arrastos realizados e consequentemente
em todos os filtros visualizados. Para estimar a abundancia média de microparticulas por litro
de agua do mar filtrada por arrasto horizontal, foi necessario calcular o volume filtrado em
cada arrasto utilizando as rotagdes do fluxémetro, a area percorrida no arrasto e a area da
rede. Na visualizacdo dos filtros em laboratorio, devido a elevada densidade de particulas em
cada filtro dividiu-se cada filtro em quadrantes e contabilizou-se o nimero de particulas pre-
sentes em apenas um dos quadrantes. Em seguida, para obter o valor total de microparticulas
(estimado) em cada filtro, multiplicou-se o valor contabilizado por quatro. Por fim, calculou-se
a média e desvio padrdo por local de amostragem. Assim, foi possivel obter valores médios de
microparticulas por litro de agua do mar filtrada em arrasto horizontal, bem como os seus
desvios padrao.

Nas amostras de controlo para a matriz agua, registou-se uma média de 3,8 + 0,8
MPs/filtro.

Na Figura 3.11, observam-se, para cada local de amostragem, as concentracdes médias

de microparticulas por litro de agua do mar filtrada (MPs/L) nos arrastos horizontais.
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Registaram-se variagdes significativas entre os trés locais analisados observando-se valores de
0,068 + 0,022 MPs/L em TMC, de 0,016 + 0,004 MPs/L em CPA e de 0,083 + 0,076 MPs/L em
PPC. Estes valores demonstram que, apesar de se registar a presenca de microparticulas em
todos os locais de amostragem, existem diferencas expressivas na sua abundancia média, re-
fletindo provavelmente a influéncia de fatores locais, nomeadamente o tipo de atividade por-

tuaria e o grau de confinamento hidrodinamico.
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Figura 3.11 - Densidade média de microparticulas por local de amostragem (amostras da coluna de agua).

O valor mais elevado foi registado no PPC, com uma média de 0,083 MPs/L, mas tam-
bém com o maior desvio padrado (+ 0,076), o que indica uma alta variabilidade entre as amos-
tras recolhidas neste local. O TMC apresentou a segunda maior média (0,068 + 0,022 MPs/L),
com menor dispersao dos dados, sugerindo uma contaminagao relativamente consistente ao
longo das amostras recolhidas neste local. Ja o CPA, considerado uma zona adjacente ao porto
e com menor influéncia direta de atividade industrial ou comercial intensa, apresentou a menor
concentragdo média de microparticulas (0,016 + 0,004 MPs/L).

Para avaliar possiveis diferengas espaciais na abundancia de microparticulas entre os trés
locais de amostragem na matriz agua (MPs/L), aplicou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, uma vez que as distribuicdes ndo cumpriam o pressuposto de normalidade e o tamanho
amostral por local era reduzido (n = 3). O teste revelou diferencas globais significativas entre

os locais (H = 6,20; p = 0,045). No entanto, os testes pds-hoc de Mann-Whitney U, com
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correcao de Bonferroni, ndo mostraram diferencas significativas entre pares de locais (p >
0,0167 em todas as comparacdes), sugerindo que, embora exista uma tendéncia espacial na
abundancia de MPs/L, o nUmero reduzido de réplicas limita a capacidade de discriminar dife-
rencas estatisticas robustas entre locais.

Para cada local de amostragem, avaliou-se ainda a existéncia de diferencas entre as con-
centracOes de microplasticos presentes no ambiente (matriz agua) e aquelas acumuladas nos
organismos (matriz mexilhao). Em todos os casos, as distribui¢cdes nao apresentaram normali-
dade (Shapiro-Wilk, p < 0,05), pelo que se aplicou o teste de Mann-Whitney U. As comparagoes
PPC_MEX vs PPC_AGU, CPA_MEX vs CPA_AGU e TMC_MEX vs TMC_AGU revelaram diferencas
estatisticamente significativas entre as matrizes (U = 66.0; p < 0.001 para todos os locais),
demonstrando que os mexilhdes apresentaram concentracdes de microplasticos significativa-
mente superiores aos microplasticos detetados na agua dos respetivos locais. Este padrdo,
consistente nos trés pontos de amostragem, reforca o papel de Mytilus galloprovincialis como
integrador da contaminacao local, acumulando ao longo do tempo os microplasticos disponi-

veis na coluna de agua.

3.2.1.2 Caracteristicas das Microparticulas

Registaram-se microparticulas das categorias fibras, fragmentos e filamentos em todas
as amostras analisadas para cada local. Ja os novelos, apesar de presentes, representaram per-
centagens muito inferiores as restantes.

Pela Tabela 3.4, a analise da percentagem de cada tipo de microparticula por arrasto

horizontal revelou padrdes distintos entre os diferentes locais de amostragem.

