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resumo

Microplasticos, compartimento atmosférico, ar interior e exterior, matéria
particulada, fibras sintéticas e naturais.

A presente dissertacéo teve como objetivo avaliar o contetido em microplasticos
na matéria particulada com um diametro aerodindmico equivalente inferior a 10
pum (PM1o) em suspensado no ar ambiente interior e exterior de uma residéncia
localizada no concelho de Aveiro. Com esse intuito, foram adaptadas ou
elaboradas diversas metodologias, as quais envolveram a tentativa de digestao
quimica de fibras naturais e matéria orgénica, aplicagdo de corantes e a cria¢do
de um método chave de identificacdo visual, que permitiu a distin¢éo entre fibras
naturais e sintéticas.

A eficiéncia de digestdo de acordo com a perda de peso, revelou que o
tratamento com H202+Fe foi considerado o mais eficaz na degradacgéo das fibras
de linho (9,1%) e algod&o (4,8%), enquanto que o tratamento com KOH foi o
mais eficiente na degradacéo da 1a (31,6%), sob um tempo de incubacéo de 1h
a 50°C. Os filtros de quartzo, igualmente testados, revelaram resisténcia a
aplicacéo destes protocolos.

A analise quantitativa de fibras e fragmentos presentes nas amostras coletadas
realizou-se por meio de microscopia oOtica, com base numa chave de
identificacdo criada previamente. Esta analise foi realizada antes e apés a
aplicacdo de um protocolo de digestdo organica em combinacdo com um
processo de separa¢cdo de microplasticos por densidade. Ambas as andlises
permitiram  verificar uma elevada presenca de fibras sintéticas,
comparativamente as naturais. Apés a aplicacdo do protocolo, ocorreu a
eliminacdo das fibras naturais, devido a possivel sedimentacdo das mesmas
durante o processo de separacao por densidade.

Por ultimo, foi aplicado um corante, o Nile Red (0,01 mg.ml?), a todas as
amostras, para posterior observacao sob radiacédo UV (470 e 254 nm), de modo
a que os fragmentos plasticos, quando presentes, fossem detetados e
contabilizados, tanto manualmente como através de um programa informatico,
o0 MP-VAT. Em ambos os casos deparou-se com uma maior quantidade de
fragmentos na amostra referente ao meio interior. Ao contrario do expectavel, a
amostra de branco revelou a presenca de elevadas quantidades de fibras e
fragmentos, o que se traduz, & partida, num elevado indice de contaminagéo
laboratorial ou na possivel libertacdo de fibras do proprio filtro de quartzo.

Adicionalmente, foram realizados trés testes com o intuito de averiguar a
possibilidade de contaminacao dos filtros e das soluc¢des utilizadas no decorrer
dos ultimos procedimentos efetuados, pelo que apenas se observou a presenga
de fibras contaminantes nas soluc¢des de H202 e Nal.

Como concluséo, o presente trabalho fornece um contributo para uma melhor
compreensdo e aumento do conhecimento do cenario atual da presenca dos
microplasticos no compartimento atmosférico, podendo servir de ferramenta
para estudos futuros que abordem a mesma temaética.
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The aim of this dissertation was to evaluate the microplastic content of
suspended particulate matter with an aerodynamic equivalent diameter less than
10 pm (PMa1o) in indoor and outdoor air, from a residence located in the Aveiro
county. For this purpose, several methodologies were adapted or elaborated,
which involved the attempt of natural fibers and organic matter chemical
digestion, the application of staining dyes and a creation of a key for visual
identification, to distinguish between synthetic and natural fibers.

The efficiency of digestion according to weight loss (%), showed that H2O2+Fe
treatment was considered the most effective to remove flax (9,1%) and cotton
(4,8%), while KOH treatment presented higher digestion efficiencies for wool
(31,6%), under 1h incubation period at 50°C. Quartz filters who were also tested
revealed resistance to these protocols.

The quantitative analysis of fibers and fragments presented in the collected
samples was carried out using an optical microscopy, based on the pre-created
identification key. This analysis was performed before and after the application
of an organic digestion protocol in combination with a microplastic density
separation process. According to both analyzes there was a higher presence of
synthetic fibers in comparison to the natural ones. After the protocol application,
natural fibers were removed, due to their possible sedimentation during the
density separation process.

Finally, Nile Red dye (0,01 mg.ml') was applied to all samples for further
observation under UV radiation (470 and 254 nm), in order to detect and quantify
plastic fragments manually and through an informatic program, the MP-VAT. In
both cases, a larger number of fragments were found in indoor sample. Contrary
to the expected, the blank sample revealed a vast presence of fibers and
fragments, probably due to the laboratory contamination or the release of fibers
from the quartz filter itself.

Additionally, three tests were carried out in order to investigate the possibility of
filters and solutions contamination during the last protocols applied, which
revealed the presence of contaminating fibers in H20O2 and Nal solutions.

As a conclusion, the present work provides a contribution to a better
understanding and increases knowledge of the current scenario on the presence
of microplastics in the atmospheric compartment and may serve as a tool for
future studies approaching the same theme.
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Exposi¢do humana a microplésticos por inalacdo de ar ambiente.

1. Introducao

1.1.Enquadramento

Segundo a World Health Organization (WHO), a poluicao atmosférica pode ser definida
como a contaminacdo do ar interior e exterior, por uma diversidade de gases e particulas,
que acabam por adulterar as suas caracteristicas naturais [1]. Aproximadamente 91% da
populacdo mundial reside em regides em que a contaminacao do ar excede os limites tidos
como aceitaveis [2]. Esta forma de poluicdo podera ser responsavel por um conjunto de
doencas, incluindo o cancro do pulmdo e diversas patologias respiratorias e cardiacas,
resultando num total de 4,2 milhdes de mortes anuais [2].

Enquadrada nesta forma de polui¢do encontra-se a matéria particulada (PM), a qual
apresenta uma composicdo quimica muito diversificada e onde se encontram inseridos 0s
microplésticos [3]. O interesse pelos efeitos dos microplasticos na satde publica cresceu de
um modo muito significativo nos Gltimos anos, em particular porque se percebeu que havia
um risco de ocorréncia dos fenémenos de translocacédo, bioacumulacdo e acumulacéo trofica,
por meio da ingestdo de organismos contaminados, ou através da inalacdo, quando o0s
microplasticos estdo presentes na atmosfera [4].

Conhecem-se numerosos estudos que demonstram a presenca de microplasticos no
ambiente aquéatico e exploram 0s seus impactes nos seres vivos [5-7]. Todavia, 0
conhecimento atual no que se refere aos efeitos na salde humana resultantes da inalacdo de
microplasticos é ainda muito limitado [4]. E de referir, no entanto, que existem diversos
estudos que reportam a inalacdo de fibras plasticas, particularmente em ambiente laboral, ou
a presenca destas fibras no p6 depositado em ambientes domésticos [8-10]. A maior parte
dos microplasticos presentes em ambiente aquatico, cerca de 80%, tem origem no
compartimento continental, do qual s&o transportados por intermédio do vento [11].

Com o intuito de compreender mais corretamente os efeitos decorrentes da inalacdo dos
microplasticos é necessario ter em considera¢do um grupo de fatores, tais como, presumiveis
fontes que estejam na génese desses microplasticos, as dimensdes, concentracfes e a
composicao quimica por eles apresentada [3]. Dependendo do desempenho destes elementos
e da suscetibilidade do individuo em questdo, estas particulas podem acabar por atingir a

regido pulmonar, provocando uma diversidade de respostas inflamatorias [3]. Pensa-se que
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a maior parte dos microplasticos libertados para atmosfera seja constituida por fibras
sintéticas, com origem em pecas de vestuario ou em determinados produtos de mobiliério
domeéstico, como é o caso das carpetes e cortinas [12]. Depreende-se que as concentracdes
sdo superiores em meio urbano e em espacos interiores, devido a elevada densidade
populacional e a possibilidade de existéncia de um maior nimero de fontes, aliado a presenca
de menores mecanismos de disperséo do ar [8, 12].

Tendo em conta 0 panorama descrito anteriormente, esta é considerada uma tematica
emergente, que carece urgentemente de ser mais aprofundada, especialmente o ramo
atmosférico, que devido a extrema complexidade e dificuldade de obtencdo de resultados

plausiveis é alvo de poucos estudos.

1.2.0bjetivos

Esta dissertacdo teve como objetivo principal a elaboracdo de um protocolo experimental
que possibilite a detecdo e quantificacdo de microplasticos nas particulas em suspensdo no
compartimento atmosférico.

Em relacdo aos objetivos especificos pretendeu-se:

Recolher amostras de matéria particulada, em simultaneo, no ar ambiente

interior e exterior de uma residéncia;

e Desenvolver um método destinado a eliminar as particulas ndo sintéticas ou

que permita diferenciar estas das naturais, presentes nas amostras recolhidas;

e Quantificar fisicamente as fibras sintéticas e os fragmentos de microplasticos

presentes nas amostras, a partir do método desenvolvido;

e Determinar as concentracdes de microplasticos nos ambientes interior e

exterior.
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1.3.Estrutura da dissertacao

A presente dissertacdo encontra-se dividida em 5 capitulos e 4 anexos.

No capitulo 1 é apresentada uma visao geral do tema proposto, elucidando qual a sua
relevancia, sdo definidos os objetivos principais e € apresentada a ordem pela qual a
dissertacéo se encontra estruturada.

No capitulo 2 é realizado o enquadramento tedrico, é feita uma reviséo da literatura
existente sobre os microplasticos nos mais diversos ecossistemas, sao descritos sucintamente
outros trabalhos de investigacdo previamente realizados no dominio atmosférico e que
serviram de orientacdo para o estudo aqui apresentado e, por Ultimo, sdo explorados alguns
efeitos possiveis dos microplasticos a nivel da satde publica.

O capitulo 3 é dedicado ao procedimento experimental utilizado neste estudo. O local de
amostragem é caracterizado, assim como o método e o equipamento de recolha de matéria
particulada utilizados. Posteriormente, séo explicados todos os protocolos adaptados e
elaborados para que fosse possivel a quantificacdo fisica dos microplasticos presentes nas
amostras recolhidas.

No capitulo 4, sdo apresentados os resultados do tratamento de dados com origem nas
analises efetuadas ao material recolhido na atmosfera.

Por altimo, no capitulo 5, sdo apresentadas as conclusoes retiradas do estudo e séo tecidas
algumas consideracdes finais a adotar em trabalhos futuros no mesmo ambito.

No final do documento, sdo apresentadas as referéncias bibliogréficas, exibindo-se em

anexo alguma informacdo complementar sobre o trabalho realizado.
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2. Revisao da Literatura

2.1.Matéria particulada (PMz,5e PMio)

De acordo com a World Health Organization (WHO), a matéria particulada (PM),
vulgarmente designada de aerossol atmosférico, pode ser definida como um conjunto de
particulas sélidas ou liquidas em suspensdo, dispersas no ar atmosférico, cuja gama de
dimens0es € bastante variavel [13]. Esta mistura de particulas pode incluir fumos, poeiras,
polen, cinzas, esporos, nevoeiros, sprays, entre outros materiais [14]. Os microplasticos,
também podem estar inseridos numa fracdo da matéria particulada, contudo, atualmente, esta
presenca ainda é desconhecida, assim como as respetivas concentragdes atmosféricas [3].

Certas caracteristicas da matéria particulada, como a sua composi¢do quimica, 0 seu
tamanho, assim como determinadas propriedades biologicas e fisicas, divergem consoante
as condicOes meteoroldgicas e a localidade em circunstancia [15]. Devido a diversidade de
formas geomeétricas, tamanhos e densidades que as particulas podem adquirir € frequente a
utilizacdo do diametro aerodindmico equivalente (AED), de modo a que as caracteristicas
fisicas possam ser mensuradas [16,17]. O AED pode ser definido como o diametro de uma
particula hipotética esférica com densidade igual a 1 g/cm® que apresente a mesma
velocidade de sedimentacéo da particula em anélise na atmosfera [18].

As particulas cujo diametro aerodindmico seja inferior a 2,5 um denominam-se
usualmente por finas- PM25 (<2,5 um), enquanto que as que possuem um tamanho superior
a este valor inserem-se na categoria de particulas grosseiras (2,5 a 10 um). Deste modo, as
particulas do tipo PM1o incluem as finas e as grosseiras (<10 um). Por sua vez, na fracao fina
das particulas em suspensdo distingue-se ainda outra fracdo, correspondente as particulas de
tamanho inferior a 0,1 um, e que séo apelidadas de ultrafinas- PMo,1 (<0,1 pm) [19].

A emissdo de material particulado para a atmosfera provém de uma grande variedade de
fontes, classificadas em dois grupos distintos, as naturais e as antropogénicas [20]. No que
concerne as fontes naturais, resultantes da prépria dindmica do ambiente, podem ser
referidos os fogos florestais, a atividade vulcanica, tempestades de areia, “spray marinho”,
gréos de polen, entre outros [21]. As fontes antropogenicas por sua vez, resultam da agéo
humana sobre 0 ambiente, estando relacionadas com certas atividades como os transportes,

a industria, a queima de combustiveis em meio habitacional, etc. [22]. Este Gltimo grupo de
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fontes, quando presente em meio urbano, é responsavel pela emissdo de elevadas
quantidades de material particulado para a atmosfera, devido a elevada densidade
populacional que é prépria destes meios [23].

Estas particulas podem ser ainda caracterizadas como primérias ou secundarias,
atendendo aos mecanismos de formagao pelos quais tiveram origem, dependendo do tipo de
emissdo, das condi¢Bes quimicas e/ou meteorologicas vivenciadas na atmosfera [14]. As
particulas primarias sdo emitidas diretamente para a atmosfera (antropogénica ou natural),
na forma liquida ou sélida, sem qualquer tipo de modificacdo em termos de conteddo
quimico. Em oposicdo, o material particulado apelidado de secundario, constitui a fracdo do
aerossol gerada na atmosfera, mediante uma sequéncia de rea¢fes quimicas [24]. Estas
particulas sdo formadas através do processo de conversdo gas-particula, caracterizado pela
transicdo entre a fase gasosa e particulada. Este inclui a formacéo de particulas novas através
de diversos fendmenos como a nucleagédo, coagulagdo e condensacao [25].

As particulas finas apresentam normalmente tempos de residéncia atmosféricos maiores
guando comparadas com as grosseiras, uma vez que Se costumam depositar menos
rapidamente, ficando suspensas durante um tempo superior, podendo ser transportadas para
localidades longinquas do seu lugar de origem [26].

Certos fatores meteoroldgicos, como a velocidade do vento, a temperatura do ar e do
solo, a precipitacdo e a humidade do solo influenciam a forma como as particulas sofrem o
fenémeno da dispersdo. A precipitacdo é um processo que afeta e remove as particulas
maiores que 2,5 um da atmosfera, ajudando a deposicdo das mesmas. O vento, por sua vez,
transporta os poluentes através do processo de adveccdo, sendo que velocidades maiores
correspondem a uma melhor diluicdo e dispersdo dos poluentes. O aumento da temperatura
provoca 0 aumento da atividade quimica dos compostos gasosos na atmosfera e a
consequente geracdo de compostos secundarios, levando ao aumento da concentracdo das
PM [3,27].

Associado a inalacdo destas particulas, consideradas um dos poluentes com implicagdes
mais significativas em termos de salde publica, encontra-se uma pandplia de riscos que
dependem de diversos parametros, tais como, o formato, a dimensdo, a densidade, a
capacidade de reacdo e, por ultimo, o local em que se depositam no sistema respiratorio. E
importante mencionar que quanto menor for o tamanho da particula, maior seré a penetragéo

no sistema respiratorio e piores serdo as consequéncias para a saude humana [19].
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As particulas pertencentes a fracdo fina mais a grosseira (PMao), consideradas como
inalaveis, sdo de grande preocupacdo pois ndo conseguem ser retidas pelos mecanismos
naturais de defesa encontrados no sistema respiratorio superior. Estas depositam-se
normalmente na regido bronquial, nariz e laringe, causando irritagdes a nivel destas
cavidades [28].

Segundo a United States Environmental Protection Agency (EPA), as particulas
pertencentes a fragdo fina (PM2;s) sdo aquelas cujas consequéncias em termos de salde
publica sdo as mais nefastas, uma vez que conseguem penetrar no interior da regiao
pulmonar, depositando-se nos bronquiolos e alvéolos pulmonares, podendo inclusive passar
para o sistema circulatorio [21]. A exposic¢do a longo prazo as PM.s pode levar a ocorréncia
de certos problemas, como paragens e insuficiéncias cardiacas, lesdes pulmonares, arritmia
e em Ultima instancia a morte [29].

As particulas ultrafinas (PMo,1) sdo particularmente perigosas para a salide humana,
porque sao suficientemente pequenas para conseguirem penetrar nas membranas
respiratorias e entrar na corrente sanguinea, ou ainda serem guiadas pelos nervos olfatorios
até a regido cerebral [30].

O meétodo utilizado como referéncia na amostragem das PM é o gravimétrico, em que
um certo volume de ar atmosférico é “sugado” através de um filtro pré-pesado, onde as
particulas ficam retidas, sendo este posteriormente pesado para que a massa de PM presente
nesse mesmo volume possa ser calculada [31].

Relativamente ao enquadramento legal, foram impostos valores limite por diversas
entidades com o intuito de controlar a emissdo de poluentes para a atmosfera, entre eles as
PM, de forma a assegurar a protecdo dos ecossistemas e da satde humana.

Em termos da legislacdo a nivel da Unido Europeia (UE), pode ser referida a
Diretiva 2008/50/CE, de 21 de Maio de 2008, que estabelece o valor limite, anual e diério,
relativo a concentracdo das PMzo, e unicamente o valor de exposicao a curto-prazo (média
de 24 horas) para as PM2s [32,33]. A WHO disponibilizou os valores limite ao pablico no
documento Air Quality Guidelines (AQGs), em 2006, sendo estes mais restritos em
comparacdo com os estipulados pela UE [32], [34]. A Environmental Protection Agency
(EPA), dos Estados Unidos da Ameérica, por sua vez, na década de 90 apresentou no
documento National Ambient Air Quality Standards (NAAQSs) os valores limite anuais e

diarios para um conjunto de poluentes, entre eles a matéria particulada, sendo que em 2006
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alguns destes valores foram modificados [35,36]. Este regulamento encontra-se dividido em
dois tipos de “standards” de qualidade. O “primary standard” refere-se a protecdo da salde
publica, o que inclui a populacdo mais sensivel, enquanto que o “secondary standard”
salvaguarda o bem-estar publico e ainda a protecdo dos animais, plantacdes, vegetacdo e
conservacao dos edificios [37]. O Canadian Council of Ministers of the Environment
(CCME) também se encarregou de fixar limites da qualidade do ar, exclusivamente para as
PM2 s, através do desenvolvimento do Canadian Ambient Air Quality Standards (CAAQS),
onde sdo encontrados valores-limite para 0 ano de 2015, 2020, 2025, respetivamente [38,39].
Na tabela 1 encontra-se resumida a informacao relativa aos valores limite das PM exigidos
pelas diferentes entidades relatadas anteriormente.

