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RESUMO

A contaminacdo dos oceanos por plasticos em geral, especialmente
microplasticos, € uma questdo ambiental global emergente e diversos estudos tém
sido realizados para a avaliagdo de fontes, destino e efeitos destes microplasticos no
ambiente e na salude humana. Estas sado informacdes importantes para embasar a
construcdo de politicas publicas e outras acdes visando a reducdo e a gestdo dos
residuos plasticos nos oceanos. O presente estudo teve como objetivo avaliar a
bioacumulacdo de microplasticos em diferentes tecidos de peixes Centropomus
undecimalis expostos ao polimero de polietilieno de baixa densidade em laboratorio,
via agua, durante 3 e 7 dias. Amostras de branquias, trato gastrointestinal e musculos
foram digeridas em solucdo alcalina de 10 M NaOH e analisadas por meio de
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada Fourier em Reflectancia Total
Atenuada (ATR - FTIR) para deteccdo de microplasticos. Os resultados obtidos por
meio da analise de ATR - FTIR demonstraram a bioacumulacéo de microplastico nos
diferentes 6rgdos analisados, inclusive em musculos dorsais de organismos expostos
por 3 dias. Novos estudos devem ser realizados a fim de determinar o melhor método
de digestao para peixes estuarinos, considerando a viabilidade financeira e o tempo
necessario para a digestdo das amostras, garantindo a reducdo do material biol6gico
em niveis adequados para a deteccdo das eventuais particulas de microplasticos
presentes bem como visando ampliar a compreensao sobre a bioacumulacdo de
microplasticos — e substancias associadas — em diferentes organismos e tecidos

bioldgicos e suas implicagdes, inclusive como um fator de risco para a saude humana.

Palavras-chave: Bioacumulacdo. Microplasticos. Peixes. Digestdo alcalina.
Espectroscopia de Infravermelho com Transformada Fourier em Reflectancia Total
Atenuada — ATR - FTIR.



ABSTRACT

Evaluation of microplastic accumulation in fish (Centropomus undecimalis) exposed
to microplastic in the laboratory by means of alkaline digestion and Fourier Transform

Infrared Spectroscopy in Attenuated Total Reflectance — ATR - FTIR

Contamination of the oceans by microplastics is an emerging global environmental
issue and several studies have been carried out to assess the sources, fate and effects
of microplastics on the environment and human health, with the objective of supporting
the construction of public policies. Actions aimed reducing and managing plastic waste
in the oceans. The present study aimed to evaluate the bioaccumulation of
microplastics in different tissues of Centropomus undecimalis fish exposed in the
laboratory, via water, for 3 and 7 days. Samples of gills, digestive system and muscles
were digested in 10 M NaOH alkaline solution and analyzed by Infrared Spectroscopy
with Fourier Transform in Attenuated Total Reflectance (ATR - FTIR) for detection of
microplastics. The results obtained through the analysis of ATR - FTIR demonstrated
the bioaccumulation of microplastic in the different organs and tissues analyzed,
including in the dorsal muscles of organisms exposed for 3 days. New studies must be
carried out in order to determine the best digestion method for estuarine fish,
considering the financial feasibility and the time required for the digestion of the
samples, ensuring the reduction of biological material to adequate levels for the
detection of any microplastic particles present. as well as aiming to broaden the
understanding of the bioaccumulation of microplastics — and associated substances —
in different biological organisms and tissues and its implications, including as a risk

factor for human health.

Keywords: Bioaccumulation. Microplastics. Fishes. Alkaline digestion. Attenuated

Total Reflectance — Infrared Transformed by Fourier — ATR - FTIR.
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1 INTRODUCAO

A contaminacéo dos oceanos por residuos solidos — e plasticos em especial —
€ uma questdo ambiental global emergente como indicado pelo United Nation
Environment Programme (UNEP), programa ligado a Organizacdo Mundial das
Nacoes Unidas (ONU) (UNEP, 2011).

Estimativas sobre os custos relacionados aos prejuizos causados por residuos
plasticos para o ecossistema marinho chegam a valores de US$ 13 bilh&es/ano,
aproximadamente (ONU, 2014).

Criados na primeira década do século XX, a utilizacdo dos plasticos tem
aumentado sensivelmente desde o final da Segunda Grande Guerra Mundial (1945)
quando estes polimeros comecaram a ser empregados em larga escala na producao
de itens das mais diferentes areas. Mais recentemente, na década de 1970, ocorreu
novo incremento ao seu uso, tanto pela ampliacdo das possibilidades para sua
utilizacdo em diferentes setores como também pelo crescimento da populacao
mundial neste mesmo periodo (OLIVATTO et al., 2018).

Em 1950 a producdo estimada de plasticos era de 2 milhdes de toneladas
enquanto, em 2016, o volume produzido j4 chegava aos 396 milhdes de toneladas.
Calcula-se que 8,9 bilhdes de toneladas de plasticos foram fabricados desde meados
do século XX e que, deste total, 6,3 bilhdes de toneladas foram descartadas — via
incineracgéo, reciclagem, aterros ou diretamente na natureza — sendo que cerca de 2,6
bilhdes de toneladas ainda estdo em uso (GEYER; JAMBECK; LAW, 2017).

Quanto ao Brasil, levantamento da World Wide Fund for Nature (WWF) (2019),
baseado em dados do Banco Mundial, indica que o pais foi o quarto maior gerador de
residuos plasticos, em 2016, com cerca de 11,3 milhdes de toneladas. O estudo
aponta que, do total de residuos plasticos gerados, 91% foi coletado por servico de
limpeza urbana, mas apenas 1,28% deste volume foi encaminhado para reciclagem,
namero bem abaixo da média mundial, que é de 9%. Ressalta ainda que, além dos
problemas relacionados a disposicao incorreta, existem outras questdes importantes
como a relativa dificuldade em reciclar alguns tipos de plasticos — a exemplo dos
plasticos termorrigidos, que respondem por 20% do volume total — e a presenca de
algum tipo de contaminacéo associada ao material.

Estes residuos plasticos podem entrar diretamente nos ecossistemas marinhos

ou por meio de outros corpos d’agua e da prépria atmosfera (UNEP, 2019).
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Os residuos plasticos sdo encontrados nos mares tanto proximos as suas
fontes, com destaque para os grandes centros urbanos, quanto em regides remotas —
como regides polares e abissais marinhas — devido a acdo das correntes marinhas
gue os transportam por todo o planeta com a tendéncia de se acumular nas zonas de
convergéncia oceanicas (COLE et al., 2011; UNEP, 2019).

A contaminacdo do ambiente marinho por residuos plasticos apresenta,
portanto, aspecto transnacional, considerando a conexao entre as 4guas oceanicas,
exigindo a construcdo de estratégias integradas para a pesquisa e gestao sobre o
tema (JONES, 2019). Neste sentido o Grupo Conjunto de Especialistas em Aspectos
Cientificos da Protecdo do Meio Ambiente Marinho (GESAMP - Joint Group of Experts
on the Scientific Aspects of Marine Environmental Protection), érgdo consultivo da
ONU, criado em 1969 e responsavel por identificar questdes emergentes relacionadas
ao estado do ambiente marinho, estabeleceu grupo de trabalho, em 2012, para
avaliacdo global de fontes, destino e efeitos de microplasticos - particulas plasticas
com até 5 mm em sua maior extensdo - no ambiente, com o objetivo de embasar a
construcao de politicas publicas e outras a¢cfes para reducao e gestao dos residuos
plasticos nos oceanos.

Dentre as principais questdes elencadas por este grupo de trabalho esta o
destino a longo prazo dos microplasticos, incluindo estimativa de distribuicdo no leito
oceanico e na coluna d’agua além da captacgao de particulas e de seus contaminantes
pela biota e seus impactos fisicos e biolégicos na populacdo humana e de aspectos
sociais, incluindo educacéo e conscientizacao publica (GESAMP, 2019; UNEP, 2019;
LUSHER; HOLLMAN; MENDOZA-HILL, 2017).

Ensaios ecotoxicologicos fazem parte deste esforco de avaliagdo, pois
possuem caracteristicas importantes como a possibilidade de apontar a
biodisponibilidade das substancias estudadas assim como detectar o efeito toxico
resultante das interacdes entre as diferentes substancias presentes em determinada
amostra (BERTOLETTI, 2008), contribuindo para uma adequada avaliacdo de risco

destas substancias.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PLASTICOS — FONTES, DESTINO E CARACTERIZACAO
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Em 2015, 36% do plastico produzido era utilizado para a fabricacdo de
embalagens, 16% para itens utilizados na construcdo e 14% para a industria téxtil
(JONES, 2019).

Cerca de 80% do plastico encontrado nos oceanos é proveniente de fontes
terrestres e o restante tem origem em atividades humanas realizadas no ambiente
marinho (COLE et al., 2011).

As fontes terrestres sdo oriundas de atividades diversas, relacionadas ao
turismo costeiro, agricultura, indastria e aos centros urbanos. Ja as fontes no mar
incluem navios mercantes e de turismo — por meio do descarte incorreto de lixo e
contéineres perdidos —, barcos de recreio, pesca e aquacultura, por meio de redes de
pesca e outros petrechos perdidos ou descartados incorretamente, plataformas
offshore de 6leo e gas, dentre outras (COLE et al. 2011; UNEP, 2019).

No Brasil, parte importante do lixo que chega ao mar é gerada em areas
ocupadas irregularmente, onde ndo ha servico de coleta de residuos, demonstrando
a ligacao intrinseca do problema a ocupacao territorial e as questdes socioeconémicas
(JONES, 2019).

Os plasticos sao formados por grandes cadeias de polimeros originarios
principalmente de materiais fésseis como petréleo, gas e carvdo e podem ser
agrupados de diversas formas, de acordo com seu tamanho, origem e composi¢ao
(COLE et al., 2011).

Quanto a sua composicao, existe quase uma centena de diferentes tipos de
plastico (JONES, 2019) e, no Brasil, a norma ABNT NBR 13230 (2008) para
embalagens e acondicionamento, que adotou critérios internacionais, separa 0s
plasticos em 7 grandes grupos: (i) tereftalato de polietileno (PET), (ii) polietileno de
alta densidade (PEAD), (iii) policloreto de vinila (PVC), (iv) polietiieno de baixa
densidade (PEBD), (v) polipropileno (PP), (vi) poliestireno (PS) e um sétimo grupo
formado por plasticos compostos por diferentes materiais.