Tabela 3.4 - Percentagem do tipo de microparticula registada por arrasto e por local de amostragem

% Tipo de microparticulas por local de amostragem

Amostras % Fibras % Filamentos % Fragmentos % Novelos % Total
H1 18,71 14,84 66,45 0,00 100
TMC H2 12,62 16,42 8,83 9,11 78,23 73,83 0,32 0,64 100 100
H3 17,98 3,79 76,66 1,58 100
H1 92,59 0,00 5,56 1,85 100
CPA H2 76,39 79,14 2,78 1,23 20,83 18,40 0,00 1,23 100 100
H3 64,86 0,00 32,43 2,70 100
H1 37,50 11,88 50,63 0,00 100
PPC H2 44,81 4554 23,39 19,69 31,63 34,65 0,16 0,11 100 100
H3 57,75 12,68 29,58 0,00 100

40



No TMC, observou-se uma clara predominancia de fragmentos em todos os arrastos
realizados, com percentagens que variaram entre 66% e 78% do total de microparticulas re-
gistadas. As fibras surgiram como o segundo tipo mais comum, variando entre 12% e 18%,
seguidas pelos filamentos, com valores entre 4% e 15%. Os novelos, por sua vez, estiveram
praticamente ausentes neste local, com ocorréncia pontual apenas em dois arrastos.

No local CPA, as fibras destacaram-se de forma evidente como o tipo dominante, repre-
sentando entre 65% e 93% do total de microparticulas nos trés arrastos. Os fragmentos, em
segundo lugar, demonstram maior expressao no arrasto H3, onde atingiram cerca de 32% das
microparticulas registadas. Os filamentos foram praticamente inexistentes, tendo sido regista-
dos apenas em um dos arrastos (< 3%), e os novelos observaram-se unicamente nos arrastos
H1 e H3, em percentagens muito reduzidas.

Ja no PPC, a distribuicdo entre os diferentes tipos de microparticulas revelou-se mais
equilibrada. As fibras mantiveram-se como o tipo mais frequente, variando entre ~ 38 % e ~
58 %. Os fragmentos também apresentaram uma presenca significativa, com percentagens de
~24 % a ~51 %. Os filamentos revelaram-se com alguma importancia relativa neste local, es-
pecialmente no arrasto H2, onde representaram cerca de 23% do total. Quanto aos novelos,
apenas foram identificados em um dos arrastos, com ocorréncia minima.

Relativamente a percentagem total por local de amostragem (graficos da Figura 3.12), o
TMC evidenciou uma dominancia muito clara de fragmentos, que representaram cerca de 74%
do total de microparticulas, sendo seguidos por fibras (16%) e filamentos (9%), enquanto os
novelos ndo atingiram 1% de ocorréncia. No CPA, a situagdo foi inversa, com as fibras a cons-
tituirem aproximadamente 79% do total de microparticulas, seguidas pelos fragmentos com
cerca de 18%. Os filamentos e novelos foram residuais. O PPC destacou-se por apresentar uma
distribuicdo mais heterogénea, com fibras a representarem cerca de 46% das microparticulas,
fragmentos cerca de 35%, e filamentos cerca de 20%. Os novelos, tal como nos outros locais,

representaram uma fragdo muito pequena do total identificado.
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Figura 3.12 - Percentagens de fibras, fragmentos, filamentos e novelos, para cada local de amostragem

Na matriz dgua, de forma geral, registaram-se microparticulas com comprimentos desde
0s 52,49 pm até aos 5000 um. No grafico da Figura 3.13 é possivel observar os comprimentos
médios e respetivos desvios padrdo registados por categoria de microparticula (fibras, frag-
mentos, filamentos e novelos), para cada local de amostragem (TMC, CPA e PPC). As fibras
apresentaram sistematicamente os maiores comprimentos médios, com 2095,5 + 388,24 um
no TMC, 1931,8 + 1018,41 um no CPA e 1518,6 + 1514,02 um no PPC. Os filamentos exibiram
valores intermédios, de 728,2 + 893,86 um (TMCQ), 784,2 + 1506,35 um (CPA) e 1793,6 + 1256,67
pum (PPC), mas com elevada variacdo entre locais. Ja os fragmentos corresponderam as micro-
particulas de menor dimensdo, com 433,5 + 1293,34 uym no TMC, 694,2 + 1496,93 pm no CPA
e 652,3 + 1546,42 um no PPC. Por sua vez, os novelos registaram valores médios de 1178,3 +
859,34 um no TMC, 483,5 + 1504,81 um no CPA e 761,2 + 1447,14 um no PPC.

Nesta matriz, mantém-se o padrao de fibras mais longas e fragmentos mais curtos, em-
bora os novelos apresentem comprimentos proximos dos filamentos, refletindo a
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complexidade desta morfologia, sugerindo maior heterogeneidade das fontes e processos de
degradacao. Nota-se uma elevada variabilidade em quase todas as categorias, com desvios
padrao frequentemente proximos ou superiores as médias, indicando distribuicdes assimétri-
cas e a presenca de valores extremos.