Tabela 1- Diferentes padrdes de qualidade das PM impostos por entidades distintas.

pv  Valorlimite e WHO EPA  Canadd
(pm/m®)
PMas Diario - 25 350 27
' Anual 25 10 15! 8,8
PMio Diério 50 50 1501 -
Anual 40 20 - -

[1] Valor limite diario das PM2s correspondente ao “primary and secondary standard”.

[2] Valor limite anual das PMz2s correspondente ao “secondary standard”.

[3] Valor limite diério das PM1o correspondente ao “primary and secondary standard”.

[4] Valor limite, diario e anual das PMzs correspondente ao ano de 2020, segundo o CAAQS.

2.2.Plasticos e microplasticos

A contaminacao provocada pela producao e utilizacdo excessiva de plastico, assim como
os efeitos deletérios do mesmo na salde humana, sdo considerados uma grande adversidade
que a sociedade enfrenta atualmente e que tem suscitado uma vaga de preocupacéo a nivel
politico, cientifico e do publico em geral [40].

Segundo os ultimos dados disponibilizados pela associacdo Plastic Europe, a producéo
mundial de plastico aumentou drasticamente de 1,7 milhdes de toneladas em 1950, para 348
milhGes de toneladas em 2017 [41,42].

Tendo em conta os beneficios que a sociedade retira desta produgdo e o enorme apetite
pelo seu consumo, este padrdo certamente manter-se-a no futuro. Segundo Rochman et al.
(2013) estima-se que até 2050 este valor atinja os 33 mil milhdes de toneladas [43].
Aproximadamente 10% a 15% dos residuos solidos urbanos (RSU) produzidos nos dias de
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hoje s&o constituidos por plastico, sendo que uma grande parte acaba por ser eliminada, ao
invés de devidamente tratada [44]. De acordo com a base de dados estatistica Pordata, e
consoante o tipo de operacédo de destino final dos RSU processados em Portugal no ano de
2017, sabe-se que 49,6% foram eliminados em aterro, contrastando com o valor aproximado
de residuos submetidos a processos de valorizacdo, como a reciclagem (12,0%), valorizacdo
energeética (20,7%) e valorizagdo organica (17,7%) [45].

O termo universal “plastico” é comummente empregue para designar materiais
compostos por polimeros organicos sintéticos. O processo quimico que da origem a estes
polimeros é designado por polimerizacdo, que pode ser definido como sendo a juncdo de
diferentes monémeros, derivados usualmente dos combustiveis fosseis, como o petrdleo, gas
natural e carvao, entre outros [46].

Genericamente, a maior parte dos polimeros manufaturados séo termoplésticos, o que
significa que estes podem ser reestruturados maltiplas vezes, mediante o aquecimento dos
mesmos. Tal caracteristica, faz com que este tipo de polimeros seja facilmente reciclavel.
Em oposicdo, os termosets sdo constituidos por um grupo de polimeros, que apds a sua
formagéo ndo podem ser remoldados, visto que o reaquecimento provocaria a subsequente
degradacdo do material [47].

Em 1988, foi criado um sistema de classificacdo pela Society of Plastics Industry (SPI),
que tornou possivel a identificacdo e posterior diferenciacdo por parte dos consumidores,
dos diferentes tipos de plasticos por eles utilizados [48]. Na tabela 2, é possivel observar de
forma sucinta, algumas das principais aplica¢des e funcionalidades associadas a cada um dos
polimeros, constituintes desse sistema.

Segundo a associacdo Plastic Europe, em 2016, a procura por tipo de polimero,
posicionou o polipropileno (PP) em primeiro lugar, com 19,3%, seguido do Polietileno (PE),
com 12,3% [49].
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Tabela 2- Diferentes aplicagdes e caracteristicas dos diversos tipos de polimeros plésticos existentes.

Simbolo Descricao Aplicacbes comuns Caracteristicas
Facilmente moldavel
Embalagens de bebidas quando aquecido, de facil
A Polietileno (agua/sumos), fibras téxteis de reciclagem, evita a
c 1‘) Tereftalato embalagens recicladas entrada de oxigénio (O2) e
[PET] aplicadas em pecas de saida de dioxido de
PET vestuario e carpetes. carbono (CO2) em
refrigerantes.
Pacotes de leite, embalagens de
A produtos de limpeza/ bebida/
Polietileno de champd, medicamentos
qu) Alta Densidade | produtos de telecomunicagdes, Versdtil, rigido.
[PEAD] sacos de mercearia, adornos.

PEAD

Aplicado em pecas de
mobiliario apos reciclado.

PaS
OO

Policloreto de

Embalagens de champd, 6leo,
equipamentos médicos, tubos
de canalizacéo, produtos de

Material rigido, alta
resisténcia as condi¢des

Vinilo limpeza, revestimento de do meio onde esta
[PVC] piscinas e de canalizagdes, inserido, obtencdo de
PVC pavimentos, carpetes, produtos flexiveis.
brinquedos.
Garrafas compressiveis, sacos
Q’ Polietileno de de compras/ lixo, carpetes, Impermeavel. flexivel
‘ Baixa Densidade | embalagens compressiveis de P L ’
‘) . o econémico.
[PEBD] alimentos e cosméticos,
PEBD mobilidrio.
Embalagens herméticas para
A alimentos, pacotes de iogurte, Impermedvel. leve
5 Polipropileno garrafas de ketchup, frascos de raﬁ de resisténcia é
L [PP] medicamentos, palhetas, gran
. altas/baixas temperaturas.
PP cabides, pegas para
automoveis, vasos para plantas.
Bandejas, embalagens de ovos,
A _ talheres, caixas de CD,
6 Poliestireno " .
l [PS] eletrodomésticos, brinquedos, Leve
embalagens de uma s6
PS utilizag&o.
A Outro,s tipos de Garrafas de refrigeracéo de
7 plasticos , o , .
L P agua, biberdes de bebé, Diversas
(ex:policarbonato, revestimentos eletronicos
OUTROS acrilico) '

Joana Castro

Fonte: elaborado com base em Banerjee et al. (2014) [50].
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E invulgar os polimeros serem utilizados na sua forma natural, sendo comum o
acréscimo de aditivos, de forma a que o desempenho do produto final possa ser mais
satisfatorio, atraves do melhoramento das caracteristicas intrinsecas ao mesmo. Dentro dos
aditivos existentes, podem ser referidos as cargas inorganicas (como o carbono e a silica,
que fortalecem o material), os plastificantes que asseguram a sua maleabilidade, os
estabilizadores térmicos, retardantes de chama e corantes, entre outros. Alguns destes
aditivos podem ser potencialmente toxicos, provocando efeitos prejudiciais a nivel humano
e ambiental, como € o caso do bisfenol A, que é um disruptor enddcrino, que exerce
toxicidade em concentragdes muito baixas, e que provoca problemas de infertilidade,
puberdade precoce, cancro da mama e da préstata [51,52].

Aliado a este problema, quando os plasticos sdo libertados para o ambiente podem ainda
ficar sujeitos a acumulacdo de poluentes organicos persistentes (POP’s). Estes séo
considerados uma grave ameaca devido a sua elevada persisténcia, capacidade de serem
transportaveis a grandes distancias e pelo facto de serem bioacumulaveis. Os efeitos nefastos
provocados por estes quimicos sdo também notaveis a nivel da satde humana, na medida
em que, estes podem acabar por ser ingeridos e/ou inalados [53].

A presenca dos plasticos na sociedade moderna tornou-se indispensavel, estando inserida
na confecdo de inimeros produtos de utilizacéo diaria, incluindo pecas de vestuario, meios
de transporte, telecomunicacdes, equipamentos médico-cirdrgicos e embalagens de produtos
alimentares e de cuidado pessoal [54]. E de mencionar que a maior parte dessa produc&o,
centra-se na confecdo de embalagens (39,5% da producdo total de plastico), que obviamente
possuem um tempo de vida relativamente curto [55].

Uma das propriedades que tornam a sua utilizacdo tdo imprescindivel é a sua
durabilidade, contudo, esta torna-o uma ameaca ainda maior em termos ambientais, devido
a sua elevada resisténcia a degradacdo e consequente acumulacdo nos compartimentos
ambientais [56]. Existem ainda outras caracteristicas igualmente importantes que o tornam
tdo valorizado, entre elas, o facto de ser um material leve, barato e que atua como isolador
térmico e elétrico [46].

De forma generalizada, o termo “microplastico” ¢ aplicado a particulas ou fragmentos
sintéticos que se encontrem presentes nos diferentes ecossistemas ambientais, responsaveis
por causarem inimeros impactos a nivel ambiental, ecologico e em termos de satde publica
[57].

Joana Castro 11



Exposi¢do humana a microplésticos por inalacdo de ar ambiente.

O aparecimento de por¢des de plastico de pequenas dimenses no compartimento
marinho foi inicialmente reportado na década de 70, primeiramente observadas por
Buchanan (1971) e posteriormente por Carpenter e Smith (1972) [58,59]. Todavia, o termo
etimoldgico utilizado para definir estas particulas foi mencionado primordialmente por Ryan
et al. (1990), na descrigéo de diversos artefactos, de diametro inferior a 20 mm, encontrados
em praias localizadas na Africa do Sul. Uma década ap6s tal ocorréncia, o termo foi utilizado
novamente por Thompson et al. (2004) para descrever particulas sintéticas encontradas em
sedimentos marinhos e estuarinos, na regido de Plymouth, Reino Unido, cujos diametros
rondavam os 20 pum [60,61].

Apesar do termo “microplastico” estar relacionado com uma classificacdo baseada no
seu tamanho, de momento ndo existe um consenso geral sobre quais 0s valores a adotar na
sua identificacdo, variando consoante o estudo e as preferéncias dos autores em questdo. A
inexisténcia da chamada padronizagdo acaba por ser uma adversidade aquando da
comparagao de resultados obtidos entre diferentes estudos, devido a ndo conformidade dos
dados e dos métodos de amostragem utilizados, tornando imprescindivel a criacdo de um
tamanho considerado universal [62].

A dimensdo dos microplasticos foi discutida no primeiro workshop organizado pela
National Oceanic and Atmospheric Admnistration (NOAA), que atribuiu a estas particulas,
um tamanho inferior a 5 mm [63]. Posteriormente, este valor foi empregue noutros estudos,
sendo de destacar a ado¢do do mesmo pelo Joint Group of Experts on the Scientific Aspects
of Marine Environmental Protection (GESAMP,2015) e pelo United Nations Environment
Programme (UNEP,2016). De momento, este é o valor limite utilizado na maior parte dos
estudos realizados [64].

Além da classe dos microplasticos, existem ainda mais trés grupos distintos pertencentes
a familia dos plasticos, qualificados conforme a dimensdo por eles apresentada, sendo que
macroplastico é o nome atribuido a todos os plasticos que possuam um tamanho superior a
5 mm [65]. Adicionalmente, Andrady (2011) sugeriu que fosse ainda adicionado um novo
termo “mesoplastico”, para que pudesse ser possivel fazer a diferenciacdo entre fragmentos
de plasticos visiveis a olho “nu” e aqueles que unicamente conseguem ser examinados com
a utilizacdo de equipamento proprio [53]. Por ultimo, o tamanho apresentado pelos

nanoplasticos ainda ndo € um tema consensual, tendo sido considerado para o estudo em
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questdo a utilizacdo do valor <100 nm, sugerido por Klaine et al. (2012) em referéncia aos

nanomateriais [66].

2.2.1. Classificacdo dos microplasticos quanto a origem

Os microplasticos presentes no ambiente divergem entre si através de um conjunto de
caracteristicas que sdo intrinsecas aos mesmos, em termos da composi¢ao quimica, tamanho,
formato, densidade, e inclusive nas fontes pelos quais tiveram origem. Os microplasticos
encontram-se subdivididos em duas categorias, primarios e secundarios, classificados com
base na sua origem. Em suma, microplasticos primarios é o nome atribuido as particulas
diretamente manufaturadas em tamanho milimétrico ou submilimétrico, enquanto que os
secundarios resultam da fragmentacdo de plasticos de maiores dimensdes, durante a sua
manufaturacdo, uso e manutencdo [64]. De seguida, encontram-se apresentadas as duas
classes mencionadas anteriormente, em formato mais minucioso e aprofundado.

Em relacdo aos microplasticos primarios, estes sdo produzidos com dimensdes
microscopicas para que se possa fazer uso dos mesmos na formulacdo de certos produtos de
cuidado pessoal, cosmética e de limpeza, sendo considerados materiais com caracteristicas
abrasivas [67]. Estes sdo confecionados sob a forma de microesferas, provavelmente a
fisionomia mais abordada e comum de ser encontrada, presentes na constituicdo de
esfoliantes, cremes de méaos, géis de banho e nas pastas de dentes. O polimero mais utilizado
na obtencdo das microesferas é o polietileno (PE). Além da presenca destas microesferas
nestes produtos, também ¢ comum a utilizagdo de plasticos “micro-coloridos” nas pastas de
dentes, para que estas visualmente consigam apresentar um aspeto colorido [68].

Incluidas nos microplasticos primarios também podem ser mencionadas as pellets de
resina, esferas microscéopicas empregues no setor industrial como matéria-prima na confecéao
de certos materiais plasticos. Estas acabam por atingir o ambiente facilmente, devido a
ocorréncia de perdas acidentais, durante o desenrolar dos processos produtivos ou junto aos
portos, em detrimento do transporte maritimo [69].

Por ultimo, outra fonte de poluicdo que pode ser referida é a utilizacdo abrasiva dos
microplasticos na remocdo de pinturas, superficies com ferrugem e de outros tipos de
coberturas indesejaveis em carros, edificios, navios e no setor aeronautico, em alternativa a

aplicacdo de produtos quimicos [70].
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Contrariamente aos microplasticos primarios, a entrada dos secundarios no
compartimento ambiental é muito mais dificil de avaliar. Plasticos de grandes dimensoes
fragmentam-se em pequenas porcOes através da acdo de uma série de fatores abidticos e
bioticos. Entre os diversos processos que estdo na origem dessa desagregacdo progressiva
tém-se a biodegradacédo, em consequéncia da atividade dos microrganismos (ex: micrébios),
a degradacgdo térmica, que resulta da variacdo entre temperaturas baixas e altas, a termo-
oxidacdo, que resulta da ocorréncia do fendmeno de oxidagédo a temperaturas moderadas, a
hidrolise, que é a reacdo quimica com a agua e, por ultimo, a fotodegradacéo, que ocorre por
acédo da luz solar, normalmente no ambiente exterior [53].

Esta classe abarca as por¢des de fibras téxteis microscépicas que acabam por serem
libertadas no decurso da “lavagem” de vestuario, desde que constituido por tecidos sintéticos
[44]. Estas fibras descartadas nos efluentes domésticos, acabam por alcancar o ambiente
aquatico, uma vez que as estacdes de tratamento de agua residuais (ETAR’s) ndo sdo
suficientemente eficientes na remocéo deste tipo de material, devido as suas dimensdes tdo
reduzidas e a dificuldade de decomposicdo pelos processos tradicionais, aerdbios ou
anaerdbios [71]. Browne et al. (2011) demonstraram que uma Unica peca de vestuario pode
produzir uma quantidade superior a 1900 fibras por lavagem [72]. Além das particulas
descartadas durante o processo de lavagem nos efluentes domésticos, pode ocorrer a
libertacdo das mesmas para o ar atmosférico durante a utilizacdo habitual de pecas de
vestuario sintéticas [12].

Por Gltimo, existem as particulas de plastico obtidas mediante o fendbmeno de abrasdo
mecanica dos pneus dos automaveis, feitos usualmente de borracha sintética ou de poliéster,
no pavimento das estradas durante a conducao, que faz com que estas acabem por se agregar
as escorréncias superficiais, contaminado as aguas, ou entdo por se propagarem na

atmosfera, por intermédio do vento [9].

2.3.Microplasticos no compartimento atmosférico

Atualmente os microplasticos ja foram identificados em diversos compartimentos
ambientais, nomeadamente em ambientes aquaticos, tanto marinhos como de dgua doce, em
diversas espécies de organismos, em sedimentos e inclusive em determinados produtos para

consumo humano, tais como, 4gua potavel, sal e mel [73].
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A detecdo de microplasticos no compartimento atmosférico, como transmissor de
poluicdo, foi abordada recentemente em dois artigos que tiveram como foco a é&rea
metropolitana de Paris. Em Dris et al. (2016), esta analise foi efetuada em duas localidades
com densidades populacionais dispares, uma zona urbana e uma zona suburbana, aplicando-
se 0 método de deposicdo continua de particulas pela primeira vez. Por outro lado, em Dris
et al. (2017), o fator observacional tido em conta foi o meio interior e exterior, tendo sido
utilizado um sistema de bombagem, para a recolha de particulas, e um aspirador, para recolha
do po depositado. As concentracdes de pd depositado estimadas em Dris et al. (2017) foram
de 1,0-60 fibras/m® em ambiente interior e 0,3-1,5 fibras/m® em meio exterior [8].

Em 2017, Dehghani et al. publicaram um estudo, aplicado a cidade de Teerdo, no Irdo,
que também abordava a deposicdo de microplasticos sob a forma de poeira. Com base em
10 amostras de p6 recolhidas em estradas, foi determinada a quantidade de microplasticos
presentes, tendo-se obtido 88-605 microplasticos em cada 30 g de p6 recolhido. Em relacdo
ao tamanho predominante dos fragmentos encontrados, estes situavam-se entre os 250-500
um [10].

Similarmente ao estudo de Dris et al. (2017), a Agéncia Ambiental da Noruega,
Miljadirektoaret, publicou um estudo, cujos autores do projeto, Sundt et al. (2014) também
procederam a identificacdo de microfibras téxteis no pé depositado em algumas habitactes
localizadas na Noruega. Apos a realizacdo de algumas estimativas e aplicando alguns valores
presentes na literatura, os autores estimaram que a massa de fibras téxteis depositada nessas
casas, cerca de 0,08 kg fibras/pessoa/ano, seria semelhante a quantidade descartada nos
efluentes resultantes da lavagem de roupa, sensivelmente 0,12 kg fibras/pessoa/ano [9].
Contudo, neste estudo, a por¢do de fibras naturais e sintéticas existentes nessa massa total
ndo foi determinada, 0 que ndo permite retirar conclusdes sobre a importancia relativa de
microplésticos naquelas amostras.