Desta grande diversidade de plasticos, apenas alguns tipos séo produzidos em
grande escala, com destaque para o polipropileno — PP, tipo de plastico com maior
producéo a nivel mundial. J& o polietileno de baixa densidade — PEBD, tipo com maior
volume descartado (GEYER; JAMBECK; LAW, 2017), é apontado por Harrison, Ojeda
e Romero-Gonzalez (2012) por seu papel dominante entre os detritos plasticos em
ambiente marinho.

Algumas substancias sao utilizadas para conferir aos plasticos propriedades
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como durabilidade, flexibilidade e resisténcia aos raios solares ultra-violetas (UV),
dentre outras. Esses aditivos sao utilizados como plastificantes, antioxidantes,
retardadores de chama, estabilizadores de UV, lubrificantes e corantes (LUSHER;
HOLLMAN; MENDOZA-HILL, 2017).

Porém, essas caracteristicas sdo também parte da causa principal dos
problemas relacionados aos residuos plasticos (COLE et al., 2011) j& que aditivos
utilizados para regular os mecanismos que resultam na fragmentacao e degradacao
dos plasticos, podem causar uma série de efeitos negativos em organismos Vivos
(ANDRADY, 2011).

Outra caracteristica importante é a densidade especifica dos diferentes tipos
de plasticos, que resulta na distribuicdo das diferentes particulas ao longo da coluna
d’agua, a partir da superficie até o substrato no fundo do mar (LUSHER; HOLLMAN;
MENDOZA-HILL, 2017; UNEP, 2019; ALIMI; FADARE; OKOFFO, 2021).

Porém, mesmo plasticos de baixa densidade acabam afundando quando sua
superficie € tomada por “biofilme” de microrganismos (COLE et al., 2011; UNEP,
2019).

Quanto ao tamanho, basicamente os plasticos podem ser divididos em dois
grandes grupos, sendo que o tamanho limite para esta divisdo é de 5mm em sua maior
dimensédo (UNEP, 2019).

2.2 MICROPLASTICOS

O termo microplastico foi introduzido em meados da década de 2000, mais
precisamente em 2004, porém sua presencga nos oceanos € relatada desde os anos
1970, como indicado por Cole et al. (2011).

A definicho do tamanho das particulas plasticas consideradas como
microplastico levou em conta o tamanho abaixo do qual ocorre a ingestdo dessas
particulas por muitas espécies da biota (LUSHER; HOLLMAN; MENDOZA-HILL,
2017).

Ambos os estudos citados, que trazem extensa revisdo sobre pesquisas
relacionadas ao tema, consideram como microplasticos as particulas plasticas com
até 5 mm em sua maior extensao.

Os microplasticos podem ser divididos em duas grandes categorias, de acordo
com sua origem: primarios e secundarios (LUSHER; HOLLMAN; MENDOZA-HILL,
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2017; UNEP, 2019).

Os primarios, a exemplo de pellets e microesferas, sdo produzidos em
pequenas dimensdes e sao utilizados na composi¢céo de produtos diversos, como 0s
de cuidados pessoais, a exemplo de cremes dentais e cosméticos, além de outros
produtos com caracteristicas abrasivas. Ja os pellets, resinas poliméricas definidas
como particulas esféricas e cilindricas com alguns milimetros de diametro, tém
diversas aplicacdes industriais, inclusive como componentes de tintas, sprays,
abrasivos e estruturas para jateamento (COLE et al., 2011; UNEP, 2019).

Estes plasticos primarios estdo presentes, também, em fibras téxteis sintéticas,
utilizadas na fabricagdo de itens de vestuario e tapetes, por exemplo.

Ja& o0s microplasticos secundéarios sdo resultado da desintegracdo e
fragmentacao de residuos plasticos maiores, a exemplo de pneus, roupas e tapetes
sintéticos, sacolas e garrafas plasticas, redes de pesca e outros residuos de materiais
plasticos, sendo que essa decomposicdo varia de acordo com fatores ambientais,
especialmente temperatura e incidéncia de raios UV - ultravioleta (COLE et al., 2011,
FREE et al., 2014; UNEP, 2019; JULIENNE; DELORME; LAGARDE, 2019).

Microplasticos tém sido encontrados nos ambientes terrestres, marinhos e no
ar (DRIS et al., 2016; AMATO-LOURENCO et al., 2020). Estéo presentes também na
agua potavel — tanto a oriunda das redes de distribuicdo (KOSUTH et al., 2017), como
a do tipo engarrafada (EERKES-MEDRANO; LESLIE; QUINN, 2019), e em diversos
itens alimenticios, a exemplo do sal marinho (INIGUEZ; CONESA; FULLANA, 2017).

De Orte, Clowez e Caldeira (2019) citam que cerca de 90% do microplastico
encontrado nos ecossistemas costeiros sao provenientes de microfibras, em grande
parte oriundas da lavagem de roupas sintéticas. Browne et al. (2011) apontaram que
cerca de 1.900 particulas de microplasticos podem ser descartadas durante a lavagem
de uma Unica peca de fibra sintética. Considerando-se que, atualmente, cerca de 60%
dos itens de vestuario sdo produzidos com fibras de plastico, em especial nylon,
acrilico e poliéster, é possivel ter a dimenséo do papel potencial deste item especifico
para a contamina¢ao dos oceanos.

Schwabl et al. (2019) detectaram a presenca de microplasticos nas fezes de
voluntarios de diferentes paises e, na ltalia, estudo detectou sua presenca em
placentas humanas (RAGUSA et al., 2021).

Inimeros estudos indicam, também, a presenca de microplasticos em efluentes

de esgotos e € possivel projetar a magnitude dos seus impactos relativos no ambiente
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marinho, destino final natural de 4guas oriundas de corpos d’agua terrestres e de
efluentes sanitarios, tratados ou ndo (COLE et al., 2011).

A UNEP (2019) indica que, nas ultimas quatro décadas, a presenca de
microplasticos nas aguas superficiais oceanicas aumentou significativamente, o que
reforca a necessidade do desenvolvimento de pesquisas sobre seus efeitos quimicos
e fisicos no oceano, inclusive como meio de transporte de inUmeras substancias

guimicas ao longo de toda a cadeia alimentar.

2.2.1 Presenca e efeitos em organismos e ecossistemas

Diversos estudos demonstraram a presenca de microplasticos em distintos
ambientes aquaticos e associados, enterrados a profundidades de até 2 metros na
areia da praia na Baia de Santos (TURRA et al., 2014) e em &gua doce, desde
igarapés em Manaus, Amazonas (SOUZA, 2020), até rios na China (ZHANG et al.,
2021).

Os microplasticos também ja foram detectados em diversos seres Vivos,
inclusive marinhos como copépodes da espécie Temora longicornis, coletados na
porcao oeste do Canal da Mancha, Europa (COLE et al., 2014), e mexilhdes Perna
perna (SANTANA, 2015), indicando o seu potencial de alterar ecossistemas e afetar
o0 crescimento, reproducdo, desenvolvimento e até mesmo a sobrevivéncia de
diferentes organismos.

Apesar dos microplasticos terem sido encontrados em organismos dos
diferentes niveis da cadeia alimentar, eventuais processos de bioacumulacdo
(assimilagéo e acumulagao nos tecidos) ou biomagnificagcdo (acumulacao progressiva
ao longo dos diferentes niveis tréficos) ainda precisam ser melhor esclarecidos.
Também ndo parece haver uma concentragdo maior nos organismos de topo de
cadeia, em comparacdo com aqueles nos niveis tréficos de base, ao contrario do que
ocorre com outros poluentes (COLE et al., 2011; ANDRADY, 2011).

Estudo desenvolvido em laboratério, com anémonas-do-mar, demonstrou a
ingestdo de microplasticos, tanto por meio da alimentagdo, com camardes
contaminados, quanto diretamente do ambiente (DE ORTE; CLOWEZ; CALDEIRA,
2019).

Outro fator importante a ser considerado nos atuais estudos diz respeito ao

efeito sinérgico da presenca de microplasticos em ambientes onde organismos ja se
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encontram sob forte estresse por outros fatores, inclusive aqueles causados pelas
mudancas climaticas em curso (DE ORTE; CLOWEZ; CALDEIRA, 2019). Uma das
consequéncias para os organismos submetidos a essas condi¢cdes de estresse é a
maior demora para excretar estes microplasticos (JONES, 2019).

Os efeitos fisicos de plasticos para os organismos, relacionados tanto ao
emaranhamento quanto a sua ingestdo, estdo bem demonstrados em diversos
estudos. Roman et al. (2020), por exemplo, estudaram albatrozes das praias na
Australia e Nova Zelandia e concluiram que a ingestéo de plastico pode causar de 3,4
a 17,5% das mortes proximas a costa, por meio da obstru¢do gastrointestinal.

Todavia, para os microplasticos estes efeitos sdo mais dificeis de serem
comprovados. Nobre et al. (2015), em ensaio desenvolvido em laboratério,
demonstraram que pellets virgens (sem uso previo) tiveram efeitos toxicos sobre o
desenvolvimento de embrides de ourigos-do-mar Lytechinus variegatus, aumentando
o percentual de desenvolvimento embrionario anémalo.

Lusher, Hollman e Mendoza-Hill (2017) afirmam que ha significativas lacunas
de conhecimento sobre a presenca e eventuais efeitos de microplasticos (em especial
particulas com menos de 150 ym, capazes de penetrar na corrente sanguinea e atingir
orgados como figado, rins e cérebro) em ambientes e organismos aquaticos, inclusive
em espécies de interesse comercial para o0 consumo humano. Os mesmos autores
afirmam que, em 2017, efeitos adversos da ingestdo de microplasticos em organismos
agquaticos foram observados apenas em estudos realizados em condicdes de
laboratério, com uma exposic¢ao a substancia em concentra¢des muito maiores do que
aguelas encontradas no ambiente natural. E que ndo havia, até aquele momento da
revisdo, evidéncias de efeitos negativos causados pela ingestdo de microplasticos em
organismos aquaticos.