Os fragmentos foram uma categoria particularmente instavel, com desvios padrao muito
superiores as médias em todos os pontos de amostragem, o que indica forte heterogeneidade
nesta categoria. Nos novelos, destacou-se o CPA, apresentando o menor comprimento médio
(483,5 um) mas um dos maiores desvios padrao (1504,81 um), sugerindo elevada dispersao de
tamanhos nesta morfologia. Ja nos filamentos, observou-se no PPC o maior comprimento mé-
dio (1793,6 um) e uma dispersao igualmente acentuada (DP=1256,67 uym), contrastando com
os valores mais baixos registados no TMC e CPA. Esta variabilidade transversal demonstra que,
para além das tendéncias gerais, cada local apresenta caracteristicas proprias de fontes e pro-

cessos de degradacao, refletindo a complexidade da dinamica de microparticulas no porto de

Sines.
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Figura 3.13 - Comprimento médio das microparticulas por tipologia por local de amostragem (Matriz dgua)

Em TMC (Figura 3.14), a analise da coloracao das microparticulas revela que a cor preta
tem uma predominancia clara em todas as categorias morfoldgicas, com especial destaque

nos fragmentos (72%) e novelos (aproximadamente 60%). Também os filamentos apresentam
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uma forte representacdo de microparticulas pretas, representando mais de metade das obser-
vagoes nessa categoria.

As fibras foram a Unica categoria onde a cor preta ndo se destacou com grande discre-
pancia das restantes cores, tendo a cor azul praticamente a mesma percentagem que a preta
(~32%). A cor transparente também demonstrou expressdo relevante entre as fibras, atingindo
cerca de 18%. As cores menos representadas nas diferentes categorias incluem o vermelho,

verde, castanho, roxo, rosa, laranja e amarelo, que surgem em percentagens muito reduzidas

e dispersas.
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Figura 3.14 - Percentagens das cores identificadas por tipo de microparticula, no TMC (Matriz agua).

Em CPA, pela Figura 3.15, as fibras foram dominadas pelas cores azul (cerca de 42%) e
preta (~28%), seguidas pela cor vermelha (~10%). Cores como verde, castanho, roxo, rosa e
branco também foram identificadas, mas em propor¢des muito reduzidas (todas inferiores a
5%). Nos filamentos, registaram-se apenas duas cores: azul e vermelho, ambas com 50%. Ja os
fragmentos apresentaram uma distribuicdo de cores mais equilibrada, com percentagens
significativas de azul e preto (~33% cada) e verde (~17%). Registaram-se ainda 6,7% de frag-
mentos transparentes, e 3,3% cada, de branco, rosa e castanho. No caso dos novelos, regista-

ram-se apenas azul e preto, com igual frequéncia.
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% de cor por tipo de MP (CPA)
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Figura 3.15 - Percentagens das cores identificadas para cada tipo de microparticula, no CPA (Matriz 4gua).

No ponto de amostragem PPC, a andlise cromatica das microparticulas revelou uma di-
versidade consideravel de cores, com padrdes distintos entre os diferentes tipos morfoldgicos
(Figura 3.16). Nas fibras destacaram-se com predominancia as cores azul (cerca de 48%) e
transparente (~27%), seguidas a alguma distancia pela cor preta (~10%), vermelha (~6%) e
branco, verde, castanho, laranja e roxo (< 3% cada). Nos filamentos, a notou-se uma distribui-
¢ao mais equilibrada entre o azul (~36%) e o transparente (~42%), com pequenas representa-
¢Oes de outras cores como preto (~7%), vermelho (4,5%), verde (~3%), laranja (~3%), roxo e
branco (< 3% cada). Os fragmentos apresentaram uma forte incidéncia da cor preta, represen-
tando mais de metade do total desta categoria (~51%). As restantes cores representam per-
centagens inferiores distribuidas por: cerca de 13% azul; 7,6% amarelo; 7% branco; 6,7% ver-
melho; 6,7% verde; e 4,5% transparente. Nos novelos, verificou-se uma exclusividade cromatica

marcada: 100% das microparticulas apresentaram coloracao preta.
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Figura 3.16 - Percentagens de cores identificadas para cada tipo de microparticula, no PPC (Matriz dgua).

3.3 Analise FT-IR

A caracterizacdo das particulas isoladas por espectroscopia de FT-IR permitiu confirmar
a presenca de diferentes tipos de polimeros nas amostras recolhidas no Porto de Sines. Nem
todas as amostras isoladas para analise FT-IR foram possiveis de testar uma vez que apresen-
tavam tamanhos reduzidos, mais indicados para analise de uFT-IR, equipamento ao qual nao
se teve acesso para efeitos desta dissertacdo. Por este motivo, todas as microparticulas anali-
sadas pertenciam a amostras da matriz agua, a exce¢do de quatro microparticulas pertencentes
a amostras de mexilhao.

A andlise qualitativa e quantitativa dos espectros obtidos encontra-se representada na

Figura 3.17, onde se apresenta a distribuicao percentual dos polimeros identificados.
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% de polimeros analisados em FT-IR
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Figura 3.17 - Percentagem para cada tipo de polimero validado por FT-IR.

Verificou-se que o polipropileno (PP) foi o polimero mais abundante, representando
30,6% das microparticulas analisadas. O polietileno de alta densidade (PEAD) constituiu o se-
gundo grupo mais representativo (22,2%), seguido pelo polietileno de baixa densidade (PEBD),
com 12,5%. A soma das diferentes formas de polietileno (PEAD, PEBD, PE ndo especificado,
cera de polietileno e derivados oxidados) representa mais de cerca de 50% do total, o que
confirma a predominancia deste polimero em ecossistemas costeiros. O poliestireno surgiu em
5,6% dos casos, enquanto a variante expandida (EPS) representou 2,8%. O tereftalato de poli-
etileno (PET) e a resina de poliamida surgiram em proporcdes residuais (1,4% cada).