Em contrapartida, em Dris et al. (2017), estimou-se mediante analise por fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR) que 67% das fibras recolhidas no ar ambiente eram
compostas por materiais ndo sintéticos, contrastando com as restantes 33% que possuiam
origem petroquimica [8].

As fibras observadas eram maioritariamente de dimensdes submilimétricas, variando
entre 200-600 um em Dris et al. (2017) e 50-450 um em Dris et al. (2017), sendo que 0
limite de detecdo visual estabelecido em ambos os estudos foi de 50 um [8,12].
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Apesar de em ambos os artigos terem sido classificadas como fibras sintéticas qualquer
fibra que contivesse vestigios petroquimicos, algumas questdes podem ser colocadas, uma
vez que a maioria dos estudos realizados considera que apenas as fibras de origem
exclusivamente sintética deveria estar inserida nesta categoria [74].

Mediante os resultados obtidos, a precipitacdo revelou ser um fator importante na
deposicdo de fibras, estando associada a periodos de concentracdo mais elevados. Além
desta condicdo, a densidade populacional também afetou substancialmente a concentracéo,
de forma linear, facto corroborado pela presenca de concentracfes consideravelmente
superiores na zona urbana [12].

Além disso, € importante mencionar que a presenca de concentracdes mais elevadas em
meio urbano deve-se ao facto das densidades populacionais serem superiores, 0 que acaba
por gerar um maior consumo de materiais plasticos, e consequentemente, de residuos
resultantes dessa utilizagéo [12].

Pressup@e-se que o descarte de fibras téxteis a partir de pecas de vestuario seja uma das
principais fontes responsaveis pelas elevadas quantidades emitidas para a atmosfera, sendo
que, aproximadamente 2/3 dessas fibras possuem origem sintética, dando destaque a
polimeros tais como poliéster, poliamida e acrilico [75]. Tal facto pode ser fundamentado
com base em alguns estudos onde se constatou a deposicédo de fibras contaminantes que se
encontravam em suspensdo no ar ambiente laboratorial [62].

Na figura 1, apresentam-se alguns exemplos dos Varios tipos de fibras téxteis existentes.

Fibras Téxteis

y

Y

Fibras Naturais

Fibras "Man-made”

\ 4 L4 h 4
Animais Minerais Vegetais
\ 4 Y
¢ ¢ ¢ e Fibras Sintéticas
naturais
Seda =
L3 Amianto Algodao ¢ ¢
Lo Poliéster
Viscose Nylon
Rayon Poliamida

Figura 1- Diferentes tipos de fibras téxteis existentes.

Fonte: elaborado com base em Cesa et al. (2017) [76].
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Atualmente, as fibras téxteis mais procuradas sao o poliéster, seguido do algodéo e das
fibras com origem celuldsica [77]. E de mencionar que a utilizagio de fibras sintéticas na
industria téxtil, a nivel mundial, cresceu de cerca de 10 milhdes de toneladas em 1980 para
quase 65 milhdes de toneladas em 2017, aumentando dessa forma a quantidade de
microplasticos presentes no ambiente [78]. Este tipo de fibras esta presente nas mais variadas
pecas de vestuario, em téxteis para o lar, como por exemplo, nas cortinas e em tapetes, em
téxteis exclusivos para posterior aplicacdo na inddstria automovel, no ramo da sadde ou da
engenharia [79].

Uma das fontes que pode estar na génese de microplasticos em meio exterior € o vento,
que propicia o transporte de fragmentos plasticos de certas localidades, como aterros,

provocando a deposicao destas particulas noutros locais [80].

2.3.1. Métodos de analise de fibras

A contaminacdo do ambiente marinho e de agua doce por pequenas fibras de plastico,
normalmente designadas por microfibras, € um problema grave, reportado preliminarmente
em 2011 [72]. De acordo com Browne et al. (2011), as fibras representam um dos tipos de
microplésticos mais vulgarmente encontrados no meio aquético, facto corroborado por outro
estudo, efetuado por Mizraji et al. (2017), que referiram que as microfibras séo a principal
forma plastica encontrada no intestino de diversas espécies marinhas [72,81].

Como jé referido anteriormente, as fibras sintéticas também ja foram identificadas no
compartimento atmosférico em alguns estudos, através da deposicdo de pd, sendo que essas
fibras foram posteriormente analisadas pelo método visual e quimico [8,12]. O método
visual, foi aplicado através da utilizacdo de um estereomicroscépio, de acordo com um
conjunto de critérios presentes em outros artigos, que permitiam a diferenciacdo de fibras
visualmente [62,83]. Segundo alguns dos pardmetros mencionados por estes autores, uma
particula/fibra é considerada plastica, caso a sua estrutura organica ou celular ndo esteja
visivel,as cores sejam homogéneas, ou caso apresentem uma cor esbranquicada/transparente.
Estas fibras devem ser examinadas cuidadosamente sob um microscépio com fluorescéncia,
de maneira a excluir a hipotese de serem organicas. Se a particula for uma fibra, esta deve
apresentar-se espessa ao longo de todo o comprimento [62,83]. A caracterizagdo quimica

das fibras tem sido realizada através da utilizacdo do equipamento FTIR acoplado ao
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acessorio attenuated total reflectance (ATR). Deste modo é possivel determinar a propor¢éo
de fibras sintéticas e naturais e identificar os polimeros constituinte [8,12].

A caracterizacdo dos microplasticos pelo método visual € umas das técnicas de
identificacdo mais utilizadas, contudo, esta ndo permite determinar os diferentes tipos de
polimeros. Para além desta dificuldade, alguns autores, sugerem que a identificacdo visual
ndo deveria ser utilizada para particulas de tamanhos inferiores a 500 um, especialmente no
caso das microfibras [83]. Em face do exposto, e como o presente estudo se debruca sobre a
analise de microplasticos na matéria particulada em suspensdo, 0s quais deverdo ser
compostos maioritariamente por fibras, sdo esperados desafios importantes para dar resposta
aos objetivos tragados inicialmente [12].

Relativamente as técnicas normalmente empregues na analise dos polimeros
constituintes de uma fibra plastica, estas sdo idénticas as utilizadas na analise de fragmentos
plasticos, destacando-se a utilizacdo do FTIR, que possibilita a identificacdo de particulas
desde 100 um até 5 mm, mediante o espetro infravermelho obtido, sendo considerada a
técnica espectroscopica mais vulgar [84]. Como referido anteriormente, o equipamento
encontra-se geralmente acoplado a um acessorio intitulado ATR, que possibilita a analise
das amostras diretamente, no estado sélido ou liquido, sem qualquer tipo de preparacdo
prévia [84]. Esta é considerada uma técnica étima na identificacdo de microplasticos, uma
vez que, 0s polimeros presentes nos plasticos possuem espectros de radiacdo infravermelha
muito especificos, facilmente diferenciados [83].

O ATR permite a anélise da amostra através da compressdo da mesma contra uma
superficie cristalina, que possibilita a ocorréncia do fendmeno de reflexdo interna total e a
consequente obtencdo do espetro do material. Nesta técnica, a radiacdo infravermelha
atravessa o cristal até a amostra em andlise, sendo que uma porcéao dessa radiacdo acaba por
ser absorvida pela mesma, enquanto uma fragao perpassa a amostra, ocorrendo a transmisséao
da radiacdo. Como resultado final, a adsorcdo e transmissdo molecular séo retratadas
mediante um espectro, que serve como impressdo digital molecular da amostra [85].

O Infrared Microscopy (IR) e o Raman Microscopy, que é similar ao equipamento FTIR,
sdo outros dos equipamentos que permitem a identificagdo de polimeros, contudo, a sua
aplicabilidade é mais abrangente, podendo ser utilizados em particulas desde 1 um até 100
um, inclusive [84]. A utilizagéo destes equipamentos no estudo em questéo, seria 6tima, uma

vez que permitiria a analise de fibras sintéticas de tamanhos muito reduzidos, similares as
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encontradas em suspensdo na atmosfera. Todavia, a existéncia destes aparelhos em contexto

laboratorial é muito rara, uma vez que, s&o muito dispendiosos.

2.4.Efeitos dos microplasticos na sauide humana

Em virtude dos microplasticos exibirem dimensdes muito diminutas, estes podem acabar
por ser consumidos acidentalmente por uma grande variedade de seres vivos, provocando
multiplos efeitos deletérios, tdpico exaustivamente investigado pela comunidade cientifica,
principalmente em ambiente marinho [7]. Esta ingestdo pode suscitar indiretamente a
ocorréncia do fendmeno de biomagnificacdo, com a consequente acumulacdo de
microplasticos em niveis troficos superiores da cadeia alimentar [5].

No que concerne as repercussdes dos microplasticos em termos de saude publica, este é
uma temaética ainda pouco debatida, sendo que os estudos existentes focalizam-se
predominantemente no sistema digestivo, pela ingestdo de organismos aquaticos
contaminados ou de pd depositado [6]. Um estudo piloto, realizado em 2018 e tornado
publico pela jornalista Laura Parker, revelou a presenca de microplasticos em amostras
fecais, provenientes de oito individuos testados, tornando verosimil a hipo6tese de ingestéo
destes pelo ser humano, apesar do nimero reduzido de amostras analisadas [86]. De qualquer
forma, ainda ndo existem evidéncias concretas dos efeitos bioldgicos produzidos pelos
mesmos. Contudo, é presumivel que os humanos estejam sob risco, uma vez que ja foram
encontradas fibras de dimensdes superiores a 250 um na regido pulmonar, fibras essas que
se inserem na gama predominante de tamanhos encontrada nos estudos ja referidos
anteriormente sobre deposicdo de matéria particulada [87].

Recentemente, foi divulgado um artigo por Catarino et al. (2018), que demonstra o
potencial de ingestdo de fibras oriundas de pé doméstico, no decurso de uma Unica refeicdo,
0 qual consegue ser consideravelmente mais elevado e alarmante do que o préprio consumo
de frutos do mar, como é o caso do mexilhdo, organismo objeto de estudo por estes autores
[88].

No entanto, é pertinente referir que existem outras vias de exposi¢do humana, como é o
caso da inalacdo de particulas em suspensdo, cujos efeitos ndo sdo ainda completamente
conhecidos [3]. Este cenario em especifico, foi somente abordado até ao momento em dois
artigos, os quais foram redigidos por Wright et al. (2017) e Prata (2018) [3,4].
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Relativamente a este assunto, justifica-se ainda mencionar outros trabalhos de
investigagdo que descrevem outros efeitos da inalagdo de fibras sintéticas a nivel da satde
humana em meio ocupacional, incidindo maioritariamente na industria téxtil. Ao contrario
da exposicdo ambiental, pressupde-se que este tipo de exposicao acarreta consequéncias de
magnitude mais elevada, uma vez que, os trabalhadores se encontram expostos de forma
ininterrupta a elevadas concentracdes destas fibras, em muitos casos de natureza sintética
[89].

A dimensdo, concentracdo e a composicdo quimica destas particulas influencia a
potencialidade das sequelas que os microplasticos poderdo representar em termos de salde
publica, sendo que, mesmo sob concentracdes relativamente baixas, os efeitos produzidos
continuam a ser indesejaveis. Contudo, como é de esperar que uma fragdo dos microplasticos
se encontre inserida na matéria particulada, presume-se que as repercussées dos mesmos na
salide humana sejam analogas as da matéria particulada [3].

Uma extensa parcela das fibras inaladas, as que conseguem penetrar no trato respiratorio,
acaba por ficar retida mediante a atuacdo do sistema mucociliar, o principal mecanismo de
defesa das vias respiratorias contra microrganismos ou substancias potencialmente
perigosas. Contudo, dependendo dos fatores enumerados precedentemente e da
suscetibilidade do individuo em causa, algumas fibras conseguem penetrar na regido
pulmonar, induzindo a ocorréncia de uma diversidade de respostas inflamatorias [4]. As
criangas sdo possivelmente o grupo etario mais gravemente afetado por este problema, uma
vez que o sistema respiratdrio das mesmas ainda se encontra em desenvolvimento. Por outro
lado, o processo de respiracdo ocorre de forma mais rapida do que nos adultos, a que acresce
ainda o facto de estas passarem um grande periodo de tempo em contacto direto com o chéo,
onde o0s microplasticos se encontram depositados [90].

As particulas mais pequenas podem inclusive entrar na corrente sanguinea, causando
problemas cardiovasculares e cerebrais, induzir ao cancro, e afetar o sistema imunitario e
nervoso humano. As fibras plasticas que sdo encontradas nos tecidos pulmonares, sugerem
que 0 corpo ndo estd a conseguir elimina-las eficazmente, o que salienta a biopersisténcia
das mesmas [87].

O que torna os microplasticos tdo perigosos para a saide humana é o facto de exercerem
0 papel de “hospedeiros” perante outros poluentes presentes na atmosfera, isto é, devido a

fatores tais como a dimenséo e o formato, certos poluentes, como € o caso dos emitidos pelo
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trafico rodoviario, as bactérias e os virus, conseguem aglutinar-se facilmente as particulas
de microplésticos, penetrando posteriormente na corrente sanguinea através dos tecidos
pulmonares, elevando o risco gerado [91].

E relevante mencionar que certos contaminantes, que podem eventualmente associar-se
a constituicdo dos plasticos por intermédio de um processo de contamina¢do, como é 0 caso
dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP’s) ou de alguns aditivos, como 0s
plastificantes, produzem efeitos tdxicos, mutagenicos e carcinogénicos, contribuindo para o
aumento das taxas de morbidade e mortalidade [92].

E pertinente referir ainda que as concentragbes atmosféricas de microplasticos mais
elevadas parecem estar associadas a ambientes interiores. As poucas medicdes ja realizadas
sugerem que tal se deve a um conjunto de fatores, incluindo a existéncia de um elevado
namero de fontes que fomentam essa libertacdo, nomeadamente, materiais de construcao
usados, mobiliario, pecas de adorno, habitos de limpeza e atividades diarias, associado ao
facto dos mecanismos de disseminacao do ar serem menos eficazes do que no meio exterior.
Grande parte das particulas que se encontram presentes em espagos exteriores apresentam-
se de modo equitativo no interior, sendo que estas podem infiltrar-se através da ventilacdo
natural e/ou forgada [8].

Por conseguinte, e tendo em consideracdo o estilo de vida exercido pelas sociedades
modernas, quer em termos ludicos ou ocupacionais, os cidaddos despendem, na
generalidade, a maior parte do seu tempo (cerca de 90%) confinados em espagos interiores,
valor conjeturado com base num inquérito aplicado a 14 paises da Europa e América do
Norte, por uma empresa dinamarquesa e corroborado pela propria EPA, o que exacerba o

risco humano associado a exposic¢ao aos microplasticos [94,95].
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3. Procedimento Experimental

3.1.Método de amostragem

3.1.1. Caracterizacao do local e do equipamento

Para a realizacdo da amostragem de particulas do tipo PMz1o, foram empregues filtros de
fibra de quartzo (Whatman QMA) com diametro de 47 mm.

As amostragens decorreram simultaneamente em ambiente interior, numa sala de estar,
e exterior, num terrago de uma residéncia situada em Aveiro, habitada por cinco residentes,
sendo que ambos 0s sitios em andlise se localizam ao nivel de um primeiro andar. O periodo
de amostragem foi de 24 h, sob um caudal de 5 I.min"* aproximadamente.

Esta atividade processou-se através da utilizagdo de dois amostradores portateis de baixo
caudal da AirMetrics (modelo MinVol™ TAS). Este equipamento encontra-se equipado
com uma cabega de pré-separagéo inercial de matéria particulada <10 pm, um suporte para
a colocacdo do filtro, uma bomba de suc¢do, um medidor de controlo de caudal, reguléavel
pelo utilizador, e um modulo eletrénico que permite a programacéao do tempo de amostragem
pretendido [95]. Na figura 2 é possivel visualizar o esquema de um amostrador andlogo ao

utilizado, com os respetivos elementos essenciais identificados.

Tubo de entrada

Botio "reset"

Caudalimetro

Indicador de batena
Temporizador Indicador de caudal
Tempo decorrido
Ajustador de
caudal

Batenia

Figura 2- Visdo externa do amostrador MiniVol™ TAS.

Fonte: Airmetrics
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Os filtros foram dispostos em cada um dos amostradores, sendo que, inicialmente, foi
necessario calibrar o equipamento de modo a que o caudal de amostragem se encontrasse
proximo do valor pretendido, tendo-se posteriormente programado o tempo de amostragem

para um periodo de 24 h.

3.1.2. Método Gravimeétrico

A quantificacdo da matéria particulada depositada em cada um dos filtros de fibra de
quartzo usados foi efetuada pelo método gravimétrico, atraves da utilizacdo de uma balanca
analitica eletronica (RADWAG MYA 5/4Y/F1), dotada de uma sensibilidade de 1 pg,
disposta numa sala de pesagem climatizada, em condi¢des controladas de temperatura e

humidade relativa.

Figura 4- Monitor da balanca eletronica.

Figura 3- Balanca analitica
eletronica (RADWAG MYA
5/4Y/F1).

Previamente, procedeu-se a calcinacdo dos filtros na mufla, a uma temperatura de 550°C,
durante um periodo de tempo de 4 h, de modo a que os contaminantes organicos presentes
pudessem ser removidos. Apés esta etapa, e em cada uma das duas amostragens realizadas,
os filtros foram dispostos individualmente em trés caixas de Petri, convenientemente
identificadas, referentes ao ambiente interior, exterior e a um branco. Posteriormente, 0s
filtros foram acondicionados no interior de um exsicador, de forma a estarem armazenados

sob vacuo, para controlo das condigdes de humidade.
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A massa dos filtros registada, antes e apos a amostragem, foi obtida através da média de
dez pesagens efetuadas, perfazendo um total de sessenta pesagens por amostragem. Os filtros
a pesar foram manuseados com o maximo de cuidado, com o auxilio de uma pinca de aco
inoxidavel, para evitar que as fibras neles presentes ndo fossem perdidas e minimizar o risco
de contaminagdes.