Alguns estudos indicam que os microplasticos podem ser ingeridos por
organismos marinhos filtradores, a exemplo de ostras e mexilhGes, e induzir a
obstrucdo das paredes intestinais destes individuos, bem como causar uma reacao
no interior dos tecidos. Essas particulas também atuam como um estressor adicional,
como no caso do sistema filtrador do interior bucal de baleias Eubalena glacialis
(UNEP, 2019).

Pontes (2019) analisou os efeitos de microplasticos em caranguejos de agua
doce da espécie Dilocarcinus pagei, capturados em Itacoatiara - Amazonas, e concluiu

gue a ingestao de microplasticos pode causar efeitos negativos no crescimento de
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juvenis, ganho de peso e sobrevivéncia de adultos da espécie.

Estudo analisando a presenca de microplasticos em agua doce e peixes
selvagens, de agua doce, detectou a presenca predominante de microplasticos
maiores (acima de 0,3mm), do tipo flocos e fibras, em especial compostos por PP, PE
e PET (ZHANG et al., 2021).

Barboza et al. (2020) identificaram a presenca de microplasticos em diferentes
tecidos (trato gastrointestinal, musculo dorsal e branquias) de exemplares de trés
espécies de peixes, Dicentrarchus labrax, Trachurus trachurus e Scomber colias,
capturados em aguas do nordeste do Oceano Atlantico Norte (costa noroeste de
Portugal) e normalmente destinados ao consumo humano.

Essas particulas plasticas também podem ser captadas por meio da ingestéao
de presas previamente contaminadas (LUSHER; MCHUGH; THOMPSON, 2013; DE
SA; LUIS; GUILHERMINO, 2015; ORY et al., 2018a, b) ou, ainda, através das redes
usadas para sua captura (LUSHER; MCHUGH; THOMPSON, 2013).

2.2.2 Substéancias associadas aos microplasticos

Os efeitos quimicos causados por microplasticos ingeridos séo oriundos de
substancias dos préprios plasticos (aditivos) bem como de outras aderidas a estas
particulas plasticas ao longo de sua permanéncia no ambiente marinho.

O perfil ecotoxicologico destes compostos é bem conhecido, ao contrario da
escala com que estes aditivos podem ser transferidos das particulas plasticas para os
organismos ou dos impactos causados a estes organismos, considerando as
guantidades ingeridas (COLE et al., 2011; UNEP, 2019).

Duas dessas substancias, utilizadas como componentes na fabricacdo de
plasticos, sdo o bisfenol A, que é um componente dos policarbonatos utilizados em
produtos de vida longa, como eletrbnicos e materiais de construcdo e o ftalato,
utilizado para conferir flexibilidade ao PVC. Estes componentes sdo disruptores
enddcrinos e podem alterar o funcionamento do sistema hormonal dos individuos
(COLE et al., 2011).

Estudo desenvolvido em aguas potaveis, superficiais e subterraneas, além de
aguas residuérias brutas e tratadas do Estado de Sédo Paulo demonstrou que as
concentragdes de substancias de interesse emergente nos corpos d’agua integrantes

da pesquisa estavam no mesmo hivel dos esgotos nédo tratados, indicando que os
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tratamentos de esgotos utilizados até o momento ndo contemplam técnicas eficazes
para a remocao deste tipo de contaminante (MONTAGNER et al., 2019). Dentre os 58
compostos-alvo (9 hormonios, 14 produtos farmacéuticos e de higiene pessoal, 8
compostos industriais, 17 pesticidas e 10 drogas ilicitas), os seguintes contaminantes
foram destacados como de preocupacao prioritaria, considerando a frequéncia de
deteccdo e o numero de amostras positivas acima do WQC (water quality criteria):
cafeina, estrona, 173 estradiol, 17a etinil-estradiol, bisfenol A, atrazina, carbendazim,
fipronil, malation e imidaclopride. J& a avaliacéo de risco preliminar para protecdo da
vida aquatica foi identificada para cafeina, paracetamol, diclofenaco, 173 estradiol,
17a etinil-estradiol, estriol, estrona, testosterona, triclosan, 4-n-nonilfenol, bisfenol A,
atrazina, azoxistrobina, carbendazim, fipronil, imidacloprine, malation e tebuconazol.
Porém, considerando os critérios da agua potavel disponiveis na literatura (apenas
para 22 dos compostos), ndo eram esperados efeitos adversos a saide humana nas
concentragdes encontradas pelos autores, exceto para o 173 estradiol.

O 17a etinil-estradiol € um composto estrogénico sintético utilizado em pilulas
anticoncepcionais. Em 2001, a Comissao Europeia incluiu a substancia numa lista de
12 substancias consideradas prioritarias para avaliacdo de seu potencial como
disruptores enddcrinos. Seus metabdlitos conjugados sdo excretados pelas fezes e
urina e a introducédo de estrogenos no ambiente aquatico se da principalmente por
meio dos efluentes de estacbes de tratamento de &guas residuais (OROPESA
JIMENEZ, 2008).

O triclosan, 2,4,4 - tricloro - 2 - hidroxidifenil éter, € um antimicrobiano sintético
de amplo espectro utilizado em inimeros produtos, a exemplo de sabonetes,
detergentes, pasta de dentes e desodorantes. InUmeros estudos tém demonstrado
sua presenca em aguas residuais domeésticas e na superficie marinha, em diferentes
locais, além de apontar a preocupacéo relativa a seus efeitos ecoldgicos potenciais
(DRURY et al., 2013).

Nas 4guas marinhas existe uma série de substancias consideradas poluentes,
organicos e inorgéanicos, oriundas de produtos como combustiveis, pesticidas,
farmacos, hormoénios, produtos de higiene pessoal e outras drogas, denominadas
como contaminantes emergentes (GESAMP, 2018). Os microplasticos sao
reconhecidamente vetores de transporte de substancias persistentes, bioacumulaveis
e toxicas, como também de patdogenos (ALIMI; FADARE; OKOFFO, 2021; GESAMP,
2020).
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Os pellets, por exemplo, sdo considerados bons veiculos para rastrear esses
poluentes em ambientes marinhos, para determinar suas concentracdes espaciais e
para a compreensao de como eles entram na cadeia alimentar (UNEP, 2019). A Global
Environment Facility (GEF) e o Transboundary Water Assesment Programme
(TWARP) avaliam o uso de pellets como indicador da presenca de poluentes
organicos persistentes — POPs em aguas costeiras, sua distribuicdo e concentracoes,
com a producdo de séries historicas e mapas de distribui¢cdo do lixo flutuante.

Os POPs e compostos persistentes, bioacumulaveis e toxicos — PBTSs, da sigla
em inglés persistent, bioaccumulative and toxic substances, sdo abundantes no
ambiente e sua capacidade de acumulacao nos organismos é conhecida (COLE et al.,
2011; ALIMI; FADARE; OKOFFO, 2021).

Todavia, a compreensdo dos processos de sorcao, acumulacdo, dessorcao,
liberacdo e transporte destes produtos quimicos associados a microplasticos € um
processo complexo, dada a interacdo conjunta com particulas organicas — a exemplo
de plancton, microrganismos e sedimentos — presentes no ambiente marinho
(HARTMANN et al., 2017).

Estas substancias quimicas podem aderir aos microplasticos devido a alta
razdo entre area superficial e volume dos mesmos, o que confere a estas particulas
um alto potencial tanto para lixiviagdo quanto para captacdo dessas substancias
(VELZEBOER; KWADIJK; KOELMANS, 2014).

A taxa e direcao de transferéncia dos PBTs dependem do ambiente quimico no
intestino dos organismos, assim como do nivel de presenca destes compostos no
tecido (UNEP, 2019).

Metais toxicos e algumas espécies de microrganismos, a exemplo de bactérias
do género Vibrio, também estdo presentes em ambientes marinhos e tém potencial
para associacdo com os microplasticos (LUSHER; HOLLMAN; MENDOZA-HILL,
2017). A International Whaling Commission conduziu investigacdo sobre a interacéo
de residuos marinhos e cetaceos. Os microplasticos foram reconhecidos como tendo
potenciais impactos em baleias, inclusive pela sua ingestdo associada a poluentes
guimicos e microrganismos (UNEP, 2019).

Harrison, Ojeda e Romero-Gonzalez (2012) ressaltaram, também, o papel dos
microplasticos como veiculos de poluentes organicos e outros aditivos contaminantes
através da cadeia alimentar, com enfoque para a sua presenca em sedimentos

costeiros.
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Estudo avaliando os efeitos da interacéo entre os microplasticos e o triclosan
em ostras da espécie Crassostrea brasiliana demonstrou os efeitos combinados de
microplasticos associados com triclosan na fisiologia e bioquimica desses
organismos, assim como na estabilidade de suas membranas lisossémicas (NOBRE
et al., 2020).

Dessa forma, microplasticos possuem um potencial de contaminacgéo adicional
aos organismos o que potencializa a preocupacéo acerca de sua presenca ao longo

da cadeia alimentar.

2.2.3 Microplasticos e contaminantes associados na alimentagcdo e saude

humanas

Considerando a presenga de inUmeras espécies de organismos marinhos na
alimentacdo humana, a contaminacdo destes individuos por microplasticos, e
substancias de interesse emergente associadas, tem merecido atengcéo de inUmeros
pesquisadores que tém desenvolvido estudos buscando compreender os efeitos da
presenca destes microplasticos e de eventuais substancias associadas na saude
humana.

O GESAMP (2020) apresentou 0s primeiros passos sobre a questao ambiental
e riscos a satde humana associados ao lixo plastico e microplastico no meio marinho,
abordando o atual estado-da-arte sobre a compreensdo dos riscos e vias de
exposicdo e apontando iniciativas existentes ou planejadas relacionadas ao assunto.
O documento indica que a ingestado de particulas de microplastico pela biota pode
acarretar potenciais efeitos para a seguranca e saude de ecossistemas e seres
humanos. No entanto, ressalta que, embora haja a transferéncia ao longo da cadeia
alimentar como demonstrado por Farrell e Nelson (2013), ndo ha evidéncias de
bioacumulacdo e biomagnificacdo de particulas, at¢é o momento (SANTANA;
MOREIRA; TURRA, 2017).

Como indicado anteriormente, 0s peixes sdo um dos grupos que certamente
ingerem microplasticos, e contaminantes associados a estes, e, por consequéncia,

poderdo servir de veiculo para a ingestao destas particulas por seres humanos.