E de salientar ainda que 5,6% das microparticulas isoladas e analisadas foram classifica-
das como nao serem de plastico, incluindo materiais de origem natural (e.g., quitina ou fibras
de viscose) ou classificaram-se com baixa fiabilidade de atribuicdo espectral, o que evidencia
as limitacdes inerentes a analise de microparticulas muito pequenas ou degradadas.

Abaixo esta uma amostra dos espetros de transmitancia obtidos na analise FT-IR (Figuras
3.18, 3.19, 3.20 e 3.217).
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Figura 3.18 - Espetro de transmitancia de confirmacdo do polimero Polietileno, alta densidade.
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Figura 3.19 - Espetro de transmitancia de confirmagdo do polimero Polietileno, baixa densidade.
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Figura 3.20 - Espetro de transmitancia de confirmacgéo do polimero Polipropileno.
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4 DISCUSSAO

4.1 Sintese dos resultados principais

Este estudo confirmou a presenca generalizada de microplasticos no Porto de Sines, com
detecdo de particulas suspeitas de serem plastico em 100% dos individuos de Mytilus gallopro-
vincialis e em todas as amostras de agua da coluna superficial. A abundancia média de MPs/g
nos mexilhdes mostrou diferencas espaciais claras e estatisticamente significativas entre os trés
locais (Kruskal-Wallis, H=22,58; p < 0,001). O PPC apresentou os maiores valores (~14,55
MPs/qg), seguido do CPA (~9,15 MPs/g) e do TMC (~4,94 MPs/qg), padrdo também visivel na
abundancia por individuo. Os testes post hoc revelaram diferencas significativas entre PPC-
TMC e CPA-TMC, e uma diferenca marginal entre PPC-CPA, confirmando o gradiente espacial
observado.

Na coluna de agua, verificaram-se igualmente diferencas espaciais, com valores médios
mais elevados no PPC (0,083 + 0,076 MPs/L), valores intermédios no TMC (0,068 + 0,022
MPs/L) e valores mais baixos no CPA (0,016 + 0,004 MPs/L). O teste global de Kruskal-Wallis
indicou diferencas entre locais (H=6,20; p =0,045), embora as comparacdes par-a-par nao te-
nham alcancado significancia apds correcdo de Bonferroni, devido ao reduzido ndmero de
réplicas (n = 3). Assim, estes padroes devem ser interpretados sobretudo como tendéncias
descritivas.

A comparagdo entre matrizes (mexilhdo vs agua) demonstrou diferencas significativas
em todos os locais (Mann-Whitney U = 66,0; p < 0,001), evidenciando que M. galloprovincialis
acumula MPs em niveis muito superiores aqueles registados na coluna de agua, comporta-
mento tipico de organismos filtradores.

Estes padrbes espaciais estdao em sintonia com estudos prévios que associam a abun-
dancia de MPs a intensidade das atividades antropogénicas portuarias e industriais (por exem-
plo: Alomar et al, 2025; Pequeno et al, 2021 e Preston-Whyte et a/, 2021). Em suma, locais
com maior pressao humana apresentaram cargas de MPs nitidamente superiores (Barboza et
al, 2020; Provenza et al, 2022; Li et al, 2023), confirmando tendéncias gerais reportadas na

literatura.
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4.2 Interpretacdo espacial da contaminagao

A distribuicao espacial dos microplasticos reflete a conjugacao entre uso antropogénico,
hidrodinamica e caracteristicas geomorfoldgicas. O PPC, localizado numa baia confinada com
intensa atividade piscatoria, apresentou sistematicamente as maiores concentra¢des tanto na
matriz mexilhdes como na matriz 4gua. A maior variabilidade entre amostras de agua obser-
vada neste local (DP = 0,076 MPs/L) sugere a presenca de multiplas fontes de contaminacao
atuando em simultaneo, desde equipamentos de pesca (e.g. fragmentos de redes, cabos e
linhas) até residuos urbanos e industriais associados a proximidade da cidade e instalagdes
portudrias, compativeis com a literatura sobre zonas de elevada utilizagdo portuaria (Preston-
Whyte et a/, 2021; Dereszewska et a/, 2023). Adicionalmente, o formato de "baia" do PPC
favorece a acumulagéo local de microparticulas, uma vez que a circulagdo de adgua é limitada,
dificultando a dispersdo dos contaminantes.

Em contraste, o TMC, onde ocorre movimentacao de granéis sélidos e liquidos, por ser
um local mais exposto e com forte renovacao hidrica apresentou niveis mais baixos e homo-
géneos. Isto sugere que a maior circulagdo de agua dilui a concentracdo de microparticulas,
fendbmeno documentado noutros ambientes portuarios abertos (Gatidou et a/, 2019).

O CPA, apesar de mais distante da zona portuaria intensa e de se situar em mar aberto,
nao esta isenta de contaminacao proveniente do Porto através da deriva litoral dominante
(norte — sul), uma vez que exibiu valores intermédios, consistentes com a sua posicao relativa
e possivel influéncia difusa da ETAL, alinhando com padrdes descritos em estudos de areas
costeiras adjacentes a descargas urbanas ou industriais (Faure et al, 2012; Eriksen et al, 2013).