Com o intento de proceder a determinacdo da concentracdo de matéria particulada
presente na atmosfera, foi necessario calcular o caudal médio de amostragem, atraves da
média do caudal inicial e final nas condi¢des de amostragem. Cada um desses caudais foi

estimado atraves da aplicacdo da equagdo seguinte:

Hinicial;final * (273 + Tinicial;final)
(Pinicial;final * 0.75)

Qinicial;final = 5,768 * —-0,1109 (1)

Onde,

Qiniciar:final, COrresponde ao caudal registado no inicio ou no final de cada amostragem
pelo rotametro (Lmint);

AHiniciai:final, refere-se a leitura da pressdo no inicio ou no fim da amostragem nos
mandémetros do calibrador (in H20);

Tinicial:final , representa a temperatura ambiente no inicio ou no fim da amostragem (°C);

Piniciar;final, diz respeito a presséo atmosférica no inicio ou no fim da amostragem (hPa).

Seguidamente, calculou-se o volume amostrado que atravessa o filtro durante um

periodo de tempo de 24 h, aplicando-se com esse objetivo a equacao 2.

Qmédio * tamostragem * 60 ( 2)
Vamostrado = 1000

Onde,
V, volume amostrado (m?®);

t, tempo de amostragem (h).

Joana Castro 25



Exposi¢do humana a microplésticos por inalacdo de ar ambiente.

Por fim, ap06s a determinacdo da quantidade de matéria particulada existente, calculada
através da diferenca de massa dos filtros (jg), antes e depois da amostragem, e sabendo o
volume de ar amostrado, pdde-se entdo calcular a respetiva concentragdo (pg.m=), através

da equacéo 3.

Mfinal — Minicial (3)

PMI() ES

Vamostrado

3.2.1dentificagdo e quantificacdo dos microplasticos

O trabalho experimental envolveu a realizacdo de diversos testes laboratoriais, com o
propdsito de apurar qual o protocolo mais conveniente e eficaz na contabilizacdo dos
microplésticos presentes na matéria particulada em suspenséo no ar ambiente.

Uma vez que as microfibras estdo presentes no nosso dia-a-dia, inclusive em ambiente
laboratorial, foram tomados diversos cuidados ao longo de todo o procedimento
experimental, de modo a minimizar a ocorréncia de possiveis contamina¢des. Todo o
material utilizado em laboratério foi devidamente lavado com uma solucdo acida e
posteriormente com agua destilada, previamente a qualquer utilizacdo. Relativamente as
amostras oriundas das amostragens realizadas, estas encontravam-se devidamente
protegidas, tendo sido somente abertas imediatamente antes da sua utilizacdo. Além disso,
foi evitado o manuseamento de materiais plasticos durante a execucdo do trabalho

laboratorial e foram utilizadas batas de algodao de forma a evitar contaminacgdes acrescidas.

3.2.1. Ensaios preliminares

Numa fase preliminar, efetuou-se uma amostragem em ambiente interior e exterior de
uma habitacdo, o qual serviu de apoio a realizacdo de um primeiro diagnostico observacional
as amostras recolhidas. Iniciou-se o estudo com a quantificacdo fisica dos microplasticos
através da aplicacdo do método visual. Com essa finalidade, foram utilizados dois
equipamentos distintos, uma lupa e um microscépio 6tico (Olympus BX41) para que todos

os fragmentos, fibras e particulas presentes pudessem ser enumerados.
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Foram vaérias as limitacGes e entraves apurados relativos ao uso deste método, sendo
crucial referir que, apesar de este permitir diferenciar, mesmo que dificilmente, a parte
sintética, onde se encontram inseridos os microplasticos, da parte ndo sintética presente em
cada uma das amostras, esta seria uma técnica muito demorada e exaustiva, 0 que poderia
condicionar o numero de amostras a analisar.

Associada a esta adversidade, acresceu ainda o facto de ter sido observado um elevado
numero de outras particulas, maioritariamente de tonalidade escura, cuja contabilizacdo foi
impraticavel, devido as dimensfes muito reduzidas e pouco nitidas. Contudo, deduziu-se que
a maior parte desses fragmentos ndo seriam microplésticos, mas sim matéria particulada,
com origem diversa daqueles, nomeadamente carbono elementar e matéria orgénica ndo
plastica. Por ultimo, este € um procedimento cujos resultados podem variar consoante o
operador em questdo. Na figura 5 encontram-se representadas algumas das imagens obtidas,

por meio da utilizacdo do microscopio ético, com a objetiva 4x.

Figura 5- [A] Amostra do ar interior; [B] Amostra do ar exterior; [C] Amostra de branco.

Devido aos problemas mencionados anteriormente, inicialmente apenas foi realizada
com clareza a contabilizagdo das fibras presentes, sintéticas e ndo sintéticas. Foi notavel a
existéncia de uma porcéo superior de fibras em meio interior, e a maior eficicia do
microscopio em relacdo a lupa, pois permitiu uma observacdo mais facil do material
presente. Na tabela 3 é possivel observar os resultados obtidos nesta primeira determinagéo

analitica.
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Tabela 3- Contagem das fibras observadas através do método visual, com o auxilio de uma lupa e de um
microscépio 6tico.

. Contagem das
Equipamento Amostra fibras

Interior 17
Lupa Exterior 11
Branco 8
Interior 34
Microscopio Exterior 17
Branco 13

3.2.2. Analise de fibras téxteis com recurso a corantes

Tendo em conta as dificuldades apontadas anteriormente, considerou-se a hipétese de
aplicar outros métodos que pudessem simplificar a tarefa de contabilizacdo dos
microplasticos, tornando-a mais simples e expedita.

O método da aplicacdo de corantes lipofilicos surgiu como uma alternativa possivel,
devido a sua predisposicdo para serem facilmente adsorvidos pelos plasticos e apresentarem
fluorescéncia sob comprimentos de onda especificos, possibilitando a diferenciacdo dos
mesmos de outras substancias presentes [96]. Esta é uma técnica muito usual na identificacao
de microplasticos que se encontrem inseridos em amostras que contenham particulas
inorganicas, como € o caso dos sedimentos marinhos, e em particulas organicas, como a
matéria vegetal [97].

Com esse objetivo, foram analisados alguns procedimentos presentes na literatura que
abordassem a aplicacdo de corantes, de maneira a eleger um que melhor se enquadrasse na
tematica desta dissertacdo. O estudo escolhido, elaborado por Prata et al. (2019), consistiu
na aplicacéo de diversos corantes a diferentes tipos de fragmentos téxteis (origem natural,
sintética e semi-sintética), a filtros e matéria organica de origem diversa. Todas estes
elementos foram posteriormente analisados sob radiacdo ultravioleta (UV) a diferentes
comprimentos de onda, de modo a que os efeitos fossem observados em termos de
fluorescéncia provocada. Com base nos resultados, e tendo em conta o objetivo deste estudo,
o corante Nile Red (NR) foi aquele que produziu efeitos mais satisfatérios quando aplicado

em fibras téxteis. Os comprimentos de onda cujos resultados foram mais favoraveis
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situaram-se a 254 nm e 470 nm, sendo que o carvdo, substancia semelhante ao préprio
carbono que possa estar presente na matéria particulada nas amostras, ndo apresentou
fluorescéncia sob nenhum dos comprimentos de onda. E importante mencionar que a |4
apresentou fluorescéncia em todos os ensaios realizados, devido a prépria coloragédo
apresentada pela fibra, mesmo antes da aplicacdo do corante [98].

Contudo, mesmo esses comprimentos de onda apresentaram alguns problemas, que sao
clarificados de seguida. Sob um comprimento de 254 nm, apesar de ocorrer a coloracao da
maior parte das fibras sintéticas, apenas a poliamida e o rayon apresentaram uma grande
intensidade de fluorescéncia, sendo que, a viscose, 0 nylon e o poliéster apresentavam-se
muito ténues. Por sua vez, fibras como a 1a e o algoddo ndo apresentaram fluorescéncia,
como o pretendido. Apesar dos 6timos resultados obtidos e de o linho ter sido a Unica fibra
natural corada, o proprio filtro de quartzo apresentou fluorescéncia sob este comprimento,
inviabilizando a sua aplicagéo [98].

Contrariamente, quando os elementos foram submetidos a um comprimento de onda de
470 nm, o filtro ndo corou, mas tanto as fibras sintéticas (exceto o nylon) como as nédo
sintéticas acabaram por apresentar fluorescéncia no geral [98].

Deste modo, esta Gltima tentativa poderia vir a ser aplicada, caso fosse possivel proceder
a degradacdo da matéria ndo sintética que estivesse presente nas amostras, deixando apenas
a parte sintética, que posteriormente seria submetida a aplicacédo do corante.

A par deste estudo, foi realizado um teste com o Unico intuito de se averiguar os efeitos
da aplicacdo de corantes a fibras individualizadas, por serem similares ao formato
encontrado nas amostragens efetuadas. Este teste consistiu na aplicacdo de dois tipos de
corantes, Nile Red e Rose Bengal (RB) a trés tipos de fibras distintas, poliéster, rayon e
algodéo, representativas de cada um dos grupos existentes.

As fibras foram recolhidas com o auxilio de pingas de aco inoxidavel a partir de
fragmentos téxteis. Deste modo, foram preparadas seis amostras em caixas de Petri, relativas
aos diferentes tipos de fibras e corantes a utilizar. Os filtros empregues foram de fibra de
vidro (Flat Filter), com um didmetro de 47 mm e um tamanho de poro de 1,2 um, por serem
resistentes aos corantes a utilizar, segundo o estudo de Prata et al. (2019) [98]. Cada uma
das amostras foi colocada individualmente num sistema de filtracdo a vacuo, com posterior
adicdo do respetivo corante durante um intervalo de tempo de 15 min aproximadamente, de

modo a possibilitar a atuacdo do mesmo. As concentracdes dos corantes utilizados, o Nile
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Red e o Rose Bengal, foram de 0,01 mg.ml? e de 0,2 mg.ml, em solucdo de etanol,
respetivamente. De seguida, cada uma das amostras foi filtrada com agua destilada e deixada
a secar em ambiente escuro para posterior analise. No final deste processo, todas as amostras
foram examinadas de dois modos, diretamente sob radiacdo ultravioleta, sendo a
fluorescéncia detetada quando presente, através de um filtro laranja (ProMaster 62 mm) e
também com o auxilio de um microscépio, de modo a que, estando a imagem ampliada,
possiveis fluorescéncias nao visiveis a olho “nu” conseguissem ser observadas. Ambas as

analises foram feitas a um comprimento de onda de 470 nm.

3.2.3. Digestao das amostras

Devido as enormes dificuldades sentidas no decorrer da contabilizacdo dos
microplasticos presentes na primeira amostragem efetuada, houve a necessidade de adaptar
diversas metodologias e pressupostos ja existentes para que fosse possivel desenvolver um
protocolo adequado em termos de custo, tempo e eficacia. A finalidade destas experiéncias
seria encontrar o protocolo ideal que permitisse a eliminacdo do material ndo sintético que
estivesse presente nas amostras recolhidas, sendo, ao mesmo tempo, inerte em relacéo as
fibras de pléastico.

Desta forma, foi realizada uma reviséo da literatura existente, sendo relevante mencionar
que, até ao momento, ndo ha registo de estudos que permitam caracterizar a fracdo de
microplasticos incorporada na matéria particulada.

Todavia, h& referéncia a numerosas experiéncias desenvolvidas que promovem a
remocao de microplasticos que estejam presentes em sedimentos e organismos biolégicos,
tais como o zooplancton, crustaceos, bivalves, mexilhdes, tartarugas e peixes. E de referir
que a maior parte destes procedimentos ndo € apropriada quando necessaria a sua aplicacdo
em trabalhos de monitorizacdo de larga escala, isto €, em estudos que impliquem a analise
de um grande nimero de amostras, devido ao facto de serem técnicas muito dispendiosas,
tanto em termos monetarios como temporais [99]. Além disso, algumas das solugdes
utilizadas nalguns protocolos, como é o caso de certas misturas com &cido nitrico,
apresentam efeitos indesejaveis, podendo causar a degradacéo de material plastico, como é
0 caso das fibras de poliamida e do nylon [100]. Por esse motivo, ndo foi estipulado até a

data presente nenhum método standard que va de encontro as recomendacdes e requisitos
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de certas organizagOes internacionais, como a Oslo-Paris Comission (OSPAR) e a Marine
Strategy Framework Directive (MSFD) [99].

Em conformidade com os estudos existentes, os procedimentos de remocao de matéria
orgénica natural empregues podem ser categorizados como acidos, como descrito no artigo
de Claessens et al. (2013); alcalinos em Fockema et al. (2013); oxidantes em Nuelle et al.
(2015) e por fim enzimaticos em Cole et al. (2014) [102-105].

Foram selecionados e adaptados seis protocolos existentes para serem testados na
digestdo de um grupo de fibras, de modo a averiguar a eficiéncia das solucdes utilizadas.
Com esse intuito, foram escolhidas aleatoriamente 9 fibras para serem examinadas, as
mesmas que foram utilizadas previamente no método do corante, sendo 3 delas sintéticas
(poliéster, nylon, poliamida), 3 semi-sintéticas (poliéster+algoddo, viscose, rayon) e, por
ultimo, 3 naturais (algodéo, 14, linho).

Os protocolos séo descritos de seguida, sendo que todas as amostras foram submetidas a
adicdo de um determinado volume de solucdo e sujeitas a um periodo de incubacgédo
previamente estipulado, valores esses apresentados subsequentemente. Além disso, é
importante mencionar que a preparacdo de todas as solucdes envolveu a adicdo de agua
destilada, excluindo a solucdo de proteinase-k, que foi preparada em meio de dodecil sulfato
de sodio (SDS).

Protocolo 1, considerado o protocolo de referéncia, utilizou-se dgua destilada (H20).

Protocolo 2, foi adaptado do método utilizado pelo NOAA Marine Debris Program
(2015), tendo-se utilizado uma solucdo combinada de peroxido de hidrogénio + ferro
(H202+Fe; Sigma-Aldrich). A solucéo de Fe (0,05M) obtida consistiu na adigdo de 7,5 g de
Fe num baldo de 500mL, acrescentando-se de seguida 3mL de &cido sulfdrico (H2SOa4). Por
sua vez, utilizou-se uma solucéo de H2O2 com uma concentracéo de 30% [105].

Protocolo 3, baseou-se no estudo de Foekema et al. (2013), utilizando-se uma solucéo
de hidréxido de potassio (KOH; Sigma-Aldrich) a 10% (w/v) [102].

Protocolo 4, adaptado do estudo de Catarino (2017), procedeu-se a manipulacéo de uma
solucéo de &cido nitrico (HNOs3; Sigma-Aldrich) a 35% [106].

Protocolo 5, baseado no estudo de Cole et al. (2014), utilizou-se uma enzima, a
proteinase-k (Aspergillus melleus), cuja solucdo previamente preparada apresentava uma

concentragéo de 500 pg.ml, em solucio de SDS a 1% [104].
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Protocolo 6, executado tendo em conta o protocolo de Mintenig et al. (2016), utilizando-
se a enzima celulase (Aspergillus niger), sob uma concentracio de 40 mg.mlt [107].

Antes dos ensaios, 0 pH das solugdes de proteinase-k e de celulase foi medido, para
garantir que se encontravam na gama Otima de atividade enzimatica especificada pelo
fabricante.

Numa primeira fase, todos estes métodos foram aplicados ao proprio filtro de quartzo,
visto ser o utilizado nas amostragens, de maneira a averiguar qual seria a reacdo do mesmo
perante as diferentes solucdes testadas, pretendendo-se evitar a sua destruicdo. Deste modo,
foram realizadas quatro réplicas por protocolo, tendo-se usado 2,5 ml de solugéo por cada
réplica, exceto nos protocolos 5 e 6, em que foram realizadas apenas trés réplicas e utilizados
somente 0,8 ml de solugdo em cada amostra.

As andlises posteriores as fibras foram realizadas aplicando-se 0 mesmo numero de
réplicas, 4 por protocolo efetuado e por tipo de fibra utilizado, a excecdo do método com
proteinase-k e com celulase, onde foram efetuadas unicamente 3 réplicas. Todas as fibras
foram cortadas com o auxilio de uma tesoura em pequenos fragmentos de formato irregular,
os quais foram colocados em tubos, que se encontravam convenientemente identificados.
Cada uma das fibras utilizadas foi pesada trés vezes com a ajuda de uma balanca analitica
(Sartorius, Entris), com uma sensibilidade de 0,1 mg. Além destas, foram igualmente
pesados trés vezes os filtros a utilizar posteriormente durante o processo de filtragdo. A
pesagem foi efetuada antes e depois da aplicacdo dos processos de digestdo, de modo a que
os efeitos produzidos pudessem ser avaliados através da perda de peso das amostras.

Todas as amostras de fibras foram colocadas no volume de solucdo de digestdo pré-
definido por tubo, 1 ml, de forma a que a amostra conseguisse estar convenientemente
coberta por liquido, exceto no protocolo 4 , em que foram adicionados 0,5 ml da solu¢édo de
Fe, acrescidos de 0,5ml da solugéo de H>Ox, e no protocolo 5 e 6, onde foram inseridos 0,8
ml de cada uma das enzimas proteinase-k e celulase, por questdes econémicas. Ap0s a adi¢ao
das solugdes, procedeu-se a colocagdo das mesmas numa incubadora durante uma hora, a 50
°C, tendo sido realizados outros ensaios sob um periodo de duracéo superior.

Foram realizados dois ensaios adicionais, um com proteinase-k, onde o tempo de

incubagdo foi aumentado para 16 h, e outro teste com celulase, onde foram analisadas
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exclusivamente as fibras naturais, sujeitas a um periodo de incubacéo de cinco dias, para que
fosse averiguada a influéncia da variacdo do tempo na consequente degradacéo da amostra.

A seguir a incubacado, cada uma das solug6es foi submetida ao processo de filtracéo por
vacuo, através da utilizacdo de filtros de acetato de celulose (Gridded Filter), com um
diametro de 47 mm e um tamanho de poro de 0,45 um. De seguida, as amostras foram
submetidas ao processo de secagem na estufa, durante um periodo de tempo variavel, sob
uma temperatura de 60 °C.

A eficiéncia da digestdo foi avaliada por dois modos, através da perda de peso e por
intermédio da utilizagdo do equipamento FTIR-ATR. O célculo da eficiéncia da digestdo da
amostra, juntamente com o filtro incluido, foi baseado na férmula que se encontra presente

no estudo de Karami et al. (2016), tendo-se aplicado a equacédo expressa de seguida [108].