2.3 METODOS DE AMOSTRAGEM E ANALISE DE MICROPLASTICOS
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Até o momento atual os procedimentos relativos aos métodos de amostragem
e analise de microplasticos, em diferentes tipos de amostras, carecem de maior
padronizacdo (COLE et al., 2014; BARCELO, 2020). O GESAMP (2020) também
ressalta a importancia e necessidade de aperfeicoar os métodos de medicdo de
microplasticos (nanoplasticos, inclusive) com o objetivo de padroniza-los e harmoniza-
los, estabelecendo um acordo regulatério internacional.

Lusher, Hollman e Mendoza-Hill (2017) enfatizam a importancia dos
experimentos de exposicdo em laboratério para o estudo dos microplasticos. Porém,
ressaltam que muitas vezes as condi¢des de exposi¢cao (numero de particulas / massa
/ concentracdo) excedem o observado no campo e que, por isso, os resultados obtidos
nesses experimentos devem ser tratados com cuidado. Esses autores destacam,
ainda, aspectos que podem influenciar decisivamente os resultados: duragdo da
exposicdo, que é frequentemente aguda; tamanho das amostras, frequentemente
pequenas e compostas de individuos de um mesmo tamanho ou histéria de vida e
formato dos microplasticos utilizados (geralmente de forma esférica), enquanto que a
maioria dos microplasticos encontrados no meio ambiente sé&o constituidos por fibras
e fragmentos. Desta forma indicam a necessidade de criar cenarios de exposicao que
possam reproduzir melhor as condigcbes ambientais.

Os mesmos autores citam revisao realizada pela Autoridade Europeia para a
Seguranca Alimentar (EFSA), em 2016, sobre os métodos analiticos para deteccao
de microplasticos em alimentos, que incluem as seguintes etapas: extracdo e
degradacdo de matéria biogénica; deteccdo e quantificagdo visual (enumeracgéo);
confirmacéo e/ou caracterizacdo da identidade plastica das particulas. Segundo os
autores, a entidade ressalta que dever&o ser observados fatores cruciais, a exemplo
de precaucles para evitar a contaminacdo de amostras com microplasticos de ar,
roupas, equipamentos e/ou reagentes usados na analise, e confirmacdo de que as
particulas detectadas sao de fato microplasticos.

Barletta, Costa e Dantas (2020) apresentaram protocolos padrdes,
desenvolvidos para amostragem, extracdo, contagem e classificacdo de
microplasticos e outros poluentes ingeridos por peixes e enfatizaram a importancia
estratégica da padronizacao de desenhos amostrais e analises laboratoriais para a
comparacao entre resultados obtidos em diferentes experimentos.

Primpke et al. (2020) destacam que a analise de microplasticos em amostras

7

ambientais € um campo emergente de pesquisa, sendo realizada por meio de
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métodos variados e instrumentos baseados em espectroscopia ou métodos
termoanaliticos. Destacam ainda que as tendéncias de composi¢do dos polimeros
derivados podem variar, de acordo com os limites de deteccéo do respectivo método
e instrumental utilizado. Finalmente, os autores indicam a necessidade de

harmonizacgéo de resultados intermetodoldgicos.

2.3.1 Extracao e deteccédo de microplasticos em organismos

Diversas técnicas tém sido desenvolvidas para detectar microplasticos
ingeridos por diferentes organismos. Lusher, Hollman e Mendoza-Hill (2017), em
extensa revisdo sobre o assunto, indicam que os métodos de extracdo incluem
disseccédo, depuracdo, homogeneizacdo e digestdo de tecidos, com produtos
guimicos ou enzimas e que esses tecidos geralmente sdo dissecados e avaliados
visualmente ao microscépio. Os autores ressaltam que os estudos se concentraram
principalmente no trato digestivo (estbmago e intestino) dos organismos observados
ou, quando a pesquisa se refere aos riscos do consumo humano, em tecidos
comestiveis, como musculos da cauda de camardo (DEVRIESE et al., 2015).

Lusher, Hollman e Mendoza-Hill (2017) relatam que os plasticos podem ser
submetidos a analises por meio de diferentes técnicas, como as vibracionais néo
destrutivas, a exemplo da Espectrometria de Infravermelho com Transformada
Fourier (FTIR) em transmitancia ou reflectancia, micro FTIR e Reflectancia Total
Atenuada (ATR) e Espectrometria Raman; e técnicas destrutivas, como Pirdlise-
Cromatografia Gasosa combinada com Espectroscopia de Massa (Py — GC/MS),
Cromatografia de Permeacdo em Gel de Alta Temperatura (HT - GPC) com IR
deteccdo, Espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (SEM - EDS) e
termoextracdo, dessorcdo juntamente com GC / MS e varredura automatizada
acoplada a microespectrometria. As espectroscopias Raman e FTIR sdo as técnicas
preferidas, pois ndo séo destrutivas e podem ser utilizadas, inclusive, como técnicas
complementares. Essas duas técnicas apresentam também uma probabilidade menor
de contaminacgdo cruzada entre amostras organicas (TORRES, 2007).

Peixes do género Centropomus vem sendo empregados em estudos de
monitoramento ambiental, sendo utilizados como modelo biolégico para avaliacdes
histoldgicas, genéticas, citologicas, hematoldgicas e bioenergéticas (KIRSCHBAUM
et al.,, 2009; RANZANI-PAIVA et al., 2008; BRENTANO; MARTINS; PAZ, 2010;
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CANTANHEDE et al., 2014, 2016).

O desenvolvimento de estudos laboratoriais visando avaliar a bioacumulacéo
de microplasticos em peixes por meio da utilizacdo de digestédo alcalina e detec¢éo
por ATR - FTIR pode ampliar a compreensao dos processos de bioacumulacdo em
diferentes tecidos biolégicos e suas implica¢des, inclusive como um fator de risco para
a saude humana, bem como contribuir para a padronizacdo da metodologia utilizada

nesses estudos.

3 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar a bioacumulacédo de
microplasticos por meio de digestéo alcalina do material biolégico, com a utilizac&o de
10 M NaOH e deteccédo por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada
Fourier em Reflectancia Total Atenuada — ATR - FTIR empregando peixes da espécie
Centropomus undecimalis expostos de forma aguda a particulas microplasticas, em

condicdes laboratoriais.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do estudo foram:

(i) avaliar a bioacumulacdo de microplasticos nas branquias, trato
gastrointestinal e musculos dorsais dos organismos expostos ao polimero de
polietileno de baixa densidade por 3 e 7 dias;

(i) utilizar método de digestao alcalina (10M NaOH) de amostras para tecidos

de peixes marinhos/estuarinos,

4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo deriva do projeto “Avaliacdo do risco ambiental da interagéo
de microplastico, farmaco e antimicrobiano: uma abordagem ecotoxicolégica”
(Processo FAPESP —2017/12193-9), que conta com aprovagio da Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdo Paulo — UNIFESP (CEUA n.
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8111041217), bem como aprovacao do Sistema de Autorizacdo e Informagdo em
Biodiversidade — SISBIO (Processo n. 60314-1).

Para a realizacdo das andlises da presenca de microplasticos nos organismos -
teste o estudo foi dividido em 3 fases: 1 — exposicao; 2 — extracdo e 3 — deteccao,

conforme apresentado na Figura 1.

FASE |
EXPOSICAO DOS ORGANISMOS AO MP

Y

FASE Il
EXTRACAO DE MP
Dissec¢do, DIGESTAO ALCALINA e Filtragem

U

FASE Il
DETECCAO DE MP
ATR-FTIR

Figura 1. Desenho esquematico das principais fases do estudo (exposi¢éo, extracéo e
deteccdo de microplasticos — MP — nos organismos - teste).
Fonte: Elaborado pela autora.

4.1 ORGANISMOS - TESTE

Peixes do género Centropomus vem sendo empregados em estudos de
monitoramento ambiental, sendo utilizados como modelo biolégico para avaliacdes
histologicas, genéticas, citoldégicas, hematologicas e bioenergéticas (KIRSCHBAUM
et al.,, 2009; RANZANI-PAIVA et al., 2008; BRENTANO; MARTINS; PAZ, 2010;
CANTANHEDE et al., 2014, 2016).

Individuos juvenis de Centropomus undecimalis, com aproximadamente 15 cm,
foram adquiridos do Laboratério Nacional de Aquicultura Marinha (LANAM) da
Universidade Estadual Paulista — campus Registro, sendo transportados em tanque
com aeracao até o laboratério de ecotoxicologia da Universidade Santa Cecilia, onde
foram aclimatados por 15 dias em tanque marinho de 500L com condi¢des controladas

de aeracéo, sistema de filtracdo e controle de parametros fisico-quimicos (Figura 2).
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Os animais foram alimentados duas vezes ao dia com ragao formulada para peixes

carnivoros, com 40% de proteina e 4 mm de espessura, fornecida pelo LANAM.

B

Figura 2. Aspectos do tanque para aclimatacéo dos organismos - teste.
Fonte: Caio R. Nobre (A). Elaborado pela autora (B).

4.2 MICROPLASTICOS

Para a realizacdo do experimento foram utilizadas particulas de polietileno de
baixa densidade, de tamanho variavel (entre 150 e 250 um), cedidas pela empresa

Braskem (Figura 3).

Figura 3. Microplasticos utilizados no experimento. A. detalhe das microparticulas e B. imagem via
microscopia éptica (aumento 40x).
Fonte: Elaborado pela autora (A) e Leticia F. da Silva (B).

4.3 EXPOSICAO DOS ORGANISMOS AO MICROPLASTICO

Apos o periodo de aclimatacdo os organismos foram subdivididos de acordo

com os diferentes tratamentos e periodos amostrais (Grupos Controle, por 3 e 7 dias
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e expostos ao microplastico, por 3 e 7 dias), sendo alimentados diariamente com a
mesma racao, fornecida pelo LANAM, para que a falta de alimento n&o interferisse
durante o periodo de ensaio (Figura 4) por meio de eventuais efeitos causados por

desnutricao.

e

CONTROLE - 3 dias CONTROLE - 7 dias
SANAR SaRaE
Microplastico — 3 dias Microplastico — 7 dias

Figura 4. Desenho experimental do ensaio de exposi¢cdo e os 2 tratamentos para 0s 2
periodos amostrais (Grupos Controle para 3 e 7 dias — CT3 e CT7 e expostos ao microplastico por 3
e 7 dias — MPT3 e MPT7).
Fonte: Adaptado de Caio R. Nobre.