Tratamentos de agua, mesmo que eficientes, podem nao reter completamente micro-
particulas, pelo que efluentes industriais ou de lastro tratados podem constituir fontes difusas
de poluigdo de microplasticos (Talvitie et al, 2017; Lusher et al, 2017). Esta observagado esta de
acordo com estudos que identificam efluentes urbanos e industriais, bem como descargas de
lastro de navios, como fontes relevantes de MPs em zonas portuarias. Estudos europeus re-
portaram concentragdes significativamente elevadas de MPs proximo de emissarios de esta-
¢Oes de tratamento de aguas residuais e junto a terminais portuarios com atividade intensa
(Gatidou et al, 2019; Bayo et a/, 2022; Constant et a/, 2020; Galgani et a/, 2018). Em Portugal,
Antunes et al. (2018) e Sobral (2014) documentaram cargas elevadas de plasticos em praias
nas imediagdes de zonas industriais e portuarias, corroborando que a influéncia de descargas
antropogénicas se reflete na poluicdo por microplasticos local. Assim, a distribuicdo espacial

de MPs em Sines evidenciou-se fortemente condicionada pelo grau de confinamento
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hidrodinamico e pela proximidade de fontes de poluigdo: areas confinadas ou proximas de
descargas apresentaram contaminacdo acrescida, ao passo que areas mais abertas e afastadas
de fontes diretas mostraram menor acumulagdo de microparticulas.

Assim, os resultados demonstram que a contaminacdo por microplasticos em Sines é
espacialmente heterogénea e amplamente determinada pelas pressdes antropogénicas e hi-
drodinamicas locais, coerente com o observado noutras zonas portuarias (Hidalgo-Ruz et al,
2012; Galgani et a/, 2018).

4.3 Tipologia e morfologia dos microplasticos

Os padrbes morfoldgicos observados nos mexilhdes foram consistentes com os resulta-
dos de abundancia e com as atividades desenvolvidas em cada local. As fibras foram o tipo
dominante em PPC, TMC e CPA (61,2%, 83,8% e 91%, respetivamente), indicando fontes urba-
nas e difusas, como fibras téxteis de origem doméstica e industrial (provenientes de efluentes
urbanos, nomeadamente de descargas de aguas residuais com fibras de roupas) e fios sintéti-
cos resultantes do desgaste de cordas e redes nauticas. Esta tendéncia é amplamente docu-
mentada na literatura (Browne et a/, 2011; Suaria et a/, 2020; Barrows et a/, 2018).

No PPC, contudo, observou-se uma reducao relativa das fibras (61%) e um aumento ex-
pressivo de fragmentos (29,1%) e filamentos (9,7%). Esta diferenca estd em total concordancia
com as caracteristicas do PPC, onde existem atividades piscatérias que geram filamentos atra-
vés do desgaste de linhas, cabos e redes, e atividades portuarias/industriais que promovem a
libertacao de fragmentos resultantes da fragmentacdo de plasticos rigidos. Este padrao é co-
erente com estudos que descrevem aumento de filamentos e fragmentos em portos e marinas
com forte atividade nautica e piscatoria (Nath et a/, 2023; Zhang et al, 2021).

Assim, o PPC mostra uma assinatura morfoldgica complexa que sugere contribuigdes
simultaneas de fontes maritimas (filamentos) e fontes industriais/urbanas (fragmentos), en-
quanto TMC e CPA refletem predominantemente fontes difusas (fibras).

A caracterizacdo cromatica das microparticulas reforcou a diversidade de origens das
particulas encontradas. Observou-se que as fibras, eram predominantemente transparentes ou
azuladas, enquanto os fragmentos se registaram sobretudo na cor preta ou verde e os fila-
mentos apresentaram uma variedade de tons. Este padrdo cromatico é consistente com fontes
distintas: as fibras transparentes e azuis apontam para fibras téxteis sintéticas (por exemplo,
fibras de poliéster presentes em vestuario ou fragmentos de cabos e cordas nauticas

52



frequentemente fabricados em azul), enquanto os fragmentos pretos e verdes sugerem a frag-
mentacao de plasticos pigmentados, como componentes industriais ou agricolas (e.g., peda-
cos de embalagens, filmes de plastico ou aparas de materiais de construcdo e tubagens) e
possivelmente também residuos de pintura ou borracha (as microparticulas pretas podem ad-
vir de tintas navais ou desgaste de pneus em areas portuarias). Os filamentos multicoloridos
encontrados poderdo estar associados a filamentos de redes de pesca (que incluem fios de
diversas cores) e a revestimentos poliméricos que se destacam em tiras finas. Importa salientar
que padrdes semelhantes de distribuicao de cores e tipos de MPs foram descritos em outros
portos e marinas, tanto no Mediterraneo como no Atlantico. Bayo et a/. (2022), Lewandowska-
Czarnecka et al. (2023) e Provenza et al. (2021) reportaram, em contextos portuarios distintos,
a predominancia de fibras azuis/transltcidas e de fragmentos escuros, muito em linha com o
verificado em Sines. Desta forma, a composicdo morfoldgica e cromatica dos microplasticos
em Sines € coerente com a literatura, apontando para uma combinacao de fontes urbanas
(fibras téxteis) e fontes maritimas/industriais (fragmentos de plasticos degradados, aparas de
equipamentos e residuos de pesca) a influenciar o espectro de particulas presentes em cada

local.