(Pamsti - (Pfiltro+amst f— Pfiltro)) (4)

Digestaoamostra+filtro [%] = 100 = P
amsti

Além deste célculo, foi também aplicada outra equacéo referente a eficiéncia da digestéo,

exclusivamente da amostra, uma vez que o0s resultados obtidos desta maneira sdo

considerados mais precisos, com um menor erro a eles associado.

(Pamsti - 1:)amst f) (5)

Digestao,mostra[%0] = 100 *

amst i

Onde,
Pamsti, cOrresponde ao peso da amostra inicial, antes da digestao;
Pritro+amst f, cOrresponde ao peso do filtro mais o peso da amostra final, depois da digestéo;

Pamst f, corresponde ao peso da amostra final, depois da digestéo.

Na tabela 4 encontram-se resumidas as condic¢des de operagéo referentes a cada um dos

protocolos utilizados.
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Tabela 4- Condicdes operativas referentes a cada um dos protocolos digestivos utilizados.

Periodo de
Protocolos Solucéo Concentracdo  Volume [ml] incubacao/
Temperatura
Protocolo 1 H,0 destilada - 1 1 h-50°C
Protocolo 2 H.O2+Fe 30% e 15% 1 1 h-50°C
Protocolo 3 KOH 10%(w/v) 0,5+0,5 1 h-50°C
Protocolo 4 HNO3 35% 1 1 h-50°C
1 h-50°C
Protocolo 5 Proteinase-k 500 pg.ml? 0,8
H 16 h-50 °C
1 h-50°C
Protocolo 6 Celulase 40 mg.ml? 0,8 :
g 5 dias-50 °C

No método alternativo aplicado as amostras recorreu-se a utilizacdo de um equipamento
FTIR-ATR, Perkin Elmer (USA) Spectrum BX, conhecido por possibilitar a identificagio
de grupos funcionais de compostos organicos e, portanto, dos polimeros constituintes. A
degradacdo das amostras devido a aplicacdo do método de digestdo, pode resultar em
mudancas a nivel dos espectros obtidos, tornando-se pertinente a analise dos mesmos. Desta
forma, todas as amostras de fibras téxteis resultantes do processo de digestdo foram
analisadas por FTIR-ATR, para que os espectros obtidos pudessem ser posteriormente
comparados com espectros considerados de referéncia. Todos os espectros foram obtidos na
regido de (4000-500 cm™) e para cada uma das amostras foram efetuados 30 varrimentos,
segundo uma resolugdo de 4 cm™. Foi efetuado um novo background por cada quatro
amostras analisadas, tendo este sido posteriormente subtraido ao espectro da amostra
respetivo, através das opc¢des baseline correction e smooth correction, ambas presentes no
programa Spectra Gryph 1.2.

Os espectros de referéncia foram obtidos através da analise de fragmentos téxteis,
oriundos do mesmo tipo de fibras utilizadas no processo de digestdo, mas desta vez sem

qualquer tipo de tratamento prévio.
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3.2.4. Caracterizacédo por microscopia ética

S&o diversos os processos que podem ser aplicados na identificacdo fisica de fibras
téxteis, sendo que a técnica adotada no estudo em questdo foi a visual, por intermédio da
utilizacdo de um microscépio 6tico (Olympus BX41). As fibras selecionadas foram
analisadas através da utilizacdo da objetiva 10x e da aplicacdo de uma luz branca lateral
(SPEX Forensics, FOCUS LED), cujo intuito era facilitar essa visualizacdo. Além disso,
foram tiradas algumas fotografias ao longo do processo, com a camara (Canon EQS, 1220D)
que se encontrava devidamente acoplada ao equipamento. Este método permite a
diferenciacéo das fibras de forma eficaz, de acordo com as caracteristicas morfologicas
inerentes as mesmas, enumerando-se as se¢des longitudinais e as transversais [109] . Deste
modo, seria 6timo, tendo em conta a tematica desta dissertacéo, a elaboracdo de um método
visual que permitisse discernir entre cada fibra existente, na medida em que os tamanhos
muito reduzidos das fibras amostradas impossibilitam essa diferencia¢éo por meio do FTIR,
técnica de analise comummente aplicada para caraterizar as fibras quimicamente.

Com esse intuito, previamente a avaliacdo das amostras decorrentes das amostragens
realizadas, foi feita uma analise as fibras usualmente utilizadas na inddstria téxtil, as mesmas
usadas anteriormente na digestéo, para que fosse elaborada uma descricdo das caracteristicas
intrinsecas a cada uma delas, do modo mais meticuloso possivel. Posteriormente, as
informacdes recolhidas foram aplicadas as amostras coletadas, provenientes de uma segunda
amostragem realizada, estabelecendo-se um termo de comparagdo. As fibras foram
recolhidas manualmente, a partir de fragmentos téxteis, tarefa complicada de executar, uma
vez que, na maior parte dos casos, as fibras saiam em aglomeragdes e ndo em formato
individual, como seria desejavel. Para além desta dificuldade, muitas das fibras nao
conseguiram ficar inteiramente no mesmo plano dimensional, o que resultou no surgimento
de “sombras” nas imagens obtidas, inviabilizando a focagem integral do comprimento total
das mesmas.

Primordialmente foi fulcral conseguir discernir entre as fibras sintéticas e as naturais, e
sO posteriormente tentar aprofundar essa andlise, reconhecendo diferentes tipos de fibras.
Esta analise observacional foi realizada em conjunto com algumas caracteristicas presentes

na literatura, relativas as fibras em observacao.
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3.2.5. Microplastic Visual Analysis Tool (MP-VAT) and Scanning electron
microscopy (SEM)

A Ultima etapa do procedimento experimental executado consistiu na aplicacéo de dois
métodos distintos. Cada uma das duas amostras obtidas na segunda amostragem realizada,
assim como a amostra de branco, foram submetidas a uma subdivisdo em quatro parcelas,
cujo cenédrio posterior de utilizacdo diferiu. Todas as porgdes foram primeiramente
contabilizadas visualmente, em termos de teor em fibras (naturais e sintéticas) e fragmentos
apresentados, pela chave de identificacdo elaborada (capitulo 4). De seguida, trés parcelas
de cada uma das amostras foram submetidas a aplicacdo de um procedimento, adaptado do
artigo de Abbasi et al. (2018), composto por dois métodos, um de remoc¢do da matéria
organica e outro de separacdo de microplasticos através da densidade [90]. Inicialmente,
todas as porc¢oes dos filtros foram submetidas a uma lavagem com agua desionizada, sendo
que o conteudo resultante foi transferido diretamente para um total de nove copos de vidro,
respetivamente. Essa lavagem foi aplicada igualmente as caixas de Petri, onde se
encontravam cada uma das parcelas em estudo, uma vez que estas também continham fibras,
com origem no proprio filtro ou resultantes de uma possivel contaminagao exterior originada
durante 0 manuseamento das proprias amostras. De seguida, adicionou-se em cada um dos
copos de vidro, que continham 15 ml de agua desionizada cada, um volume de 15 ml de
H20. a 30%, perfazendo uma concentracao final de 15%. Todas as solucdes foram deixadas
a repousar durante um periodo de tempo de oito dias consecutivos a temperatura ambiente e
devidamente protegidas com papel de aluminio, como é possivel verificar na imagem

apresentada de seguida.
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Figura 6- Conteudo resultante das amostras em andlise,
imerso numa solucéo de H20; a 15%.

Aliado a este procedimento, foi realizado um teste, composto por trés réplicas com
aplicacdo da solucdo de H202 a 15%, aos nove tipos de fibras analisadas no decorrer deste
estudo, nas mesmas condigdes temporais e ambientais de espera das amostras anteriores (0ito
dias a temperatura ambiente), de modo a averiguar se alguma delas seria destruida durante a
aplicacéo deste teste.

Apo0s esse intervalo de tempo, todas as amostras foram submetidas ao processo de
filtracdo por vacuo em filtros de fibra de vidro, como é possivel verificar na figura 7.

Figura 7- Sistema de filtragdo a véacuo.
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O ultimo método empregue consistiu na adicdo de 10 ml de uma solugdo saturada de
iodeto de sddio (Nal;1,6 g.cm™) a cada uma das amostras, em diferentes copos de vidro,
sendo que, de seguida estes foram agitados durante cinco minutos num agitador Vortex.
Posteriormente, todas as solucdes foram deixadas a repousar durante cerca de 90 min, e de
seguida cuidadosamente decantadas manualmente para um sistema de filtracdo, Gltima etapa
deste procedimento final.

Apds a conclusdo do procedimento anterior, todas as parcelas foram novamente
contabilizadas pelo método visual e com o auxilio do software Micoplastic Visual Analysis
Tool (MP-VAT), segundo o contetdo de particulas e fragmentos pléasticos existentes nas
mesmas. De modo a que utilizacdo deste programa fosse possivel, foi necessario a aplicacao
prévia do corante Nile Red (0,01 mg.mI?) a cada uma das amostras, para que os fragmentos
plasticos existentes, apresentando fluorescéncia, conseguissem ser lidos corretamente pelo
programa.

Entretanto, as Unicas parcelas ndo submetidas a nenhum dos tratamentos referidos
anteriormente, foram remetidas para analise por SEM/EDX (Hitachi S4100microscope;
Scanning Electron Microscopy/ Energy Dispersive X-rays Spectroscopy), para uma
avaliacdo do seu conteldo com uma técnica que apresenta uma alta resolugéo fotogréfica.

Foram ainda efetuados trés testes adicionais, para que se estimassem possiveis
contaminacdes, decorrentes da aplicacdo dos dois ultimos métodos as amostras em analise.
Com esse intuito, foram contabilizadas as fibras existentes num filtro de fibra de vidro limpo,
igual aos utilizados durante todo o processo precedente, e ainda a outros dois filtros, com
aplicacdo prévia das solugdes de H>O2 e Nal (uma por filtro) idénticas as aplicadas no

decorrer do método de digestdo, em termos de concentracao e volume.
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4. Resultados e Discussao

4.1.Concentracdes de PMzo

Na tabela seguinte apresenta-se um resumo do tipo de ambiente caracterizado, periodo
de recolha, volume amostrado e respetivas concentracdes de PMio, referentes as duas

amostragens de matéria particulada efetuadas neste estudo.

Tabela 5- CondicGes de amostragem das particulas PMsg.

Periodo de . Vielluize Concentracao
Amostragem Meio amostrado 3
amostragem [m] [ng.m=]
Interior 7,30 33,7
10/10/2018 = ‘Amostragem .
preliminar Exterior 7,24 11,1
Interior 7,19 23,8
12/03/2019 2°Amostragem -
Exterior 7,11 17,3

E possivel verificar que as concentracdes de PMao, registadas em meio interior e exterior
durante os dois dias de amostragens efetuadas, foram inferiores aos valores limite diarios
especificados pelas diversas entidades referidas na revisao da literatura (capitulo 1), o que
revela uma conformidade com a legislagio imposta. E pertinente mencionar que as
concentracOes de matéria particulada foram relativamente superiores em meio interior, como
seria expectavel, devido a possivel presenca de um maior nimero de fontes emissoras, aliado

a existéncia de menores mecanismos de dispersdo do ar.

4.2.Selecao de um método de digestao de fibras naturais

Relativamente aos diversos protocolos de digestdo empregues ao longo deste estudo,
foram avaliados de dois modos distintos, através da perda de peso e por intermédio dos
espetros gerados pelo equipamento FTIR-ATR.

Ao longo desta analise foi elaborado um conjunto de graficos, de modo a que a
informacdo fosse transmitida o mais simplificada e intuitivamente possivel. Os dados

representados em cada um desses graficos correspondem a eficiéncia da digestdo da amostra
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respetiva, filtro de quartzo ou fibra téxtil, excetuando determinados casos em que ndo se
conseguiu obter esse valor, utilizando-se, por conseguinte, a percentagem de eficiéncia
relativa ao conjunto filtro+amostra. Contudo, este conjunto de valores acarreta obviamente
uma probabilidade de erro superior, pois tem em conta um maior nimero de fatores a ele
associado.

Adicionalmente, no anexo | apresenta-se um resumo estatistico dos valores obtidos
alusivos a perda de peso, sendo que, esses valores foram obtidos a partir da aplicacdo das
equacbes 4 e 5 descritas no procedimento experimental (capitulo 2). As percentagens
apresentadas nas tabelas em anexo correspondem a mediana dos valores, calculadas
consoante o nimero de réplicas empregues por cada fibra analisada e protocolo aplicado. E
também possivel verificar quais foram os valores minimo e maximo obtidos no conjunto das
réplicas apresentadas por cada um dos protocolos aplicados.

Como ja& mencionado ao longo deste estudo, estes protocolos foram aplicados
preliminarmente em fragmentos de filtro de fibra de quartzo, por ser o material utilizado para
a recolha das amostras de particulas em suspensdo, de forma a apurar se este ndo seria
parcialmente destruido durante o processo de digestdo. Os resultados obtidos, relativamente
a eficiéncia de digestdo do filtro de fibra de quartzo encontram-se na tabela 15 (Anexo I).
Na figura seguinte resumem-se os resultados, sob a forma de um grafico de bigodes de caixa,

por forma a tornar mais percetiveis as diferencas ocorridas entre os testes.
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Figura 8- Eficiéncia da digestdo (%) de amostras de filtro de quartzo expostos a um controlo (H20) e a cinco solugdes (KOH,
HNOs3, H,02+Fe, proteinase-k e celulase), sob um periodo de incubacdo de 1h a 50°C.

Os resultados obtidos mostraram que a adocao dos protocolos com recurso as solugdes
de H.O, KOH, HNO3 e H202+Fe era adequada, na medida em que provocou unicamente a
degradacédo de aproximadamente 6% do filtro. Quando submetidas a incubacdo da enzima
proteinase-k, durante uma hora, os resultados foram igualmente satisfatérios, com apenas
7,1% de degradacdo. Todavia, como é possivel verificar na tabela 17 (anexo 1), sob um
periodo de incubacdo maior (16 h), os resultados obtidos foram ligeiramente superiores,
atingindo os 20%, o que acabaria por poder suscitar alguns problemas. Por ultimo, a
aplicacdo da enzima celulase também forneceu resultados indesejaveis, com uma
percentagem de digestéo ligeiramente superior a 20%.

Em relacdo ao teste inicial, empregue com a finalidade de digerir as fibras naturais,
nenhum dos protocolos aplicados apresentou resultados satisfatérios nesse sentido, como é

possivel verificar no grafico seguinte e na tabela 16 (em anexo).
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Figura 9- Eficiéncia da digestdo (%) de fibras téxteis (poliéster, nylon, poliamida, algodéo, 13, linho, poliéster+algoddo, viscose e rayon) expostas a um controlo (H20) e
a cinco solucbes (KOH, HNOs3, H,O,+Fe, proteinase-k e celulase), sob um periodo de incubacéo de 1h a 50°C.
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E importante mencionar a ocorréncia de alguns erros durante o processo de digestso,
nomeadamente na primeira réplica realizada, em que se obtiveram valores negativos para o
filtro+amostra, em particular para a digestao alcalina com KOH. Tal acontecimento pode
estar provavelmente relacionado com a filtracdo de um volume insuficiente, que néo
permitiu dissolver por completo o composto quimico presente. Outra das explicacbes que
podem estar na origem desse erro, relaciona-se com o tempo de secagem das amostras, apos
a filtracdo das mesmas, que pode néo ter sido suficiente em determinados casos, provocando
deste modo um aumento do peso da amostra, devido ao teor de humidade por ela
apresentada.

Analisando os resultados, é possivel verificar que as percentagens de degradacéo obtidas
foram, na generalidade, bastante reduzidas, mantendo-se inferiores a 15%, excetuando
determinados casos. A poliamida e o nylon, ambas fibras sintéticas, apresentaram alguma
degradacdo quando submetidas a adicdo de HNOs3, com valores de 41,8% e 25,0%,
respetivamente, o que inviabiliza a sua aplicacdo em estudos deste tipo, pois, caso contrario,
ocorreria a destruicdo de uma parte do conteldo sintético da amostra, onde estariam
incluidos os microplasticos. Relativamente aos efeitos deste método em fibras naturais,
apenas 0 KOH demostrou surtir algum resultado positivo, exclusivamente na &, que
apresentou uma degradacgdo de 31,6%. E presumivel que, se a solucdo de KOH adicionada
apresentasse eventualmente uma concentracdo superior, ou se o tempo de incubacao tivesse
sido mais elevado, o resultado final teria sido mais favoravel. As restantes fibras naturais
apresentaram valores de degradacéo superiores quando estiveram em contacto com a solugao
de H2O>+Fe, sendo que para o linho se alcangcou um valor de 9,1% enquanto que para o
algodéo se obteve um valor de 4,8%.

A aplicacdo de enzimas, nomeadamente a proteinase-k, também ndo fomentou qualquer
tipo de repercusséo positiva, tendo-se observado apenas um ligeiro aumento da degradagéo
de todas as fibras, decorrente do aumento do periodo de incubacdo das mesmas, como €é

possivel ver no grafico exposto de seguida.
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Figura 10- Eficiéncia da digestéo (%) de fibras téxteis (poliéster, nylon, poliamida, algodéo, 14, linho, poliéster+algodao, viscose

e rayon) expostas a uma solucéo de proteinase-k, sob um periodo de incubacéo de 16h a 50°C.

Por dltimo, a aplicacdo de celulase, sob um tempo de incubacdo de 1 h também nao
mostrou resultados satisfatdrios, apresentando taxas de degradacdo abaixo dos 11%, sendo
que a viscose foi a fibra que apresentou a taxa de degradacdo mais elevada, 10,1%. De igual
modo, a aplicacdo desta enzima durante um intervalo de 5 dias, unicamente a fibras naturais,
também ndo revelou bons resultados, como é possivel verificar na tabela 6, provocando
apenas um aumento insignificante das taxas de digestdo referentes as respetivas amostras
téxteis. Foi realizada unicamente uma réplica, uma vez que os valores alcangados foram
bastante reduzidos, tornando dispensavel a aplicacdo de um nimero superior de réplicas, ndo

sO devido a taxa de insucesso, mas também por raz6es econémicas.

Tabela 6- Eficiéncia da digestao (%) de fibras téxteis (algod&o, 1, linho), expostas a uma solucédo de
celulase, sob um periodo de incubacdo de 5 dias a 50°C.