Durante essa fase de exposicéo os organismos foram dispostos aos pares em
aquarios de 50L, com aeracdo e agua marinha de salinidade 30 ppt (Figura 5 A).
Foram utilizados 40L de agua marinha e 0,5 ml/L de dimetilsulfoxido — DMSO para os
grupos controle e, para 0s grupos expostos ao microplastico, foram adicionados 250
mg de MPJ/L, durante o periodo de 3 e 7 dias. Vale destacar que o DMSO foi utilizado
como um controle no a&mbito do experimento para avaliacdo do risco ambiental da
interacdo de microplastico, farmaco e antimicrobiano envolvendo substancias com
baixa solubilidade.

Durante a exposicao néo foi realizada substituicdo da agua marinha pois ensaio
preliminar demonstrou que 0s organismos suportariam ambos os periodos de
exposicdo sem a necessidade de substituicdo da dgua. Tampouco foram adicionadas
guantidades suplementares de microplasticos uma vez que a dosagem inicial ja pode
ser considerada alta.

Apoés a exposicdo os organismos (Grupos Controle por 3 dias - CT3, n = 3;
Controle por 7 dias - CT7, n = 2; grupos expostos ao microplastico por 3 dias - MP T3,
n = 10 e expostos ao microplastico por 7 dias - MP T7, n = 9) foram anestesiados em
uma solucéo de Benzocaina (ethyil-p-aminobenzoato) 0,1% diluida em 4gua marinha,

por 10 minutos. Os organismos foram mantidos sob refrigeracdo (-20°C) para
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posteriormente ser realizada a dissecc¢éo (Figura 5 B).

Figura 5. Organismos - teste A. durante exposi¢cao e B. ap0s exposicao aos microplasticos.
Fonte: Caio R. Nobre (A) e elaborado pela autora (B).

Os dados biométricos dos organismos - teste podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1. Dados biométricos (Média + Desvio padrdao) dos individuos submetidos aos diferentes
tratamentos (Grupos Controle e expostos a microplastico), por 3 e 7 dias.

3 Dias 7 Dias
Comprimento (cm) Peso (g) Comprimento (cm)  Peso (g)
Controle 16,12 + 1,68 40,23 £ 9,27 15,73 + 1,46 34,04 + 7,45

Microplastico 16,96 + 1,09 44,68 * 6,03 15,68 + 0,10 33,89 £ 3,70

Fonte: Elaborada pela autora.

4.4 EXTRACAO E DETECCAO DE MICROPLASTICOS

Para a extracdo/digestdo e deteccdo de microplasticos nos organismos
expostos aos diferentes tratamentos foi utilizado o protocolo proposto por Cole et al.
(2014), com pequenas adaptacbes descritas oportunamente. Este protocolo se
mostrou eficaz na digestdo de tecidos e posterior deteccdo de microplasticos em
peixes de dgua doce da espécie Colossoma macropomum.

Preliminarmente os organismos oriundos dos diferentes tratamentos, expostos
ou nao aos microplasticos, por 3 ou 7 dias (Grupos Controle T3, n = 3; Controle T7, n
=2, MP T3, n = 10 e MP T7, n = 9), mantidos sob refrigeracdo (-20°C), foram
descongelados e dissecados para a separagao das branquias, do trato gastrointestinal

e musculos dorsais (Figura 6), perfazendo um total de 72 amostras.
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Figura 6. Dissecc¢ao dos organismos - teste. A. Detalhe e B. Amostras de musculos dorsais,
trato gastrointestinal e branquias (sentido horario).
Fonte: Elaborado pela autora.

Na sequéncia as amostras (n = 72) foram submetidas a secagem em estufa
(FANEM modelos 315 SE) a 40°C por aproximadamente 18 horas (Figura 7) e
posteriormente pesadas (em balanca DIGIMED modelo KN 5000C).

Figura 7. Secagem das amostras. A. amostras na estufa (40°C). B. Amostras secas.
Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.1 Extracdo dos microplasticos — Digestéo alcalina e filtragem

Para a extracdo dos microplasticos foi adotado o protocolo de Cole et al. (2014),
gue verificaram uma eficicia na digestao otimizada de 91,3%, adicionando 10 M de
NaOH aos orgaos e tecidos secos, com agitacdo por cerca de 40s, para facilitar a
remocao de todo o material biologico.

Branquias, trato gastrointestinal e os musculos dorsais dos organismos dos
diferentes tratamentos e periodos amostrais foram digeridos sob a agdo de 40 ml de
10 M NaOH por 0,29 de tecido seco, mantidos durante 24 h a 60°C em estufa (FANEM
modelos 315 SE e Orion 515) em frascos de vidro com tampas de vidro (Figura 8). A
utilizacéo de papel aluminio para a vedacao dos frascos de vidro ndo é recomendada,
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pois no processo de digestdo e aquecimento em estufa, o NaOH evapora e o papel
aluminio, em decorréncia do contato com a solucéo, reage e acaba por contaminar a
amostra (COLE et al., 2014).

Os recipientes e respectivas tampas, de vidro, utilizados para a digestéo, foram
previamente lavados com detergente especifico (EXTRAN) e enxaguados com agua
comum (5x) e agua destilada (3x) a fim de reduzir a possibilidade de contaminacao
prévia. Quatro outros desses recipientes foram utilizados como “brancos”, contendo
apenas a solucdo de 10 M NaOH, com o objetivo de identificar eventuais
contaminagdes (COLE et al., 2014).

-5
— IS

Figura 8. Pesagem das amostras e inicio da digestdo. A. Raspagem dos tecidos po6s
secagem. B e C. Pesagem e acondicionamento em separado de trato gastrointestinal, misculos e
brénquias. D e E. Preparo das amostras para digestdo com a adicdo de 10 M NAOH. F. Digestéo das
amostras em estufa a 60°C.
Fonte: Elaborado pela autora.

Apés 24 h de digestdo em estufa as amostras foram organizadas para o

processo de filtracdo (Figura 9).
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Figura 9. Amostras pds digestao. A. Amostras de branquias e trato gastrointestinal. B. Amostras de
musculos.
Fonte: Elaborado pela autora.

As amostras pos-digestao foram filtradas por uma malha de ago inoxidavel com
porosidade de 30um cortada em pequenos filtros de 5-6 cm para facilitar o manuseio
no processo de filtracdo realizado com a utilizacdo de bomba a vacuo (PRISMATEC)
(Figura 10). Esses pequenos filtros foram previamente pesados em balanca analitica
(DHAUS) e, apos a filtragem, pesados novamente, agora contendo as amostras
retidas.

Figura 10. Filtragem das amostras digeridas. A. Sistema de filtragem. B. Amostra em processo de
filtragem (detalhe).
Fonte: Elaborado pela autora.

Para parte das amostras dos musculos dorsais e de branquias foram
realizadas adaptagbes ao protocolo inicial visando otimizar o processo de
filtragem apds o processo de digestdo devido a presenca de quantidade
importante de material biolégico e de solugdo alcalina. Para tanto foram
utilizados, na filtragem, filtros de fibra de vidro (Merck Millipore Ltd.), também

recomendados para filtragens dessa natureza (BESSA et al., 2019), de maneira
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isolada ou em conjunto com o filtro de aco inoxidavel. As amostras
permaneceram na solucdo de 10 M NaOH, em temperatura ambiente, até o
momento da filtragem.

Ao final do processo de filtracdo, os filtros contento as amostras foram
lavados com cerca de 100ml de 4gua Milli-Q e, na sequéncia, permaneceram
por cerca de 1 hora secando em estufa (60 °C) com nova pesagem em seguida
(Figura 11).

Vale ressaltar que a temperatura de fusdo do PEBD, polimero das
particulas utilizadas no presente estudo, varia entre 110 a 115 °C (COUTINHO;
MELLO; DE SANTA MARIA, 2003).

Figura 11. Amostras digeridas (trato gastrointestinal e branquias) pés filtragem. A. antes da
secagem e B. depois da secagem.
Fonte: Elaborado pela autora.

Os filtros secos com o material retido foram armazenados em
“‘envelopes” de papel aluminio (Figura 12), para posteriores observagbes em

estereomicroscopio (ZEISS) e subsequente qualificacdo em ATR - FTIR.

Figura 12. Acondicionamento das amostras (em “envelopes” de papel aluminio) para posterior
andlise ATR - FTIR.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Os filtros de malha de aco e / ou de fibra de vidro utilizados apresentavam
porosidade menor do que o microplastico do experimento. O “branco” também foi
filtrado e submetido as etapas de preparacdo para analise ATR - FTIR, tendo

permanecido em estufa por até 8 horas.

4.4.2 Deteccado de microplasticos por Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada Fourier em Reflectancia Total Atenuada — ATR - FTIR (Attenuated

Total Reflectance — Infrared Transformed by Fourier)

As amostras filtradas — resultado da digestéo e filtragem das branquias, do trato
gastrointestinal e musculos dorsais dos organismos expostos aos diferentes
tratamentos — foram submetidas a deteccéo do polimero por meio da Espectroscopia
de Infravermelho com Transformada Fourier em Reflectancia Total Atenuada (ATR -
FTIR).

Os espectros foram obtidos por meio de um espectroscépio no infravermelho
médio (Agilent) Modelo Cary 630 FTIR de absorcéo, na faixa espectral de 4.000-650
cm?l, com resolugdo de 8 cm, disponibilizado pelo Laboratério de Sintese e
Caracterizacdo de Nanomateriais (LSCN), localizado no Instituto Federal do
Amazonas (IFAM), Campus Distrito Industrial, Manaus, Amazonas. Os dados padréo
foram obtidos das bibliotecas Agilent (Polymer Handheld ATR Library, Elastomer
Oring and Seal Handheld ATR Library) e ATR Demo Library.

O diamante cristal do ATR foi limpo com solucdo 70% de alcool isopropilico e
uma leitura de fundo foi realizada antes da leitura de cada amostra. As amostras foram
comprimidas pelo diamante para garantir uma boa superficie de contato entre elas e
0 ATR cristal.