4.4 Composicao polimérica (FT-IR)

A caracterizagao dos MPs através de espectroscopia FT-IR permitiu identificar os polime-
ros constituintes das particulas recolhidas, fornecendo informacgdo qualitativa e quantitativa
sobre a composicao dos MPs. Esta andlise espectroscopica obtida pelo FT-IR indica que os
polimeros predominantes foram os poliolefinicos de baixa densidade. O polipropileno (PP) foi
o polimero individual mais abundante (~30,6%), seguido pelo polietileno encontrado em dife-
rentes formas (PE de alta e baixa densidade, cera de PE e fragmentos oxidativos), ultrapassando
50% do total de MPs confirmados. Considerando PP e PE em conjunto, estes representaram
cerca de 80% dos MPs analisados em FT-IR evidenciando a forte presenca de materiais asso-
ciados a embalagens descartaveis, produtos de cordoaria (cabos, redes) e artefactos de pesca,
itens de uso massivo que frequentemente acabam fragmentados no ambiente marinho. Em
menor propor¢ao surgiram polimeros como o poliestireno (PS, incluindo esferovite) com
~8,4%, e vestigios de poli(tereftalato de etileno) (PET), poliamidas e poliuretano, cada um con-
tribuindo com menos de 2%.

Estudos realizados em ambientes portuarios no Mediterraneo e no Atlantico relataram
uma presenca dominante de PE e PP nos microplasticos ambientais, confirmando assim, o
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mesmo perfil polimérico aqui registado (Klein et al, 2015; Peng et al, 2017; Provenza et al,
2021). Peng et al. (2017) verificou no Atlantico Norte subtropical uma grande representacao
de PE e PP entre as varias microparticulas. Provenza et al. (2021) reportou tendéncias similares
em portos mediterranicos e atribui a presenca destes materiais ao largo uso desses polimeros
em bens de consumo e atividades maritimas. Os dois polimeros, PE e PP, sdo os mais produ-
zidos globalmente e encontram-se em produtos plasticos de vida curta, tais como sacos, em-
balagens e cordas, representando materiais menos densos que a dgua do mar, que tendem a
flutuar ou permanecer em suspensao, o que os torna disponiveis para incorporagdo por orga-
nismos filtradores como os mexilhdes.

Nem todas as particulas isoladas e analisadas foram classificadas como plasticas. Cerca
de 5,6% das particulas encontradas foram identificadas como ndo sendo polimeros sintéticos,
incluindo provavelmente fibras de origem natural como celulose de tecidos de algodao ou
fibras de viscose, ou particulas cuja perfil espectral ndo permitiu atribuicao fiavel a um polimero
de plastico. Estes resultados sublinham a importancia da validacao quimica (FT-IR) apds a tri-
agem visual, reduzindo sobrestimativas de contaminagao por evitar que se contabilizem fibras
naturais (Que podem ter origem atmosférica ou em biofouling) como se fossem microplasticos.
Em trabalhos anteriores também foi observado que uma fracao das particulas recolhidas pode
ser organica ou mineral (Frias et al, 2014), reforcando que a utilizagdo de técnicas analiticas é
crucial para garantir a fidelidade dos resultados.

No presente estudo, a combinacdo da andlise visual microscépica com a confirmagao
por FT-IR deu maior robustez aos dados apresentados, permitindo afirmar com confianga que
os polimeros predominantes em Sines pertencem a familia do polietileno e polipropileno. Esta
composicao reflete a ampla utilizagdo e posterior dispersao destes materiais no ambiente ma-
rinho, corroborando a hipotese de que as atividades antropogénicas locais (pesca, lazer, tra-
fego maritimo, industria) contribuem diretamente para a introdugdo desses microplasticos no

ecossistema portuario.

4.5 Relagdo com parametros biométricos

Para avaliar a existéncia de uma relacdo entre as caracteristicas morfoldgicas dos mexi-
Ihdes e a carga de microplasticos acumulada, foram conduzidas correlagdes de Spearman entre
o comprimento, largura e peso humido e o niUmero total de microparticulas por individuo, uma
vez que as amostras ndao seguiam uma distribuicdo normal. Ndo se verificou qualquer
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correlacao significativa, quer na analise global (p entre -0,08 e -0.02; p > 0.50), quer quando
os locais foram analisados separadamente (p > 0.29 em todos os casos). Estes resultados de-
monstram que a acumulacao de microplasticos nao esta correlacionada com o tamanho dos
mexilhdes, mas sim com as condi¢des ambientais locais, nomeadamente a disponibilidade de
particulas na coluna de agua. Tal comportamento esta de acordo com estudos anteriores
(Phuong et al, 2018; Rist et al, 2019), que igualmente nao identificaram relagdo entre biometria

e ingestdo de microplasticos em bivalves filtradores.