Eficiéncia da digestdo da
Fibras amostra [%0]
Algodao 4,2
La 5,6
Linho 7,3
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De certo modo, os resultados véo ao encontro do que tem sido descrito na literatura, onde
se refere que a solucéo de H>O> (30%-35%) é considerada um dos agentes oxidantes mais
eficazes na degradacdo de matéria organica, e com pouca influéncia na degradacdo de
polimeros plasticos. Em contrapartida, a digestdo acida encontra-se normalmente associada
a destruicdo de matéria plastica [100]. Ambos os casos foram verificados no estudo em
questdo, com a solugdo H>O>+Fe a possuir um maior impacto na degradacdo de fibras
naturais e a solugdo acida de HNOs a provocar a destruicdo parcial de algumas fibras
sintéticas, como o nylon e a poliamida. No entanto, esta analise comparativa nao pode ser
inteiramente aplicada ao caso em questdo, uma vez que os fatores em observagdo diferem
dos demais casos de estudo, normalmente relacionados com o ramo aquatico.

E importante mencionar que os valores de pH das solugBes contendo as enzimas,
encontravam-se dentro do intervalo pretendido, sendo que a solucdo de proteinase-k
apresentava um valor de 6,3 e a de celulase um valor de 4,6.

Como referido precedentemente, a eficiéncia da digestdo das amostras também foi
avaliada em termos de composicao quimica por intermédio do equipamento FTIR-ATR, uma
vez que a perda de peso ndo é o Unico fator a ter em conta. Os espectros obtidos foram
observados e analisados através do software de espectroscopia 6tica Spectragryph V1.2.11.
Todos os valores referentes a comprimentos de onda que se situavam abaixo de 600 cm™
foram removidos, uma vez que os respetivos espetros de referéncia utilizados nesta analise
apresentavam uma gama de comprimentos de onda compreendida entre (4000-600 cm™).

De seguida, mostram-se os graficos resultantes da aplicacdo deste método, estando
divididos por fibra empregue e protocolo aplicado, tendo sido escolhido um Unico espectro
por réplica realizada, devido ao grande nimero de espectros obtidos. No anexo Il, figuras 21
e 22, é possivel observar os restantes graficos, resultantes de dois testes adicionais efetuados

com proteinase-k e celulase a fragmentos téxteis.
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Figura 11- Espetros obtidos por FTIR-ATR resultantes da aplicacdo de um conjunto de solugdes (celulase,
proteinase-k, KOH, H,O.+Fe, HNO3, H,0) a fragmentos téxteis (poliéster, nylon, poliamida, algodao, 14,
linho, algod&o+poliéster, viscose, rayon).

Este tipo de analise permite a identificacdo, de um modo simples, de polimeros e fibras.
Contudo, o espetro resultante destes elementos pode ficar sujeito a modificacdes, devido a
ocorréncia de fendmenos de degradacdo, resultantes, por exemplo, da aplicacdo de certos
procedimentos de digestdo.

E de salientar que as alteraces ocorridas nos espetros de cada uma das fibras, em funcio
dos diversos protocolos de digestao aplicados, foram praticamente nulas, sendo 0s mesmos

muito similares entre si, em termos dos picos existentes, variando apenas em termos de

intensidade.
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4.3.Resultados da aplicacao de corantes

Inicialmente, quando as fibras foram observadas diretamente sob um comprimento de
onda de 470 nm, com luz ultravioleta, algumas das amostras demostraram apresentar
fluorescéncia, nomeadamente o algoddo apds a aplicacdo do Nile Red e o rayon perante
ambos os corantes. Contrariamente, quando examinadas no microscopio, a fluorescéncia
apareceu associada a certas zonas do préprio filtro e ndo as fibras, como se havia conjeturado
anteriormente. Concluiu-se assim que a aplicacdo do corante Nile Red, quando aplicado a
fragmentos téxteis conseguiu provocar fluorescéncia, como anteriormente tinha sido
observado por Prata et al. (2019). Contudo, quando aplicado a fibras em formato
individualizado, ndo conseguiu provocar o mesmo efeito [98]. Deste modo, eliminou-se a
hipotese de aplicacdo de corantes as amostras de material particulado recolhido na atmosfera,
com o intuito de se detetarem fibras sintéticas, uma vez que estas ndo apresentam
fluorescéncia em formato individual.

Na figura 12 exibem-se algumas das fotografias retiradas as amostras, tanto a olho “nu”,
como com 0 microscopio, sendo evidente as zonas de fluorescéncia existentes em
determinadas amostras. As fotografias, captadas inicialmente a “olho nu”, apresentavam-se
de dificil identificacdo, devido a tonalidade muito escura, tendo sido necessario a utilizacdo

de um programa de edicédo fotografica (Fotor), com o intuito de clarear as imagens.
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Figura 12- Aplicacdo de Nile Red (NR) e Rose Bengal (RB) em fibras téxteis, sendo que em 1 sdo vistas a
“olho nu” e 2 com 0 microscopio : [A] Algodao com NR; [B] Poliéster com NR; [C] Rayon com NR; [D]
Algodédo com RB; [E] Poliéster com RB; [F] Rayon com RB.

Aliado a este resultado, os testes de digestdo quimica empregues anteriormente com o
objetivo de degradar as fibras naturais também ndo permitiram alcancar resultados
satisfatorios, o que significa que a aplicacdo do corante Nile Red, sob um comprimento de
onda de 470 nm acabaria por resultar na fluorescéncia de todas as fibras téxteis, ndo sendo

viavel a sua utilizacdo na identificacdo de fibras sintéticas.
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4.4.Proposta de nova metodologia para a identificacéo visual de

fibras

Como referido no capitulo 3, foi criada uma chave de identificagdo visual de fibras
téxteis, simples e intuitiva. Esta foi elaborada a partir da compilacdo das caracteristicas
registadas aquando da anélise observacional das fibras téxteis em estudo em conjunto com
informacdes presentes na literatura.

Iniciando esta caracterizacdo pelas fibras naturais, a analise destas permitiu concluir que
tendem a apresentar uma estrutura idéntica a um “fio de cabelo”, exibindo normalmente uma
superficie externa rugosa e irregular. Por sua vez, as fibras sintéticas observadas
evidenciaram uma fisionomia mais uniforme, lisa, com um menor ndmero de
irregularidades. A luminosidade foi outra das propriedades observadas, tendo a sua presenca
sido mais proeminente em fibras sintéticas do que nas naturais.

O algodao, fibra de origem vegetal, é considerada como sendo de facil identificacdo. Na
literatura o seu aspeto é descrito como sendo idéntico ao de uma fita torcida, sendo esta
constituida por inimeras fitas regulares e irregulares, que mudam de direcdo consoante a
torcdo, apresentando deste modo uma estrutura analoga a um tubo em espiral [110]. A
observacao deste tipo de fibra permitiu verificar a rugosidade constante ao longo da sua
superficie, tendo sido evidente a presenca de pequenos sulcos, que se estendiam ao longo de
todo o comprimento da mesma.

De acordo com a literatura, a superficie externa da Ia é normalmente rugosa, sendo
composta por um conjunto de estruturas protuberantes, semelhantes a “escamas”. Por sua
vez, as extremidades sdo irregulares e desniveladas, devido a sobreposicdo de diversas
camadas superficiais [110]. Quando a fibra de 1a foi observada ao microscépio, apesar do
aspeto cilindrico apresentado, a sua superficie era ligeiramente nivelada e regular, ao
contrario do esperado.

Do conjunto de fibras naturais de origem vegetal analisadas, fez também parte o linho,
uma fibra com elevada resisténcia, cuja aparéncia mostrou ser lisa e nivelada, sem a presenca
de estrias longitudinais. O aspeto desta fibra é idéntico a uma cana, devido a presenca de
linhas transversais designadas nodos, que se estendem ao longo de todo o comprimento da

fibra, caracteristica que a diferencia das demais [111].
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No que diz respeito as fibras sintéticas, o nylon, inserido no grupo das poliamidas, exibiu
um formato semelhante ao de uma vareta e uma cor translucida. A aparéncia brilhante e
luminosa foi fortemente visivel. O comprimento desta é considerado equivalente ao da fibra
de algodéo e de 14, sendo que a sua superficie é uniforme, regular e contém marcas escuras
ao longo de todo o seu comprimento [112].

O poliéster, por sua vez, apresentou 0 mesmo formato de vara analoga ao nylon, assim
como o mesmo tipo de superficie, uniforme, lisa brilhante e de aspeto translucido, cujo
diametro aparentou ser uniforme. Relativamente ao comprimento, este € considerado
equiparavel ao das fibras de 13 e algodao [112].

No que concerne as fibras semi-sintéticas, o rayon e a viscose apresentaram ambos uma
aparéncia lisa e arredondada, semelhante ao formato de uma vara, com numerosas estrias
longitudinais paralelas ao longo de todo o comprimento das fibras analisadas. Foi verificada
ainda uma intensa luminosidade e um diametro uniforme.

Por altimo, a fibra constituida por poliéster e algodao, incluiu obviamente uma mistura
das caracteristicas ja mencionadas anteriormente alusivas a estes dois tipos de fibras.

De seguida, mostram-se algumas das fotografias obtidas neste estudo, relativas a cada

uma das fibras téxteis em analise.

Joana Castro 52



Exposicdo humana a microplasticos por inalagdo de ar ambiente.

Figura 13- Seccoes longitudinais das fibras de [A]-[B]Algod&o; [C]-[D] L&; [E]-[F]Linho; [G]-[H] Nylon; [1]-[J]
Poliamida [K]-[L] Poliéster [M]-[N] Poliéster+Algodao [O]-[P] Rayon [Q]-[R] Viscose.
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Na tabela seguinte apresenta-se uma sintese das caracteristicas mais relevantes de cada
um dos tipos de fibra analisados neste estudo. E de salientar a complexidade acrescida
decorrente da tentativa de distin¢do das fibras sintéticas e semi-sintéticas entre si, pois as

caracteristicas apresentadas pelas mesmas sdo muito semelhantes.

Tabela 7- Quadro-sintese com as principais caracteristicas longitudinais de cada tipo de fibra analisada.
Fibras Caracteristicas

Aspeto de “fita torcida”;

Superficie rugosa;

Extremidades

irregulares/pontiagudas.

Aspeto cilindrico;

Superficie rugosa;

Sobreposicdo de diversas camadas

superficiais, “escamas”;

Extremidades

irregulares/desniveladas.

Aspeto de “cana”;

Aparéncia lisa/nivelada;

Presenca de linhas transversais;

Extremidades pontiagudas.

Formato “vareta’;

Superficie uniforme/regular;

Presenca de manchas escuras;

Cor translucida;

Aparéncia luminosa.

Aparéncia lisa/ arredondada;

Formato “vara”

Presenca estrias longitudinais

paralelas;

Diametro uniforme;

Intenso brilho.

Algodao

AN

AN

<

Linho

Nylon/Poliamida/Poliéster

ANANEN N NN NANA NN NN

Rayon/viscose

AN

Na figura 14 encontra-se representado um fluxograma que permite a identificacao visual
das fibras de uma maneira mais eficiente e simplificada. A aplicacdo deste em amostras de
fibras provenientes do ar atmosférico seria 6tima, contudo, a sua aplicabilidade na integra
seria uma tarefa complicada de executar, devido ao fato de estar em causa um conjunto de
fibras cujas caracteristicas sdo muito semelhantes entre si, o que pode levar a ma

interpretacdo das mesmas.
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Fibras téxteis

Apresentam uma
superficie externa
rugosa e irregular?

Apresentam um
formato de “vara” e
brilho intenso?

Presenca de estrias

3im - o Apresentam s
Fibras sinteticas/ manc?]as eSS 8 longitudinais
semi-sintéticas corfrans ticida? paralelas e didmetro
! uniforme?

Fibras Maturais

Fibras Maturais

Nylon/ Poliamida/

Paliester

Presenca de
“escamas”

Aspecto "cana™?

Fibras sintéticas/
semi-sintéticas

Figura 14- Fluxograma das principais caracteristicas longitudinais de diferentes tipos de fibras téxteis.
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4.5.Determinacao de microplasticos e microfibras em amostras

reais de PM1o

A observacdo visual de particulas plésticas, feita de um modo direto e com o auxilio de
algum tipo de equipamento, € um método comummente utilizado na identificagdo e
subsequente quantificacdo das mesmas. Contudo, como referido anteriormente, este método
apresenta uma serie de desvantagens, nomeadamente, pela sua subjetividade, pois os
resultados podem variar consoante o operador em questdo, e pelo facto de se tratar de um
processo exaustivo e demorado. Aliado a estes problemas globais, o facto de neste estudo
estarem a ser avaliadas amostras coletadas no compartimento atmosférico, que conseguem
apenas ser observadas e analisadas por microscopia, devido as dimensdes muito reduzidas
das particulas em suspensdo na atmosfera, torna este processo ainda mais complexo e dificil
de executar. Ao longo deste estudo, foram feitas tentativas de eliminagcdo de material
sintético. Contudo, os resultados provenientes destas experiéncias ndo foram
suficientemente satisfatérios para permitirem a posterior aplicacdo dos mesmos, tornando
unicamente exequivel a tentativa de distingdo entre o material sintético e ndo sintético
presente em cada uma das amostras.

Todas as amostras de matéria particulada recolhidas foram analisadas e posteriormente
quantificadas em termos de conte(ldo em fragmentos pléasticos e fibras, sob um microscopio
com uma ampliagéo de 10x. Cada uma das amostras foi previamente subdividida em quatro
parcelas, de modo a simplificar o processo de identificacdo subsequente. Essa analise
envolveu a observacao de certas caracteristicas, tais como a cor, a luminosidade e o formato
apresentados pelos elementos encontrados, por forma a classificar as fibras, em sintéticas ou
naturais, com base no método de identificacdo elaborado previamente.

Foram tiradas algumas fotografias ao longo do processo de contabilizacdo das fibras e
fragmentos, apresentando-se as que se consideram mais representativas no anexo Ill.

E importante referir que, sendo a analise quantitativa destas amostras um processo
bastante moroso, caracterizado por elevados periodos de exposicdo ao ar ambiente, 0 risco
de contaminac&o inerente a cada uma das amostras aumenta consideravelmente.

De seguida, apresenta-se uma tabela resumo relativa a contagem das fibras antes e apos

a aplicagdo combinada de dois métodos distintos a cada uma das parcelas referentes ao meio
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interior, exterior e ao branco: um protocolo de digestdo da matéria orgénica, e outro de

separagdo dos microplasticos através do fator densidade.

Tabela 8- Contagem de fibras e fragmentos antest e apdsl? a aplicacdo de dois protocolos, um de digestéo
da matéria orgénica e outro de separacdo de microplésticos através da densidade.

Contagem [ Contagem [
Me|o Parce|a FS* FN** F*** FS* FN** F***
1 7 0 0 - - -
2 3 2 4 9 0 8
Exterior 3 2 2 1 6 0 8
4 4 0 0 10 1 5
Média (+0) |4(x2) 1(x1) 1(x2) | 8(x2) 0(xl1) 7(x2)
1 11 2 1 - - -
2 6 4 0 5 0 1
Interior 3 4 3 0 4 0 8
4 3 3 0 6 0 3
Média (+6) | 6(x4) 3(x1) 0(x1) | 5(x1) 0(x0) 4(x4)
1 4 1 0 ] ] )
2 2 0 0 6 0 5
Branco 3 2 0 0 5 0 4
4 2 1 0 4 0 4
Média (+6) [ 3(x1) 1(x1) 0(x0) | 5(x1) 0(x0) 4(%1)

*FS-Fibras sintéticas; **FN-Fibras naturais; ***F-Fragmentos.

A primeira contagem permitiu inferir que a generalidade de fibras encontradas tinha
caracter sintético, segundo a chave de identificacdo criada precedentemente. Cerca de 80%
das fibras totais encontradas em meio exterior foi catalogada como sendo sintética, enquanto
gue no meio interior esse contributo limitou-se a 67% do total.

No que concerne as cores observadas durante a analise das amostras, observou-se apenas
uma ligeira variacdo entre as cores ostentadas pelas fibras e pelos fragmentos plasticos
visualizados. As fibras encontradas apresentavam maioritariamente cor vermelha, azul,
incolor ou um aspeto “esbranquigado”. Contrariamente, os fragmentos, estimados como
sendo microplasticos, encontraram-se na sua maioria restringidos a cor amarela, azul e
castanha. Na figura 15 € possivel observar alguns exemplos das fibras mais vulgarmente

encontradas e que foram contabilizadas como sendo sintéticas.

Joana Castro 57



Exposicdo humana a microplasticos por inalagdo de ar ambiente.

Figura 15- Fotografias obtidas por microscopia dtica, com uma lente de amplia¢do 10x.

Relativamente as caracteristicas estruturais mais proeminentes encontradas nesta analise,
enumeram-se 0 formato regular, 0 aspeto “tubo”, a superficie nivelada e o didametro
uniforme, associadas normalmente a presenca de fibras sintéticas, como pode ser observado

na figura 16.

Figura 16- Fotografia obtida por microscopia 6tica, com uma
lente de ampliagdo 10x a uma fibra sintética.

As fibras naturais estavam presentes em menor nimero, apresentando geralmente uma
superficie mais irregular e torcida. E importante mencionar que, durante uma primeira
inspecdo as amostras coletadas, pressup6s-se a visualizagdo de algumas fibras, as quais ap6s
uma segunda avaliacdo mais atenta, foram rejeitadas. Considerou-se que estas seriam parte
constituinte de fibras com origem no proprio filtro, ou seja, ndo provenientes do
compartimento atmosférico.

Relativamente a segunda quantificacdo realizada, os resultados obtidos revelaram que a
totalidade de fibras encontradas possuia praticamente caracter exclusivamente sintético,
cerca de 100% em ambiente interior e 96% em ambiente exterior. As tonalidades de
coloracédo variaram entre preto, vermelho, azul e transparente. Em relagdo ao formato e
aspeto, a maioria mostrou-se uniforme e regular. E de mencionar que ocorreu a descoloragio
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de algumas fibras outrora coloridas, devido, possivelmente, as solugdes utilizadas durante a
execucao dos ultimos dois métodos.

Ao contrario do esperado, a amostra de branco indicou a presenca de niveis elevados de
fibras e fragmentos, o que pode revelar a existéncia de fontes de contaminagéo externas. Esta
contaminacdo poderia ter sido estimada durante o processo de contagem, através da
exposicdo de filtros brancos as mesmas condicdes atmosféricas de trabalho. Outra das
hipdteses cinge-se a reparticdo dos filtros em quatro parcelas, que pode ter estado na origem
da libertacao de fibras do proprio filtro de quartzo, contaminado desta maneira a amostra.