As bandas de absorcao, identificadas usando a altura dos picos nas amostras
com similaridade de no minimo 80%, também foram comparadas com as bandas de
cada polimero reportado na literatura. Ao interpretar a saida de FTIR, somente as
leituras com niveis de confianga maiores que 50% (LUSHER; MCHUGH,;
THOMPSON, 2013) foram aceitas. Apenas esses dados foram incluidos para a
analise do teste de FTIR para confirmar a presenca de microplastico encontrado
durante a observacdo das amostras de branquias, do trato gastrointestinal e dos
musculos dorsais dos organismos dos diferentes tratamentos e periodos amostrais.

A técnica visa confirmar, portanto, a presenca dos polimeros constituintes das
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particulas plasticas utilizadas no experimento de exposi¢cdo, em conjunto com um
banco de dados de referéncia (COLE et al., 2014).

Ao final, os espectros das amostras foram gerados a partir do pacote Simple
Baseline no software de espectroscopia 6tica Spectragryph (MENGES, 2020), a partir
dos dados da ATR-FTIR.

4.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados a fim de identificar os tratamentos (organismos
expostos ao microplastico) que apresentaram diferenca estatistica significativa em
relacdo ao controle (organismos ndo expostos ao microplastico), para amostras do
trato gastrointestinal, branquias e musculos dos individuos, em ambos os periodos
amostrais, 3 e 7 dias.

Os dados obtidos tiveram os outliers removidos por meio de teste de Grubbs.
Em seguida foram analisados quanto a normalidade e homocedasticidade através dos
métodos de Shapiro-Wilk e teste de Bartlett, respectivamente. Na sequéncia foi
realizada uma andlise de variancia (Two - way ANOVA) com teste a posteriori de
Bonfferroni, a fim de identificar se os tratamentos apresentaram diferenca estatistica
significativa com o controle e em relacdo ao tempo de exposicdo por meio do

programa Prism v.7a. Todas as analises empregaram a significancia de p< 0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Preliminarmente, foi possivel observar visualmente a presenca de
microplasticos em parte dos individuos expostos ao microplastico, tanto no trato

gastrointestinal quanto em branquias (Figura 13).
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B

Figura 13. Microplasticos observados em organismos - teste expostos a MP. A. trato
gastrointestinal. B. branquias.
Fonte: Caio F. Nobre.

Barboza et al. (2020) salientam que os microplasticos podem ser captados por
peixes diretamente da 4gua do mar, de forma passiva (através da passagem da agua
pelas branquias, por exemplo) e ativamente, quando ingeridos no lugar ou junto com
os itens comuns de sua alimentacéo. A presenca de microplastico nas branquias e no
trato gastrointestinal dos organismos-teste expostos ao microplastico pode ser
explicada, portanto, por estes mecanismos de contato e ingestdo das particulas.

O habito alimentar da espécie utilizada como organismo-teste, Centropomus
undecimalis, a partir da ingestéo indiscriminada de elementos presentes nas aguas,
pode potencializar a ingestao de contaminantes, a exemplo de microplasticos. Tonini,
Braga e Nova (2007) enfatizam que 0s peixes carnivoros, como os robalos, em sua
maioria séo classificados como predadores visuais, pois usam a visao como principal
sentido para localizagdo de presas. Estes individuos possuem uma forma
caracteristica de ingestéo de alimento e, quando a presa esta préxima a boca, o peixe
levanta a cabeca, abaixa a mandibula e abre os opérculos, aumentando a capacidade
da cavidade bucal. Este aumento repentino da cavidade bucal provoca uma rapida
entrada de agua, promovendo a succado da presa (BALDISSEROTTO, 2020) e
permitindo que o peixe ingira acidentalmente outros componentes, além da presa
(RICKLEFS, 1998).

O método utilizado para exposi¢cdo de peixes estuarinos a microplastico em
laboratorio se mostrou eficiente uma vez que as condi¢cdes experimentais garantiram
a sobrevivéncia dos organismos e a exposicdo (com a observacdo de particulas
plasticas visualizadas diretamente e por meio da analise dos resultados de ATR -

FTIR) em diferentes tempos de exposi¢ao (3 e 7 dias).
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5.1 DIGESTAO

A quantidade de material biolégico (em peso seco) presente nas amostras
variou, em ordem crescente, entre menos de 0,1g até 6,0g para trato gastrointestinal,
branquias e musculos dorsais (Figuras 14, 15 e 16 e Tabela do Apéndice A).

Trato Gastrointestinal
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Figura 14. Peso seco (g) das amostras de trato gastrointestinal dos organismos - teste
expostos ou ndo ao microplastico, por 3 e 7 dias.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 15. Peso seco (g) das amostras de branquias dos organismos - teste expostos ou ndo
ao microplastico, por 3 e 7 dias.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 16. Peso seco (g) das amostras de musculos dorsais dos organismos - teste expostos
ou ndo ao microplastico, por 3 e 7 dias.
Fonte: Elaborado pela autora.

A gquantidade de material biolégico das amostras acarretou a utilizacdo de
quantidade variavel da solugcéo de 10 M NaOH, de 40ml até 1,2L, para a sua digestao
(Tabela 2) ja que o protocolo utilizado indica a utilizacdo de 40ml da solucéo alcalina

a cada 0,2g de peso seco da amostra.

Tabela 2. Quantidade de solugdo alcalina (ml) utilizada para a digestdo das amostras de trato
gastrointestinal (TGI), Branquias e Mdasculos dorsais (Musculo) dos individuos submetidos aos
diferentes tratamentos (Grupos Controle e expostos a microplastico), por 3 e 7 dias.

Volume de Solucdo de NaOH 10M (ml)

Média Minimo Maximo

TGI 40.83 40.00 60.00
Branquias 58.33 40.00 120.00
Musculo 670.83 160.00 1200.00

Fonte: Elaborada pela autora.

Ao final do processo foi possivel observar a digestdo parcial do material
biolégico, com a presenca de material recalcitrante, em especial nas amostras de
branquias e masculos dorsais.

O resultado pode ser explicado pela composicao desses tecidos e 6rgaos,
mais densos em comparacdo com o material do trato gastrointestinal, tanto em
amostras de branquias (Figura 10B), com a presenca de 0sso0s, cartilagens e tecido

mucoso (LIMA, et al., 2009), quanto em amostras de musculos dorsais, cuja pele com
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tecido fibroso foi mantida ao final do processo de digestao (Figura 9B). No caso dos
musculos dorsais as amostras também eram comparativamente mais volumosas que
as demais (Figuras 14 a 16).

Porém, o protocolo de digestédo alcalina otimizado com 10M NaOH a 60°C
proposto por Cole et al. (2014), em estudo para deteccdo de microplastico em
zooplancton marinho, se mostrou suficiente para a obtencdo das amostras finais
submetidas a analise de ATR - FTIR bem como para detec¢do de microplastico, como
demonstram os resultados de ATR - FTIR apresentados a seguir.

No entanto, vale ressaltar que ndo foi avaliada no presente estudo uma
eventual degradacéo do polimero, mesmo que parcial, durante o processo de digestao
como indicado por Pfeiffer e Fischer (2020) que apontaram para a possibilidade de
alto percentual de degradacdo de PET com a utilizacdo de altas concentragcbes de
NaOH e temperaturas.

O tempo necessario para a filtragem do material, ap6s a digestédo, também foi
consideravelmente variavel, sendo maior para as amostras de musculos dorsais e
branquias. A maior quantidade de solucdo de 10M NaOH utilizada no processo de
digestéo (Figura 17) bem como a presenca de importante material recalcitrante dessas

amostras podem explicar essa variacao.
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Figura 17. Quantidade (ml) média de 10 M NaOH utilizada para digestdo das amostras de
trato gastrointestinal, branquias e musculos dorsais dos organismos-teste dos grupos controle e
expostos ao microplastico.
Fonte: Elaborado pela autora.

Desta forma, o protocolo utilizado pode ser considerado como alternativa para

a digestdo de tecidos e oOrgaos de peixes estuarinos, devendo ser avaliado em
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comparagdo com outros protocolos utilizados, considerando os custos envolvidos,
periodo de tempo para realizacdo dos experimentos e a possibilidade de deteccéo do
polimero.

Barcelo (2020) destaca que os métodos para esta analise requerem que se
garanta ao maximo possivel a reducdo da presenca de particulas naturais e a
preservacao da integridade das particulas de polimeros sintéticos alvo.

Cole et al. (2014) discorrem sobre as dificuldades de isolar microplasticos
oriundos de ambientes marinhos produtivos e ressaltam a necessidade de
desenvolvimento de protocolos para a deteccdo e separacdo dessas particulas
plasticas na presenca de material bioldégico em quantidades significativas.

Lusher, Hollman e Mendoza-Hill (2017) indicam que os métodos de extracdo de
microplasticos incluem a digestado de tecidos com produtos quimicos ou enzimas. Os
autores destacam que microplasticos presentes em tecidos dissecados podem ser
isolados usando solugdes salinas, flutuagcdo de densidade, inspe¢do visual ou
digestdo e que a enumeracdo de microplasticos presentes na biota ou tecidos
excisados pode ser um desafio, por conta do material bioldgico presente (biofilmes
microbianos, algas e detritos), que podem mascarar a presenca das particulas de
plastico. Por isso, ressaltam que, para isolar microplasticos, a matéria organica deve
ser digerida, restando os materiais recalcitrantes.

Os protocolos de digestéo citados pelos autores incluem acidos (a exemplo de
acido nitrico, acido férmico e &cido cloridrico), alcalis (como o hidroxido de potassio),
agentes oxidantes (peroxido de hidrogénio, por exemplo) e enzimas (Proteinase K)
(LUSHER et al., 2017b). Ressaltam ainda que, até o momento do estudo, o uso de
hidroxido de potassio (KOH) parecia ser a estratégia mais adequada (DEHAUT et al.,
2016; KUHN et al., 2016; LUSHER et al., 2017b).

Lusher et al. (2017b) indicam como protocolos otimizados para digerir tecidos
de peixes para isolar microplasticos a utilizacdo de tratamento com KOH (10%)
associado a exposicao por 14-21 dias (FOEKEMA et al., 2013; LUSHER et al., 2017b)
e tratamento com KOH (10%) em temperatura de 60°C por 12 horas (ROCHMAN et
al., 2015).

Zhang et al. (2021), em estudo sobre MP em peixes de agua doce selvagens
(em trato gastrointestinal e branquias), utilizaram 200 ml de H202 30% a 65°C por 24-
72 horas para a digestdo do material.