4.6 Microplasticos na coluna de agua

Concretamente, as amostras de agua no PPC apresentaram em média 0,083 + 0,076
MPs/L, valor cerca de 5 vezes superior ao observado no CPA (0,016 + 0,004 MPs/L), enquanto
o TMC exibiu 0,068 + 0,022 MPs/L. As concentracdes de MPs na coluna de agua refletiram o
mesmo ordenamento espacial observado nos mexilhdes. Embora o teste de Kruskal-Wallis te-
nha indicado diferencas globais entre locais, a auséncia de significancia nos testes par-a-par
apos a corregao de Bonferroni indica que estas diferencas devem ser interpretadas com cau-
tela, devido ao limitado numero de réplicas (n=3).

A comparacao direta entre matrizes revelou-se mais conclusiva: os mexilhdes apresen-
taram concentracdes significativamente superiores as registadas na agua em todos os locais
(p < 0.001). Amplamente descrito na literatura, este comportamento reflete a capacidade de
os bivalves filtradores integrarem a exposicao ao longo do tempo (De Witte et a/, 2014; Li et
al, 2016; Mao et al, 2020). Assim, as cargas internas observadas constituem uma medida mais
estavel e ecologicamente relevante da poluicao local.

Esta analise confirma que as areas de atividade antropogénica intensa e confinamento
geografico detém uma maior carga de microplasticos em suspensdo. Note-se que a maior
variabilidade (desvio-padrao mais elevado) encontrada no PPC sugere que a concentragdo de
MPs na agua é variavel, possivelmente em resposta a descargas esporadicas ou eventos pon-
tuais (e.g., limpeza de redes, operacdes portuarias especificas ou aportes descontinuos de eflu-
entes). Por sua vez, os valores do TMC, embora mais altos que os do CPA, tiveram menor
dispersao, indicando uma contaminagao relativamente consistente ao longo do tempo, tendo
um influxo mais regular, mas mitigado pela renovacao das aguas no terminal. O CPA apresen-

tou as concentragdes absolutas mais baixas e também pouco variaveis, possivelmente por se
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encontrar em mar aberto e afastado de fontes diretas, ainda que receba contribuigdes da ETAL
e do porto.

Importa destacar que locais com mais particulas na agua tendem a ter mexilhées com
maior carga, o que indica que M. galloprovincialis reflete efetivamente as condi¢cdes do meio,
reforcando a sua utilizacdo como bioindicador ambiental, como observado no capitulo 4.5 que
enfatiza a falta de correlacao entre os parametros biométricos e a bioacumulagdo de MPs. Esta
ligacdo é apoiada por diversos estudos que compararam concentragdes de MPs em dgua e em
bivalves filtradores. Li et a/ (2016), Mao et al. (2020) e Phuong et a/. (2020) verificaram uma
relagdo direta entre a quantidade de microplasticos na agua e os quantificados em mexilhdes
e outras espécies. Isto indica que, as diferencas registadas entre locais em Sines refletem a
disponibilidade ambiental de particulas, confirmando a hipdtese que os mexilhdes atuam
como integradores da poluicdo local, acumulando ao longo do tempo as particulas presentes
na coluna de agua no local onde vivem.

No que respeita as fontes potenciais de MPs na agua, as evidéncias apontam para um
contributo importante das descargas de aguas residuais urbanas e de lastro associadas as ati-
vidades portuarias. Browne et al. (2011) demonstrou o papel das descargas domésticas (e.g.,
efluentes com fibras téxteis) na poluicdo marinha, enquanto Sun et a/. (2019) e Talvitie et al.
(2017) relataram que mesmo apos tratamento, as estagdes de aguas residuais e as descargas
de navios revelaram libertar microplasticos. Galgani et a/. (2018) também enfatizaram a contri-
buicdo de fontes portuarias e industriais para as cargas de MPs em aguas costeiras. Os pre-
sentes resultados validam as tendéncias identificadas na literatura: o PPC, com forte atividade
de pesca e sujeito a entradas de residuos urbanos (aguas pluviais e esgotos pluviais néo trata-
dos), maritimos (aguas de lastro) e de utilizagcdo para lazer (inserido na Baia da Praia Vasco da
Gama), exibiu a maior grau de contaminacao; ja o CPA, mais exposto ao oceano mas influen-
ciado por uma fonte localizada (ETAL), mostrou contaminacao limitada; e o TMC, com atividade
industrial mas troca de agua eficiente, apresenta-se numa situacdo intermédia de contaminha-
¢ao. Em sintese, a coluna de agua portuaria em Sines espelha a distribuicdo e a intensidade
das fontes de poluicao por microplasticos, o que por sua vez se refletiu na contaminacao dos

organismos filtradores residentes.
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4.7 Limitagdes do estudo e recomendagdes