Apresentam-se na tabela 9 as concentracOes de fibras naturais, de fibras sintéticas e de
fragmentos microplasticos encontrados na sequéncia das duas analises quantitativas. Estes
valores foram calculados através do quociente entre a quantidade de fibras totais encontradas
em cada um dos meios em andlise e o respetivo volume de ar amostrado, valores presentes
na tabela 5 deste capitulo. Os dados referentes a primeira parcela do meio interior e exterior
ndo foram contabilizados para efeitos de concentracdo, uma vez que, na segunda contagem

efetuada estas parcelas haviam sido remetidas para analise SEM.

Tabela 9- Concentragdes de fibras naturais, sintéticas e de fragmentos microplasticos presentes em meio
exterior e interior antes [*1 e apds [*1 a aplicacéo do protocolo de digestdo organica e de separagéo de
microplasticos por densidade.

Concentrag&o Exterior Interior
[/mg] 10 20 10 20
Flbras_ 0,56 0,14 1,39 0,00
Naturais
Fibras 127 352 181 2,09
Sintéticas

Microplasticos 0,70 2,95 0,00 1,67

Pela observacdo da tabela, € possivel verificar a existéncia de concentracbes mais
elevadas de fibras em meio interior, na primeira contagem efetuada, resultado que vai ao
encontro do esperado, uma vez que, a partida, € 0 meio que possui um maior numero de
fontes associadas a propagacdo de elementos com origem pléstica. Contrariamente, apos a
aplicacdo dos procedimentos de digestdo e separacdo dos microplasticos, a concentracdo de

fibras em meio exterior, tanto naturais como sintéticas, aumentou significativamente em
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relacdo ao meio interior. A presenca de fragmentos microplasticos também se revelou
superior em meio exterior em ambas as contagens efetuadas.

Os resultados obtidos na segunda contagem evidenciaram ainda que a quantidade de
fibras naturais foi muito inferior a quantificada na primeira contagem, sendo que, em meio
interior, deixaram mesmo de ser detetadas. Este resultado pode estar relacionado com a
degradacédo das fibras naturais apds a aplicacdo do método de digestdo oxidativo com a
solucéo de H202 (15%). Para avaliar esta possibilidade, foi realizado um teste, em condigdes
idénticas as usadas para as amostras, para que os efeitos de degradacdo pudessem ser
estudados individualmente, quando aplicados as fibras. Contudo, de acordo com os
resultados apresentados na figura 17 e na tabela 18 dos anexos, em termos de percentagem
de perda de peso das amostras, é notavel a irrelevancia das percentagens de degradacédo

alcancadas relativamente a todas as fibras analisadas.

Efsciéncia dn digestdn (%)
>

Poligster Mylon Paoliamida Alzndia L3 Linko  Doliester+Alzedio  Viscess Fayen

Figura 17- Eficiéncia da digestao (%) de fibras téxteis (poliéster, nylon, poliamida, algodéo, 14, linho,
poliéster+algodao, viscose e rayon) expostas a uma solucdo de H,O, (15%) a temperatura ambiente durante 8
dias.

E possivel constatar que o valor de mediana permaneceu inferior a 8%, o que revela ser
um método de aplicacdo adequado no que se refere a ndo destruicdo indesejada de fibras
sintéticas, mas, ainda assim, ndo causou a eliminagéo de qualquer fibra natural, como seria
desejavel. No anexo I, figura 23, é possivel ainda averiguar as altera¢fes ocorridas segundo
a composicao quimica, quando se procedeu a analise por FTIR-ATR, e que apontou para a
ndo ocorréncia de alteragdes significativas.
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Além do fator referido precedentemente, outra explicacdo provavel podia estar
relacionada com a propria densidade dos elementos. A densidade pode ser enumerada como
um parametro que contribui positivamente para a separacdo de matéria plastica, que se
encontre agregada a sedimentos, sendo vulgarmente utilizadas com esse intuito solugdes
salgadas saturadas, tais como, cloreto de sddio (NaCl), cloreto de zinco (ZnCly) e iodeto de
sddio (Nal) [113]. Neste estudo, foi aplicada uma solucdo de Nal (1,6 g.cm), apés o
processo de digestdo a todas as amostras, de modo a que a matéria plastica, cujos valores de
densidade fossem inferiores aos da solucdo, conseguisse ficar em suspensdo na amostra,
submetendo-se ent&o o sobrenadante ao processo de filtracdo. Na tabela 10 encontra-se uma
lista com alguns tipos de polimeros, fibras naturais, sintéticas e semi-sintéticas mais comuns

e a respetiva densidade.

Tabela 10- Valores de densidade associados a um conjunto de polimeros, fibras naturais, sintéticas e semi-

sintéticas.
Densidade
(g/cm?)
Polietileno Tereftalato (PET) 1,34-1,39

Polietileno de Alta Densidade (PEAD) 0,94-0,97
Polietileno de Baixa Densidade (PEBD) 0,91-0,93

Polimeros Policloreto de vinilo (PVC) 1,38
Polipropileno (PP) 0,85-0,94
Poliestireno (PS) 0,96-1,05
Policarbonatos 1,20
Linho 15
. . Algodao 1,5-1,6
Fibras naturais Seda 13
La 1,3
Fibras Viscose 1,49
sintéticas/semi- Poliéster 1,39
sintéticas Poliamida 1,12-1,14

Fonte: elaborado com base em Branciforti et al. (2009) e, Lambert et al. (2018) [115,116].

A inexisténcia de fibras naturais nas amostras pode ser explicada com base neste motivo,
uma vez que a densidade das fibras naturais pode ser superior a densidade da solucao
utilizada, provocando a consequente sedimentacdo das mesmas. De acordo com os dados
apresentados na tabela anterior, € possivel confirmar que a densidade de algumas das fibras
naturais mais vulgarmente encontradas se encontra muito proxima de 1,6 g.cm, o que pode

ter levado a sedimentacdo das mesmas na solugéo, caso estivessem presentes.
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Além dos microplésticos em suspenséo, é possivel que uma parte do restante material
presente na amostra possa ter ficado de igual modo em suspensdo na solugdo final,
ocorréncia que poderia ser evitada caso a densidade da solucdo utilizada fosse menor. Porém,
caso essa diminuicao fosse imposta, a quantidade de material plastico em suspenséo acabaria
inadvertidamente por ser menor, devido ao risco de que alguns microplasticos mais densos
acabarem igualmente por sedimentar.

Relativamente a tltima etapa deste procedimento, que consistiu na aplicacdo do corante
Nile Red (0,01 mg.ml?) as amostras do ar exterior, interior e ao branco, a contagem das
particulas e dos fragmentos encontrados foi efetuada inicialmente de forma manual e
posteriormente mediante a utilizacdo do programa MP-VAT. Esta andlise, como ja
mencionado previamente, foi executada sob um feixe de radiacdo UV (470 nm), com o
auxilio de um filtro laranja, de modo a que a fluorescéncia, quando presente, pudesse ser
visivelmente detetada, caracterizando-se por exibir uma tonalidade amarelada-avermelhada.

De seguida é possivel observar algumas das fotografias tiradas com a camara fotogréafica
(Canon, 550D EFS18-55), de acordo com o ambiente e a parcela em analise, sendo que as

restantes se apresentam no anexo IV.

Figura 18- Amostras com Nile Red (0,01 mg.ml), sob radiacdo UV (470 nm): [A] Exterior, parcela 3; [B]
Interior, parcela 3; [C] Branco, parcela 2.

O programa MP-VAT encontra-se apto a fazer a diferenciacdo entre particulas e
fragmentos encontrados, de acordo com o formato do elemento, sendo que as particulas se
caracterizam por apresentar um aspeto mais circular, em oposigéo aos fragmentos, que séo
mais assimétricos [98]. Porém, manualmente essa tarefa torna-se mais complexa, ndo tendo

sido exequivel realizar essa distin¢cdo durante o processo de contabilizagcdo, sendo que 0s
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resultados finais restringem-se & soma destes dois componentes, como é possivel observar

na tabela 11.

Tabela 11- Contagem manual e através do programa MP-VAT, de fragmentos e particulas apés a aplicacéo
do corante Nile Red (0,01 mg.ml*) as amostras do ar exterior, interior e branco, sob radiagdo UV (470 nm).

Contagem Contagem
Meio Parcela manual com MP-VAT

2 15 5
Exterior 3 12 7
4 11 9

Média (+o) 12 (£2) 7 (£2)
2 1 3
Interior 3 25 17
4 6 7

Média (o) 11 (+13) 9 (£7)
2 11 11
Branco 3 9 12
4 8 4

Média (o) 9 (+2) 9 (+4)

A utilizacdo de corantes neste tipo de estudos, apesar de ser considerada um método
economicamente viavel, facilitando a identificacdo visual, possui também algumas
limitages. Entre estas, destaca-se a possibilidade dos corantes serem adsorvidos facilmente
por polimeros e fibras pléasticas, mas também por material bioldgico, pelo que é necessaria
a aplicacdo prévia de um método de digestdo [116]. Deste modo, os resultados obtidos pela
analise anterior ndo podem ser catalogados exclusivamente como pertencendo a parte
sintética da amostra, tendo em conta que podem estar também a contabilizar matéria
organica ndo degradada previamente com a solucgéo de H»Oo.

Além disso, os resultados adquiridos permitem inferir que a contagem manual viabilizou
a quantificacdo total de um namero de elementos superior em rela¢do ao programa, o que
ndo seria de esperar, uma vez que, a partida, 0 MP-VAT consegue identificar objetos de
dimensdes até 60 pum, aproximadamente, enquanto que o olho humano apenas deteta
dimensdes mais elevadas, até aos 100 um. A obtencg&o de tais resultados pode dever-se ao
fato do programa ainda se encontrar numa fase preliminar de otimizagéao, nao possibilitando
a detecdo de particulas e fragmentos cuja intensidade de fluorescéncia seja muito ténue.

Avaliando os valores obtidos em relacdo ao meio em que estdo inseridos, é relevante

referir que 0 MP-VAT contabilizou 0 mesmo ndmero de elementos na amostra de branco e
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na de ar interior, acontecimento ndo expectavel, o que evidencia um nivel de contaminacao
consideravel. O ambiente exterior apresenta dados similares aos restantes ambientes em
analise, contudo, quando a analise é efetuada manualmente, € 0 meio que apresenta valores
mais elevados.

Além da analise das amostras sob um comprimento de onda de 470 nm, foi ainda
realizada a observacao das mesmas a 254 nm. A observacao sob este comprimento de onda,
possibilita uma identificacdo mais correta de microplasticos, na medida em que ndo provoca
a fluorescéncia de matéria organica. Esta comprovada a observacao de diversos polimeros
sob este comprimento de onda, tais como o0 PEBD, PET, PP e PSE (poliestireno expandido),
Contudo, certos polimeros como o PEAD, PS, PCV e o PE degradado estdo associados a
uma coloracdo de intensidade fraca ou mesmo nula [116]. Podem também ser identificadas
fibras ou fragmentos de cor branca-azulada, que apresentam esta tonalidade devido ao
corante do proprio tecido, que em contacto com radiagdo UV, neste comprimento de onda,
apresenta fluorescéncia [116]. Estas fibras ou fragmentos podem desta forma ser material
plastico, ou ndo. Além disso, estes elementos podem provir de fontes de contaminacao
externas. Na figura 19 encontram-se algumas fotografias exemplo desta analise, sendo
possivel observar a presenca de material de tonalidade branca, azul e vermelha,
respetivamente. No anexo IV, encontram-se as restantes fotografias tiradas, alusivas as

restantes parcelas examinadas.

Figura 19- Amostras com Nile Red (0,01 mg.ml?), sob radiacdo UV (254 nm): [A] Exterior, parcela 3; [B]
Interior, parcela 2; [C] Branco, parcela 3.
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Na tabela 12 encontram-se os valores obtidos a partir da contabilizacdo manual das
particulas e fragmentos de tonalidade unicamente vermelha, uma vez que os restantes

elementos, presentes em grandes quantidades, eram de dificil determinacéo.

Tabela 12- Contagem manual de fragmentos e particulas apds a aplicagdo do corante Nile Red (0,01 mg.ml?)
as amostras do ar exterior, interior e branco, sob radiacdo UV (254 nm).

Contagem
Meio Parcela manual

2 5
Exterior 3 6
4 2

Média (+o) 4 (£2)
2 0
Interior 3 17
4 6

Média (+o) 8 (x9)
2 2
Branco 3 3
4 0

Média (o) 2 (¥1)

Os resultados desta analise diferiram ligeiramente da analise anterior, sob um
comprimento de onda diferente, na medida em que se quantificou um numero inferior de
elementos em cada um dos meios.

Apesar do programa MP-VAT reconhecer exclusivamente a presenga de fragmentos e/ou
particulas plasticas em amostras, também foram observadas, e consequentemente
quantificadas manualmente algumas fibras que se encontravam igualmente presentes nas

amostras em analise, como é possivel averiguar na tabela 13.
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Tabela 13- Contagem manual de fibras ap6s a aplicagdo do corante Nile Red (0,01 mg.mlt) as amostras do
ar exterior, interior e branco, sob radiagdo UV (470 e 254 nm).

Comprimento de onda (nm)
Meio Parcela 470 254
2 1 0
3 1 1
Exterior 4 0 0
Média (+o) 1(x1) 0(x1)
2 0 0
3 1 0
Interior 4 3 3
Média (+o) 1(x2) 1(x2)
2 1 1
3 0 1
Branco 4 0 0
Média (+0) 0(x1) 1(x1)

A maior parte das fibras observadas sob os dois comprimentos de onda em anélise,
encontravam-se presentes em meio interior, sendo possivel verificar que a amostra de branco
possui uma porc¢do de fibras idéntica aos restantes meios, evidenciando uma vez mais 0s
elevados niveis de contaminacdo associados.

Com o intuito de se averiguar a ocorréncia de possiveis situacGes de contaminagdo no
decorrer dos dois ultimos protocolos realizados, foram executados trés testes adicionais. Os
valores resultantes destes testes encontram-se devidamente expostos na tabela 14, em termos

quantitativos, de fragmentos, particulas e fibras encontradas.

Tabela 14- Teor de fragmentos, particulas e fibras encontradas nos trés testes de identificacdo de possiveis
contaminacdes.

Teste F:)aagrrpiimgs € Fibras
Filtro limpo 0 0
Filtro com H202(15%) 1 3
Filtro com Nal (1,6g/cm3) 1 7

O nivel de contaminacéo presente no filtro de fibra de vidro limpo utilizado foi nulo,
enquanto que no filtro sujeito a adicdo da solucdo de H.O2(15%) foi relativamente baixo,

com a presenca de apenas um fragmento e de trés fibras, ambas consideradas sintéticas,
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devido a sua aparéncia nivelada e regular. Por Gltimo, o teste com Nal revelou a presenca de
um numero de elementos contaminantes superior, um fragmento e sete fibras, também
sintéticas. As cores apresentadas por estes elementos variaram entre azul, transparente e
maioritariamente preto.

Para que estas contaminagGes pudessem ser evitadas, seria necessario proceder a
filtracdo prévia de todas as solugdes utilizadas no decorrer do processo garantindo-se assim
que estas se encontrassem “limpas” de impurezas.

Como mencionado previamente, uma parcela de cada uma das trés amostras em estudo
foi remetida para andlise por scanning electron microscopy (SEM), com a intencdo de obter
imagens de alta resolucdo que permitissem fornecer informacGes mais detalhadas sobre as
caracteristicas superficiais dos elementos encontrados. Esta analise pode ser decisiva no
processo de identificacdo de uma particula ou fibra, isto é, se esta acaba por ser considerada
matéria plastica ou ndo.

O uso combinado da microscopia Otica com a técnica analitica scanning electron
microscopy with energy dispersive X-ray spectroscopy (SEM/EDX), possibilita a
identificacdo de um namero superior de fragmentos de material plastico que esteja presente
em amostras, diminuindo o potencial de erro associado a uma interpretacao incorreta dos
dados. Esta Gltima analise permite restringir ainda mais a grandeza da amostra selecionada
como sendo matéria plastica, para posterior observacdo em equipamentos tais como o FTIR
ou 0 Raman, técnicas que proporcionam a identificacéo definitiva [117].

Algumas das fotografias obtidas por meio desta analise encontram-se na figura 20.
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Figura 20- Imagens da amostra: [A-A1] ar interior, [B-B1] ar exterior e [C-C4] branco obtidas por intermédio
da técnica analitica SEM. [l Ampliagéo superior (20 pum).

E possivel verificar nas imagens dispostas do lado esquerdo, relativas a cada um dos
meios em analise e ao branco, cuja resolugdo é inferior as apresentadas do lado direito, a
presenca de algumas fibras, particularmente na amostra de branco. O contetudo observado
na imagem A é relativo as proprias fibras constituintes do filtro utilizado. Pelo contrério, na
imagem Bz é facilmente percetivel a existéncia de uma fibra com origem distinta das
restantes fibras provenientes do filtro em uso, possivelmente sintética, devido a superficie

nivelada, sem rugosidades e ao formato regular ¢ em “tubo”.
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E visivel em quase todas as fotografias, principalmente nas de maior ampliacio, a
presenga de elementos “esbranquigados”, presumivelmente constituintes diversos da matéria
particulada.

Esta analise ndo foi muito conclusiva, devido & auséncia dos dados referentes a
composi¢do quimica elementar obtidos por energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX), os
quais poderiam acabar por revelar mais informag6es acerca da origem precisa das fibras

encontradas.
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5. Conclusoes

A presente dissertacdo teve como objetivo quantificar a porcdo de microplésticos
presentes na matéria particulada em suspensdo na atmosfera (PM1o), a partir de amostras
recolhidas simultaneamente em ambiente interior e exterior de uma residéncia. Como sdo
muito escassos 0s estudos neste ambito, considera-se que o presente trabalho serve como
referéncia a realizacdo de estudos de monitorizagao futuros que abordem o mesmo vetor de
poluicdo aqui em analise.

Véarios métodos analiticos foram testados com o intuito de facilitar o processo de dete¢édo
e quantificacdo de microplasticos. Numa fase preliminar, recorreu-se a um microscépio ético
com o objetivo de efetuar uma primeira analise observacional as amostras recolhidas,
procedimento que revelou diversas limitagdes. Em primeiro lugar, salienta-se o facto de ser
uma técnica fatigante e que implica um longo periodo de tempo para a executar, o que acaba
por condicionar o nimero de amostras a analisar. Acresce que se trata de um procedimento
subjetivo, em que os resultados finais podem variar consoante o operador em questdo. Foram
ainda identificadas inimeras particulas de tonalidade escura nas amostras, presumivelmente
matéria organica ndo plastica constituinte da propria matéria particulada, que ndo puderam
ser contabilizadas devido as dimensdes muito reduzidas.