Cole etal. (2014) relatam que, em experimento para deteccdo de microplasticos
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em zooplancton marinho, utilizando diferentes metodologias para digestdo das
amostras, o protocolo de digestdo alcalina otimizado, com 10M NaOH a 60°C,
apresentou eficicia de digestdo de 91,3%. Ressaltam ainda que, com a utilizacdo
desse protocolo, ocorreu fusdo de fragmentos de polietileno presente nas amostras,
porém garantindo a sua observacao. O estudo demonstrou também que o tratamento
com proteinase-K apresentou os melhores resultados (com 97% das amostras
digeridas).

Em estudos para a deteccéo de particulas plasticas em mexilhdes, Cole et al.
(2014) citam a utilizacdo de acido nitrico para a digestdo dos tecidos, ressaltando,
porém, que o método é destrutivo para alguns tipos de polimeros, sensiveis ao pH
acido.

Lusher, Hollman e Mendoza-Hill (2017) ressaltam que os agentes quimicos
podem ser filtrados com o objetivo de reter quaisquer materiais recalcitrantes (a
exemplo de tecido nao digerido, residuo inorganico e microplasticos). Os autores
informam que as particulas de microplasticos em filtros podem ser visualizadas
diretamente, transferidas para laminas ou extraidas e que a separacao por densidade
também pode ser usada, embora essa técnica seja mais comum em amostras de
sedimentos e 4gua.

Ressaltam também que a técnica de separacao por densidade, recomendada
pela Marine Strategy Framework Directive (MSFD), também pode ser utilizada apés a
digestdo e que solucbes salinas como o cloreto de sodio (NaCl ag) permitem a
separacdo de particulas onde ha grandes quantidades de material (a exemplo de
areia, além de quitina e ossos) que néao foi dissolvido anteriormente. Finalmente,
destacam que o NaCl é recomendado por seu baixo custo e seguranc¢a, mas ressaltam
gue seu uso pode levar a uma subestimacao de particulas mais densas (densidades
maiores que 1,2 g cm3).

Bessa et al. (2019) ressaltam que o H202 15% é recomendado para a digestao
de diferentes tecidos, porém consumindo tempo relativamente grande no processo.
Ja o método enzimatico, apontado como extremamente eficiente (COLE et al., 2014)
para a digestédo, apresenta custos comparativamente maiores, sendo mais apropriado,
portanto, para amostras pequenas (BESSA et al., 2019).

O KOH 10%, também recomendado para a separacdo de microplastico
(LUSHER et al., 2017b), deve ter sua utilizagéo avaliada levando-se em consideragao

as restricoes para sua aplicacéo no caso de amostras de tecidos adiposos (BESSA et
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al., 2019).

Bessa et al. (2019) também apontam que os protocolos citados garantem que
0s polimeros ndo serdo degradados — parcial ou totalmente — durante o processo de
digestdo, ao contrario daqueles que utilizam HCI e H202 30%. Todavia, ha estudos
recentes que utilizaram o H202 30% a 65°C, por 24-72 horas, para a digestdo de
peixes de agua doce avaliados quanto a presenca de microplastico (ZHANG et al.,
2021).

5.2ATR - FTIR

As amostras finais (obtidas ap6s o processo de digestéo, filtracdo e secagem)
foram submetidas a Espectroscopia no Infravermelho com reflectancia total atenuada
— ATR - FTIR, ap0s uma observacao microscoépica preliminar.

A espectroscopia de infravermelho é considerada o método mais confiavel
para identificar a composicao de microplasticos (CINCINELLI et al., 2017) e a técnica,
baseada no principio de absorcédo da radiacao do infravermelho, fornece evidéncias
dos grupos funcionais e da estrutura do composto em analise.

Souza (2020) identificou a presenca de micro e nanoplasticos encontrados em
ambiente de agua doce, a partir da observacao de diferentes picos de espectros
obtidos pela andlise de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada Fourier -
FTIR.

Na Espectroscopia no Infravermelho com reflectancia total atenuada, um feixe
de radiacdo passa de um meio mais denso (cristal de ATR) para um meio menos
denso (amostra) ocorrendo uma reflexdo em sua superficie interna. Ao final, a
intensidade da radiacdo de penetracdo apresenta uma atenuacao, expressa em uma
banda no espectro, sendo aplicada para a analise de amostras em estado sélido, a
exemplo de pastas, adesivos ou p6 (RODRIGUES e GALZERANI, 2012; OLIVATTO
et al., 2018).

Os espectros resultantes da analise ATR - FTIR das amostras dos diferentes
tratamentos (organismos expostos ou ndo ao microplastico, para amostras do trato
gastrointestinal, branquias e musculos dos individuos, em ambos os periodos
amostrais, 3 e 7 dias), bem como dos “brancos” (amostras contendo apenas a solugéo
de 10M NaOH), foram comparados com o espectro padrao de polietileno obtido em

banco de dados da rede mundial de computadores (Figura 18).
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Ja a Figura 19 apresenta os espectros obtidos para os “brancos” em

comparacao com o0s espectros padrao do polietileno.
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Os resultados apontam para a presenca de polietleno nessas amostras
contendo apenas a solucao alcalina (NaOH 10M), sendo possivel observar os picos
caracteristicos do polimero, porém em intensidades menores do que aqueles
presentes nos espectros padréo do polietileno.

Um dos fatores que determina a intensidade dos picos dos espectros é a
concentracdo do polimero presente nas amostras. Em amostras puras a intensidade
encontrada estara em seu maximo. Ja& em amostras com diferentes substancias essa
intensidade dos picos sera diferente, em virtude da presenca de diferentes moléculas
e concentragdes diversas do mesmo componente.

O polietileno observado nas amostras de “brancos” pode ser originario de
diferentes fontes, a exemplo do frasco utilizado para comercializagcdo do NaOH e do
recipiente utilizado para o preparo da solucdo usada para a digestdo das amostras,
dentre outras possiveis fontes de contaminagdo. A questdo da contaminagdo por
microplasticos foi abordada em reviséo sobre os métodos analiticos para deteccao de
microplasticos em alimentos, realizada em 2016 pela EFSA, que ressalta a
possibilidade de contaminagcdo de amostras com microplasticos de ar, roupas,
egquipamentos e/ou reagentes usados na analise (LUSHER, HOLLMAN e MENDOZA-
HILL, 2017).

A Figura 20 apresenta os espectros obtidos para as amostras de branquias,
trato gastrointestinal e musculos dorsais dos grupos controle, ndo expostos ao

microplastico, por 3 e 7 dias, em comparagcdo com o espectro padrao do polietileno.
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Os resultados das andlises ATR - FTIR para os organismos dos grupos
controle demonstram que foram observados 0s sinais caracteristicos do espectro do
polietileno para as amostras de branquias, trato gastrointestinal e musculos dorsais,
porém em intensidades menores em comparacao ao espectro padrao do polimero.

Como ja discutido no caso dos “brancos” a presencga do polimero pode ter
diferentes origens. Além daquelas destacadas para a solucao utilizada na digestao do
material biolégico vale ressaltar, por exemplo, que os peixes utilizados como
organismos-teste foram capturados, no LANAM, com a utilizacdo de redes de
polietileno, uma outra possivel fonte de contaminacao prévia.

A seguir sdo apresentados 0s espectros obtidos para as amostras de
branquias, trato gastrointestinal e masculos dorsais dos organismos expostos ao
microplastico, por 3 e 7 dias.

A Figura 21 apresenta comparacao entre os espectros das amostras de
branquias de organismos do grupo controle e expostos a microplastico por 3 dias e do

padréo para o polietileno.
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Os picos caracteristicos do polimero foram identificados, em intensidades
variaveis, nas diferentes amostras de branquias dos organismos expostos a
microplastico, por 3 dias. Algumas destas amostras apresentaram, inclusive, picos
bastante proximos, em intensidade, ao espectro padrédo do polietileno, apontando para
uma alta concentracdo do polimero nestas réplicas.

A Figura 22 apresenta a comparacdo dos espectros das amostras dos
musculos dorsais de organismos do grupo controle e expostos a microplastico, por 7

dias e do padréo para o polietileno.
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Os resultados demonstram que, apesar de menos intensos em comparacgao
com aqueles presentes nas amostras de branquias, 0s picos caracteristicos do
polimero também foram observados nas amostras de musculos, em especial dos
organismos expostos ao microplastico.

Os espectros das amostras do trato gastrointestinal de organismos expostos
a microplastico, por 7 dias, em comparacdo com o espectro padrao do polietileno,

podem ser observados na Figura 23.
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Novamente foi possivel observar nos espectros destas amostras 0s picos
caracteristicos do polietileno, em intensidade variaveis.

E possivel observar, portanto, por meio da andlise dos resultados de ATR -
FTIR obtidos, a presenca de polietiieno — polimero que compde o0 microplastico
utilizado no experimento de exposicdo — em branquias, trato gastrointestinal e
musculos, em ordem decrescente de intensidade, tanto nos organismos - teste
expostos a 3 quanto a 7 dias (Figuras 21 a 23 e Apéndices B a D).

Os resultados coincidem com Barboza et al. (2020), que identificaram a
presenca de microplasticos em diferentes tecidos — trato gastrointestinal, musculo
dorsal e branquias — de exemplares de trés espécies de peixes — Dicentrarchus labrax,
Trachurus trachurus e Scomber colias — capturados em aguas do nordeste do Oceano
Atlantico Norte (costa noroeste de Portugal).

A técnica ATR — FTIR, aliada a analise preliminar via microscopia, foi capaz
de identificar a presenca do polietileno e do microplastico nas diferentes amostras. A
ATR — FTIR apresenta uma série de vantagens — como sua adequacao para a
deteccdo do tipo de particula utilizada no experimento além de nao se tratar de técnica
destrutiva — devendo sua utilizacdo ser considerada de acordo com os objetivos e
caracteristicas dos estudos.

Lusher, Hollman e Mendoza-Hill (2017) informam que a espectroscopia Raman
€ capaz de alcangar uma melhor resolucéo (até 1 ym) do que a FTIR (10 ym), como
demonstrado por Lenz et al. (2015), mas ressaltam que a identificacdo de fibras
depende principalmente da técnica FTIR, ja que as analises utilizando Raman nao se
mostraram eficientes até agora para este tipo de microplastico, de acordo com Dris
(2017). Cole et al. (2014) alertam que a utilizacdo do Raman pode ser prejudicada
pela presenca de pigmentos de algas no material analisado e, por isso, relatam a
utilizacéo da técnica FTIR.