Este estudo, apesar do planeamento e dos resultados obtidos, apresenta algumas limi-
tagdes que importa enunciar. Em primeiro lugar, a amostragem foi restrita ao periodo de in-
verno, ndo sendo possivel avaliar a variabilidade sazonal na contaminacdo por microplasticos,
que pode ser significativa. A precipitacdo intensa no inverno e outono pode aumentar o trans-
porte de detritos para a costa, enquanto no verdo uma maior atividade turistica e nautica pode
introduzir outros padrdes de poluicao. Assim sendo, os dados do presente estudo representam
apenas um instante sazonal que podera diferir noutras épocas. Em segundo lugar, a metodo-
logia utilizada: triagem visual seguida de FT-IR; que privilegiou particulas na faixa micrométrica
visivel, podendo subestimar a presenga de particulas mais pequenas (<400 um) ou nanomé-
tricas (<100 um) devido a limitacdes de dete¢do. Assim, a carga total de polimeros microscé-
picos pode ter sido subavaliada, uma vez que particulas de menores dimensdes ndo foram
possivel de serem submetidas a uFT-IR, e as nanoparticulas de plastico ndo foram quantifica-
das. Em terceiro lugar, apesar dos cuidados tomados para evitar contaminagdes externas,
como uso de amostras de controlo de ar (filtros em branco) e procedimentos de limpeza, a
contaminagao de fundo por fibras atmosféricas e outras particulas permanece um desafio. O
facto de terem sido detetadas algumas fibras nos filtros de controlo (n < 25) evidencia que ha
sempre um grau de deposicao aérea que pode enviesar os resultados, mesmo aplicando as
boas praticas de laboratério. Embora tenham sido controlados, a sua existéncia ilustra a difi-
culdade em quantificar MPs ambientais com absoluta certeza, requerendo precaucao na inter-
pretacdo de valores muito baixos.

Tendo em conta estas limitagdes, recomenda-se que trabalhos futuros aprofundem as
questdes em aberto e complementem as abordagens aqui usadas contribuindo para um en-
tendimento mais holistico do problema dos microplasticos no ambiente marinho portuario.
Em particular, sugere-se:

1. Realizagdo de campanhas de amostragem sazonais, de modo a abranger dife-
rentes estagdes do ano e capturar possiveis variagdes temporais na abundancia
e tipologia de MPs (por exemplo, comparando periodos humidos vs. secos, ou
épocas de maior atividade turistica vs. menor).

2. Inclusdo de sedimentos como matriz ambiental adicional, dado que uma fracédo
significativa dos microplasticos tende a depositar-se no fundo (especialmente

particulas mais densas ou apos bioincrustacao).
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3. Utilizagdo de técnicas analiticas de maior resolucao para detecdo de nanoplas-
ticos, tais como microscopia Raman e espectrometria de massa apos pirdlise,
para identificar e quantificar particulas de tamanho inferior as particulas obser-

vadas pelo FT-IR utilizado neste estudo.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo fornece uma caracterizagao abrangente da contaminacao por micro-
plasticos no Porto de Sines, revelando um sistema costeiro sob influéncia de atividades portu-
arias, piscatérias e urbanas. A detecdo de microparticulas em 100% das amostras de Mytilus
galloprovincialis e da coluna de agua confirma que a presencga de microplasticos constitui uma
pressdo ambiental persistente neste ecossistema. A abundancia significativamente inferior de
MPs nos mexilhdes do TMC, em comparagdo com CPA e PPC, reflete diretamente o esperado
com base na intensidade das atividades humanas e a hidrodinamica local.

A assinatura morfologica e polimérica das particulas reforca esta leitura espacial. Locais
menos perturbados, como TMC e CPA, apresentaram forte predominancia de fibras, tipicas de
fontes difusas urbanas, enquanto o PPC revelou maior diversidade, incluindo fragmentos e
filamentos compativeis com desgaste de redes, cordoaria nautica e plasticos rigidos de uso
industrial. A predominancia de poliolefinas (PP e PE), identificadas por FT-IR, é consistente com
a utilizacao destas matérias-primas em embalagens, equipamentos portuarios e artes de pesca,
ilustrando a ligagao direta entre as atividades do porto e o perfil de microplasticos observados.

A comparacao entre matrizes demonstrou que M. galloprovincialis acumula quantidades
de MPs significativamente superiores as encontradas na agua, reforcando o seu papel como
bioindicador eficaz. A auséncia de correlagdo entre biometria e carga de MPs indica que a
acumulacao é determinada pelo contexto ambiental e ndo por caracteristicas individuais, o que
fortalece a fiabilidade desta espécie para monitorizacdo ambiental. A coluna de agua exibiu
tendéncias espaciais semelhantes as registadas nos mexilhdes, embora a capacidade estatistica
para discriminar diferengas entre locais tenha sido limitada pelo reduzido nimero de réplicas.

No seu conjunto, estes resultados evidenciam que a distribuicdo de microplasticos em
Sines resulta da interacdo entre fontes antropogénicas especificas e dinamicas fisico-oceanicas
locais. A contaminacao é mais intensa em areas de confinamento hidrodinamico e elevada
atividade humana, demonstrando a necessidade de estratégias direcionadas de mitigagédo e
monitorizacdo continua em zonas portuarias.

Este trabalho contribui para a compreensao da dinamica dos microplasticos em ambien-
tes costeiros complexos e destaca a importancia de integrar multiplas matrizes (organismos,
agua e sedimentos) para avaliar de forma rigorosa a pressdo antropogénica e os riscos ecolo-

gicos associados. A persisténcia destes contaminantes sublinha a urgéncia de abordagens de
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gestdo que reduzam a sua introducdo e promovam uma utilizacdo mais sustentavel de mate-

riais plasticos em sistemas portuarios.
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