Com o intuito de eliminar o material ndo sintético presente nas amostras, procedeu-se a
adaptacdo e aplicacdo de um conjunto de protocolos de digestdo quimica, envolvendo a
adicdo de solucdes acidas (HNO3), oxidantes (H202+Fe), alcalinas (KOH) e enzimaticas
(proteinase-K e celulase) a um grupo de fragmentos téxteis naturais (1&, linho, algod&o),
sintéticos (poliéster, nylon, poliamida) e semi-sintétioas (poliéster+algodao, viscose, rayon).
De acordo com a perda de peso da amostra, o tratamento com H2O + Fe demonstrou ser o
mais eficaz na degradacédo da fibra de linho (9,1%) e de algodao (4,8%) e, em oposi¢édo, 0
tratamento com KOH mostrou uma eficiéncia de digestdo superior quando aplicado a la
(31,6%). Relativamente as fibras sintéticas, a aplicacdo de HNOs provocou uma ligeira
degradacdo da poliamida (41,8%) e do nylon (25%), inviabilizando a sua aplicagdo em
estudos deste género. Os filtros de quartzo, igualmente testados, revelaram resisténcia a

aplicacdo de todos os protocolos.
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Uma vez que os tratamentos quimicos aplicados ndo suscitaram os efeitos pretendidos,
foi elaborada uma chave que permitisse a identificacdo simplificada de um conjunto de
fibras, as mesmas em andlise durante o processo de digestdo, com base nas caracteristicas
longitudinais inerentes as mesmas. Essa chave foi aplicada posteriormente as amostras de
PM o recolhidas, possibilitando a distin¢do entre fibras sintéticas e naturais. N&o foi possivel
fazer uma diferenciacdo mais aprofundada dentro de cada um destes grupos, como
inicialmente pretendido, uma vez que a maior parte das fibras encontradas apresentava
superficies muito similares entre si.

Cada uma das amostras foi analisada quantitativamente, por intermédio de microscopia
Gtica, em termos de fibras e fragmentos existentes, antes e apos a aplicacdo de um protocolo
de digestdo de matéria organica (H202;15%) em combinagdo com um meétodo de separagéo
de microplésticos por meio de densidade (Nal;1,6 g.cm=). A primeira contagem realizada
permitiu a observagdo de um elevado nimero de fibras, maioritariamente sintéticas em meio
interior. As caracteristicas mais comuns verificadas foram o aspeto regular e nivelado, e uma
tonalidade vermelha, azul e incolor. Contudo, o branco apresentou grandes quantidades de
fibras e de fragmentos, o que revelou, a partida, um elevado indice de contaminacéo
laboratorial. Tal resultado pode ainda advir da possibilidade da existéncia de fibras
provenientes do proprio filtro de quartzo, libertadas aquando da reparti¢cdo das amostras em
parcelas. A segunda contagem indicou um aumento do nimero de fibras sintéticas e
fragmentos presentes e a auséncia das fibras naturais. Este aumento pode estar associado a
fragmentacdo de fibras de maiores dimensdes em outras de tamanhos mais reduzidos,
durante a aplicacgdo dos protocolos. A eliminacéo de fibras naturais poderia estar relacionada
com o processo de digestdo empregue anteriormente, tendo sido realizado um teste adicional
com peroxido de hidrogénio, sob condi¢des idénticas ao mesmo conjunto de fibras em
analise durante todo este estudo, de modo a que os efeitos de degradacdo fossem avaliados
segundo a perda de peso da amostra. Os resultados obtidos foram similares para todas as
fibras, sendo que o valor da mediana foi inferior a 8%. Excluida esta hipétese, ponderou-se
a sedimentacdo das mesmas durante o processo de separacdo por densidade. Alguns valores
presentes na literatura mostraram que fibras como a la ou linho apresentavam densidades
muito proximas, entre 1,5-1,6 g.cm™ as da solucdo utilizada, tornando verossimil esta

suposicao.
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A (ltima etapa deste estudo consistiu na aplicagdo do corante Nile Red (0,01 mg.ml?) a
cada uma das amostras, de modo a que os fragmentos e particulas presentes, sob radiacdo
UV (470 e 254 nm), pudessem ser detetados. Esta contagem foi feita inicialmente de forma
manual e de sequida através do programa informatico MP-VAT.

A observacdo das amostras sob um comprimento de onda de 470 nm possui algumas
limitacGes, uma vez que o corante, além de ser adsorvido por matéria plastica também pode
ser adsorvido por material biologico que esteja presente na amostra e que ndo tenha sido
completamente degradado durante o processo de digestdo. Deste modo, o material
contabilizado pode néo ter origem inteiramente sintética. Foram contabilizadas, em média,
12 particulas por parcela em meio exterior, 11 em interior e 9 no branco. Contrariamente,
sob um comprimento de 254 nm, todo o material que apresente uma tonalidade amarelada-
avermelhada pode ser considerado microplastico, apesar de poder ocorrer a ndo adsorcao do
corante por certos tipos de microplasticos que estejam igualmente presentes na amostra. A
observacdo de elementos, fibras e fragmentos de tonalidade azul e branca sob este
comprimento de onda ndo foi quantificada, devido a origem incerta das mesmas. Estas
poderiam provir de contaminacdes exteriores, além de que esta coloragdo é caracteristica da
propria adicdo de corantes durante o processo de producdo, e que sob esta radiacdo acaba
por apresentar fluorescéncia. Os resultados obtidos permitiram contabilizar um valor médio
inferior de fragmentos, 8 em meio interior, 4 no exterior e 2 no branco.

A contagem manual permitiu quantificar um numero superior de elementos em
comparagdo com o programa, o que pode estar relacionado com o facto de o MP-VAT estar
ainda numa fase de otimizacdo e nao conseguir fazer a leitura com eficacia de fragmentos
que apresentem uma fluorescéncia muito ténue.

Adicionalmente, foi realizada a contagem manual de fibras, tendo sido verificado em
média uma fibra por parcela e por meio analisado. Todavia, de acordo com um teste
preliminar feito durante este estudo, com a aplicacdo do corante Nile Red a diversas fibras
em formato individualizado, verificou-se a ndo fluorescéncia destas. Desta maneira, as
poucas fibras que apresentaram fluorescéncia neste Gltimo teste podem ndo ser realmente
fibras, mas um outro material com formato similar.

Por fim, é essencial mencionar os testes realizados com o intuito de averiguar possiveis
contaminacgdes no decorrer dos ultimos dois protocolos aplicados. Estes permitiram inferir

que os filtros de vidro utilizados estariam em principio livres de impurezas. Contrariamente,
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0 teste empregue com o peroxido de hidrogenio resultou na observacao de algumas fibras
contaminantes, presumivelmente de origem sintética, enquanto que o Ultimo teste efetuado
com a solucdo de iodeto de sddio evidenciou igualmente a presenca de material
contaminado, mas desta vez em quantidades superiores. Em estudos futuros, tais solugdes
deveriam ser filtradas precedentemente ao seu uso, de modo a que contamina¢Ges com
origem neste tipo de fontes pudessem ser evitadas.

Deveria ainda ter sido efetuado outro teste no decorrer da divisdo em quatro parcelas de
cada um dos filtros contendo as particulas amostradas e durante o processo de contagem.
Este processo deveria ter sido acompanhado da presenca de um filtro em branco, exposto ao
ar laboratorial, por forma a estimar a concentracdo de fibras depositadas durante estes
procedimentos.

Ap0s este estudo estar concluido, torna-se pertinente sugerir sugestdes a adotar em
potenciais estudos futuros, que facultem um maior entendimento e exploracao da tematica
em questdo. Seria imprescindivel desenvolver uma metodologia “standard” global que
permitisse a identificacdo facilitada de microplasticos que se encontrassem inseridos na
matéria particulada.

A realizacdo desta investigacdo teve algumas dificuldades e limitacdes associadas, que
como ja referido anteriormente, se encontram maioritariamente relacionadas com a falta de

conhecimento existente na area em questao.
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Anexo |- Resultados eficiéncia da digestdo- Perda de peso [%]

Testes principais

Tabela 15-Percentagens relativas a mediana, valor minimo e maximo alusivas a eficiéncia da digestdo de
amostras de filtro de quartzo expostas a um controlo (H20) e a cinco solugdes (KOH, HNO3, H202+Fe,
proteinase-k e celulase), sob um periodo de incubacéo de 1h a 50°C.

Joana Castro

Eficiéncia da digestao da

Solugdes amostra [%0]
Réplicas (n=4)
H20 (2,19’182,2)
KOH (4,21?3,7)
HNOs (o,ol-fz,S)
H202+Fe (0,0%’195,4)
Proteinase-k* (4,57-’113,8)
Celulase* (12,252-’422,1)

*Foram realizadas apenas 3 réplicas
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Tabela 16- Percentagens relativas a mediana, valor minimo e maximo alusivas a eficiéncia da digestao de fibras téxteis (poliéster, nylon, poliamida, algodao, 13, linho,
poliéster+algodao, viscose e rayon) expostas a um controlo (H-0) e a cinco solugdes (KOH, HNO3, H.O.+Fe, proteinase-k e celulase), sob um periodo de incubagéo de

Joana Castro

1h a 50°C.
Solucgdes H20:2
H20 HNOs3 + KOH Proteinase-k* Celulase*
Fibras Fe
Algodio 2,2 2,2 4.8 0,5 1,5 2,2
g 0,9-33) (0529 = (2856) = (0,0-1,1) (0,0-1,6) (1,5-4,3)
LA 3,1 1,3 12,7 31,6 0,0 2,3
(2,9-56) | (L1-15) | (125-20,8) @ (23,9-346)  (0,0-4,4) (0,0-2,9)
Linho 1,8 6,7 9,1 2,2 [ 1,8 3,2
(0,0-6,3) (57-89) = (89-121) = (3,0-3,7) (0,0-2,7) (1,2-11,1)
Poliéster 2,1 12 15 2,7 3,8 5,6
(1,7-3,5) (0,0-2,7) (0,4-2,2) (2,0-3,6) (0,0-3,8) (2,0-20,6)
Nvion 1,6 25 [al 1,2 2,0 0,8 2,4
y (1,4-1,9) (20,0-30,7) (0,0-2,6) (0,0-2,1) (0,0-2,6) (0,0-4,2)
Poliamida 2,1 418 [l 4.8 1,1 1,4 45
(1,2-2,9)  (259-52,9) (2,1-11,6) = (1,0-3,0) (1,4-1,6) (1,8-8,3)
., o 3,3 6,4 6,6 7,0 47 3,9
Poliester+Algoddo — (35'56)  (50-76) (6375 | (66115  (265.) 00-7,8)
Viscose 54 7,8 8,6 11,1 3,0 10,1
(4,4-8,8) (6,4-92) | (6,9-104) = (10,2-13,8) (2,7-8,2) (3,2-10,3)
Ravon 2,3 2,5 52 11,8 0,0 48
y (0,0-3,6) (1,9-32) = (4,0-65) | (9,7-13,0) (0,0-4,0) (2,8-15,4)

*Foram realizadas apenas 3 réplicas.

[@ Valores relativos a eficiéncia da digestdo do conjunto filtro+amostra.
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Teste adicional com Proteinase-K

Tabela 17- Percentagens relativas a mediana, valor minimo e maximo alusivas a eficiéncia da digestao de
fibras téxteis (poliéster, nylon, poliamida, algodao, 14, linho, poliéster+algoddo, viscose e rayon) expostas a
uma solucdo de proteinase-k, sob um periodo de incubacdo de 16h a 50°C.

Eficiéncia da digestédo da
amostra [%0]

Solugdes . Filtro de
Eibras Proteinase-k Quartzo
N 2,9
Algodéo (0,0-2,9)
LA 1,3
(013'3!6)
_ 75
Linho (54-7,7)
- 43 [l
Poliéster (2,0-7,3)
59
Nylon 1 20
(481L1) . (19,0-21,4)
o 2,7
Poliamida (2,0-3,4)
-7 3 8,3
Poliéster+Algodao (8,3-11,1)
_ 4,0
Viscose (3,8-4,0)
Rayon o
y (5,9-7,7)

[a valor relativo a eficiéncia da digestdo do conjunto filtro+amostra.
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Teste com H202 (15%)

Tabela 18- Percentagens relativas a mediana, valor minimo e maximo alusivas a eficiéncia da digestdo de
fibras téxteis (poliéster, nylon, poliamida, algodao, 13, linho, poliéster+Algodao, viscose e rayon) expostas a
uma solucéo de H,0- (15%), durante um periodo de tempo de oito dias ao ar ambiente.
Eficiéncia da digestdo da
amostra [%]
Réplicas (n=3)

Solugédo
Fibras H202 (15%)

1,8
(1,1-10,5)
5.9
(3,3-6,2)
6,9
(4,0-7,1)
76
(0,8-8,8)
35
(2,0-10,5)
5.1
(1,5-8,8)
35
(2,6-5,2)
37
(3,5-12,0)
5.1
(1,7-9,5)

Algodéo

L&

Linho

Poliéster

Nylon

Poliamida

Poliéster+ Algodao

Viscose

Rayon
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Anexo |l- Resultados eficiéncia da digestdo- Fourier-Transform Infrared

Spectroscopy
Proteinase-k (16h)
Nylon Poliamida
5 S Poliamid
§  Nylon S oliamida
S} S
a8 2
< <
Ref Ref
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Exposicdo humana a microplasticos por inalagdo de ar ambiente.
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Figura 21- Espetros obtidos por FTIR-ATR resultantes da aplicacéo de proteinase-K a fibras téxteis
(poliéster, nylon, poliamida, algodao, 14, linho, poliéster+algodao, viscose e rayon), durante um periodo de
incubacédo de 16h a 50°C.

Celulase (5 dias)

Algodéo La
Algodao M
(35 @
'S 'S
c j
«© «©
e e
2 2
o o}
< <
Ref Ref
m
N I I I R N S NN NN
OO IO NSRS SN SN SN ISP NI NN NN RN
W AR D PSS A SRS S

Comprimento de onda (cm™) Comprimento da onda (cm-L)

Joana Castro 93



Exposicdo humana a microplasticos por inalagdo de ar ambiente.
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Figura 22- Espetros obtidos por FTIR-ATR resultantes da aplicacdo de celulase a fibras téxteis (poliéster,
nylon, poliamida, algoddo, 13, linho, poliéster+algodao, viscose e rayon), durante um periodo de incubagdo de
5 dias a 50°C.
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Exposicdo humana a microplasticos por inalagdo de ar ambiente.

Poliéster

Poliéster

Absorvancia

Ref

P 0 VD OV VN VO OV VN OV LD ®
NP SNSRI\ SN SN SN SN SN N N
VQ ,,;\ n;b‘ n)\ qfo qﬁ? r{)w \O; \‘0 \A’) \Q N
Comprimento de onda (cm™?)

Viscose
Viscose
<
o
5
=
]
38
<
Ref
S IR A A AN\ BN SN TN N RN NS
ST TP FEES
Comprimento de onda (cm-1)
Poliéster+ Algodao
P+A
8
(5]
S
>
o]
3
<
Ref

Q Ao 40 40 b b b Jb b b Jb L0

S DT DD

RN SO GRVL BIC
Comprimento de onda (cm™?)

Joana Castro

Rayon

Rayon

Absorvancia

Ref

P AR RIS
NI SN OISR NN NN
b@ ,\;\ n)b‘ ,-5\ q?o r\ﬁ) r{)\w \0, \‘0 \ﬂ') \Q A\
Comprimento de onda (cm?)

Algodéo

Ref

Absorvancia

O O O N N AN SN SN SIS SLD O
L A" N N QNN QNSNS

ENNC N
Comprimento de onda (cm-?)

Absorvancia

M

QT D O T N N O O IO QO D
L A" N V"V AN QAN Q A
59 /1;\ ,.,)b& "’D\ f\:\“’ f\i) rgw \O, \‘0 N’ \Q N

Comprimento de onda (cm?)

95



Exposicdo humana a microplasticos por inalagdo de ar ambiente.
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Figura 23- Espetros obtidos por ATR-FTIR resultantes da aplicacdo de H.O, (15%) a fibras téxteis

(poliéster, nylon, poliamida, algodao, 13, linho, poliéster+algodao, viscose e rayon), durante 8 dias ao ar

ambiente.
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Exposi¢do humana a microplasticos por inalacdo de ar ambiente.

Anexo I11- Resultados da 2°amostragem

Antes da aplicacdo do protocolo de digestdo organica e de separacdo de microplasticos por intermédio da densidade
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Exposi¢do humana a microplasticos por inalacdo de ar ambiente.

Figura 24- Fibras/Fragmentos: [A-D] Amostra Exterior, parcela 1; [E-H] Amostra Exterior, parcela 2; [G-N] Amostra Exterior, parcela 3; [O] Amostra Branco,
parcela 1; [P] Amostra Branco, parcela 2; [Q] Amostra Interior, parcela 1; [R] Amostra Interior, parcela 2
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Exposicdo humana a microplasticos por inalacdo de ar ambiente.

Apos a aplicacdo do protocolo de digestdo de matéria organica e de separacdo de microplasticos por intermédio da densidade
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Exposicdo humana a microplasticos por inalacdo de ar ambiente.

--

Figura 25- Fibras/Fragmentos: [A-C] Amostra Interior, parcela 2; [D] Amostra Interior, parcela 3; [E] Amostra Interior, parcela 4; [F-J] Amostra Exterior, parcela 2;

[K] Amostra Exterior, parcela 3; [L-M] Amostra Exterior, parcela 3; [N-P] Amostra Exterior, parcela 4; [Q] Amostra Branco, parcela 2; [R-T] Amostra Branco,
parcela 3; [U-V] Amostra Branco, parcela 4.
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Exposicdo humana a microplasticos por inalagdo de ar ambiente.

Anexo V- Aplicagéo do corante Nile Red

Comprimento de onda (470 nm)

Figura 26- Amostras com Nile Red (0,01 mg.ml?), sob radiacdo UV (470 nm): [A] Exterior, parcela 2; [B]
Exterior, parcela 4; [C] Interior, parcela 2; [D] Interior, parcela 4; [E] Branco, parcela 3; [F] Branco, parcela
4.
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Exposi¢do humana a microplasticos por inalagédo de ar ambiente.

Comprimento de onda (254 nm)

Figura 27- Amostras com Nile Red (0,01 mg.ml?), sob radiacdo UV (470 nm): [A] Exterior, parcela 2; [B]
Exterior, parcela 4; [C] Interior, parcela 3; [D] Interior, parcela 4; [E] Branco, parcela 2; [F] Branco, parcela
4.
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