Ja a varredura automatizada acoplada a microespectrometria pode fornecer um
método robusto para analise de grandes amostras ambientais sem ter que confiar na
identificacdo visual, metodologia dependente do operador e nao eficiente para
particulas microplasticas menores que 50 um, conforme Frére et al. (2016), podendo
ser utilizada em complemento ao Raman (PONTES, 2019).

Primpke et al. (2020) compararam os resultados de analises de microplasticos
obtidos por meio da cromatografia gasosa de pirélise com espectrometria de massas

(Py - GC/MS) e FTIR. Os autores ressaltam que ambas as abordagens geram um
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conjunto de dados diferentes, relacionados a massa ou ao numero de particulas
presentes nas amostras e destacam que o FTIR detecta ampla gama de materiais
identificando, inclusive, particulas muito pequenas presentes também em pequeno
namero.

Souza (2020), por exemplo, identificou a presenca de micro e nanoplasticos
encontrados em ambiente de agua doce, a partir da observacao de diferentes picos
de espectros obtidos pela andlise de Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada Fourier - FTIR.

Harrison, Ojeda e Romero-Gonzalez (2012), em estudo para deteccdo de
microplasticos em sedimentos com a comparacéo de dois métodos de Espectrometria
de Infravermelho com Transformada Fourier em reflectancia (micro FTIR e reflectancia
total atenuada — ATR - FTIR), demonstraram que ambos os meétodos podem ser
utilizados de maneira complementar, ja que cada um deles permitiu a distin¢cdo de
certos aspectos dos microplasticos de maneira mais eficiente. Os autores ressaltam,
ainda, a possibilidade de que os espectros obtidos sejam influenciados por
contaminantes associados as particulas plasticas e/ou materiais organicos
naturalmente presentes em ecossistemas marinhos.

Na presente andlise de ATR - FTIR os sinais de outras substancias também
foram observados nos espectros obtidos. A presenca de material organico, nao
totalmente digerido no processo de digestdo, ocasionou a geracao de sinais
caracteristicos. Esta caracteristica dos espectros gerados pelas amostras dos
diferentes tratamentos pode dificultar a sobreposicdo exata com a do padrdo de
polietileno.

Os picos das amostras nem sempre aparecem estreitos como o0s do
polietileno. Para aperfeicoar o método de analise das amostras 0s técnicos
responsaveis pela leitura dos resultados de ATR - FTIR indicam ser recomendavel
realizar a lavagem — com posterior secagem - e limpeza do material a ser submetido
a leitura, apds analise via microscopia. Jung et al. (2018) citam a agua como meio
apropriado para esta lavagem. Também ¢é indicada a possibilidade de aumentar a
faixa de varredura do equipamento para 4.000 a 400 cm™2.

Os sinais de outras substancias — outros polimeros dentre elas — também
foram identificados. No caso de ndo polimeros, cujos dados foram analisados por meio
da biblioteca do fabricante Agilent, muitas vezes foram identificadas similaridades

menores ou iguais a 80%.
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As Tabelas 3 e 4 apresentam os valores relacionados a presenca de
microplastico (concentracdo do polimero) observadas nas amostras de trato
gastrointestinal, branquias e musculos dorsais dos individuos dos grupos controle e

expostos a microplastico, por 3 e 7 dias, respectivamente.

Tabela 3. Presenca de microplastico (coincidéncia com a absorbancia do padrdo de polietileno, em %)
nas amostras de trato gastrointestinal (TGI), Branquias e Misculos dorsais dos individuos do grupo de
controle e expostos a microplastico (MP), por 3 dias.

3 dias
Branquias TGl Musculos
Réplicas Controle MP Controle MP Controle MP
1 2.67 5.91 17,65 11,03 6.64 46.97
2 15.06 4.38 22,33 18,52 3.08 4.6
3 3.51 51.06 18,59 1594 365 1753
4 91.85 30,36 15.29
5 76.52 - 30.74
6 5.64 15,21 -
7 2.46 22,27 9.29
8 19.15 25,79 84.61
9 - 26,7 6.84
10 17.88 28,84 3.11

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 4 - Presenga de microplastico (coincidéncia com a absorbancia do padrao de polietileno, em %)
nas amostras de trato gastrointestinal (TGI), Branquias e Misculos dorsais dos individuos do grupo de
controle e expostos a microplastico (MP), por 7 dias.

7 dias
Branquias TGl Muasculos
Réplicas Controle MP  Controle MP Controle MP

1 4.14 27.28 16,45 2253 158 20.52
2 0.22 11.78 5,64 25,73 7.15 4,12
3 8.96 25,26 0.62
4 5.31 14,88 8.96
5 49.18 17,37 13.9
6 - 24,38 -
7 - 20,21 31.69
8 38.23 23,51 2.48
9 - 22,53 31.57

Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados apontam para a presenca de MP em concentracdes muito
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préximas aquelas do polimero polietileno, em especial para amostras de branquias e
musculos de alguns dos organismos expostos a microplasticos, por 3 dias (com

destaque para as branquias do individuo 4 e musculos do individuo 8).

5.3 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados das analises estatisticas dos tratamentos de branquias, trato
gastrointestinal e muasculos dorsais de organismos expostos a microplastico e do
grupo controle para ambos os periodos amostrais podem ser observados nas Figuras
24 a 26.
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Figura 24. Presenca de microplastico (coincidéncia com a absorbancia do padrao de
polietileno, em %) nas amostras de Branquias dos individuos dos grupos de controle e expostos a
microplastico (MP), por 3 e 7 dias (Média, * erro padréo e p < 0,05). Nao houve diferenga significativa
entre o tratamento testado e o controle em ambos os periodos de exposicao (3 e 7 dias).
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 25. Presenca de microplastico (coincidéncia com a absorbancia do padrédo de
polietileno, em %) nas amostras do trato gastrointestinal (TGI) dos individuos do grupo de controle e
expostos a microplastico, por 3 e 7 dias (Média, * erro padréao e p < 0,05). Houve diferenca
significativa entre o tratamento testado e o controle para o periodo de 7 dias de exposicdo ao MP.
Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 26. Presenca de microplastico (coincidéncia com a absorbancia do padréo de
polietileno, em %) nas amostras de misculos dorsais (Mlsculos) dos individuos do grupo de controle
e expostos a microplastico, por 3 e 7 dias (Média, £ erro padrao e p < 0,05). Ndo houve diferenca
significativa entre o tratamento testado e o controle em ambos os periodos de exposicao (3 e 7 dias).

Fonte: Elaborado pela autora.

Foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos de
organismos expostos a microplastico e o grupo controle apenas para 0 grupo
composto por amostras do trato gastrointestinal e exposto por 7 dias (Figura 26).

Esses resultados corroboram aqueles do trabalho de Zhang et al. (2021), que

em estudo sobre MP em peixes de agua doce selvagens reportaram a presenca de
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uma média de 0,6 itens de MP por individuo nas branquias e no trato gastrointestinal,
sendo que a maioria destes itens foi encontrada justamente no trato gastrointestinal
dos animais.

Lusher, Hollman e Mendoza-Hill (2017) também apontaram que, de um modo
geral, microplasticos foram observados, em pequenas quantidades, apenas no trato
gastrointestinal de organismos aquaticos de vida livre.

Os resultados (Figuras 24 a 26) demonstraram que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os tratamentos (grupos controle e expostos ao
microplastico) e os periodos amostrais (3 e 7 dias). Também ndo h& diferenca
estatisticamente significativa entre os diferentes tempos.

A presenca do polimero foi observada, inclusive, em muasculos dorsais de
organismos expostos ao microplastico por 3 dias (Figura 27) e apontam para a
possibilidade de translocacdo do microplastico para esses tecidos em peixes expostos

por um periodo de tempo relativamente curto.
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Figura 27. Presenca de microplastico (coincidéncia com a absorbancia do padrao de
polietileno, em %) nas amostras de Branquias, trato gastrointestinal (TGI) e musculos dorsais
(Musculos) dos individuos do grupo de controle e expostos a microplastico (MP), por 3 dias, com
destaque para o resultado em musculos de um dos individuos expostos ao MP.

Fonte: Elaborado pela autora.

Os resultados apontam para a importancia da realizacdo de estudos visando a
compreensao da bioacumulacao de microplasticos em diferentes tecidos e 6rgaos de
organismos expostos a microplasticos, bem como dos potenciais efeitos negativos a

esses organismos e aos seres humanos, dada a possibilidade de ingestéo indireta de
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microplasticos a partir do consumo de peixes expostos a ambientes onde a presenca
dessas particulas € uma realidade.

Barboza et al. (2020) ressaltam o potencial dos microplasticos em causar danos
diretos aos organismos como efeitos neurotéxicos e danos oxidativos a camada
lipidica. Lusher, Hollman e Mendoza-Hill (2017) citam estudos com préteses plasticas,
guando foram observadas mudancas na expressao de genes e proteinas, danos ao
DNA, células imunolégicas comprometidas, proliferagéo celular e necrose, inflamacgéo
em tecidos, ostedlise e laceracdes de tecido. Os estudos in vitro que expuseram
células humanas a esses tipos de micro e nanoplasticos encontraram impactos
relacionados ao estresse oxidativo, mudancas na expressdo de proteinas, danos ao
DNA, apoptose celular (morte celular programada) e necrose além de coagulagdo
celular. Todavia, concluem que ainda é necessario um maior numero de dados
experimentais a fim de avaliar o risco de toxicidade de particulas micro e nanoplasticas
apos absorcédo oral em humanos.

De acordo com Lusher, Hollman e Mendoza-Hill (2017), produtos oriundos da
pesca e aquacultura representaram cerca de 17% da ingestédo de proteina animal na
alimentacdo humana, em 2013. Para o Brasil, citam dados da Organizacdo das
Nacoes Unidas para a Alimentacéo e Agricultura (FAO) que estimam em 9,74 kg/per
capita o consumo de peixes nesse mesmo ano. Os autores ressaltam as vantagens
da ingestdo desse tipo de alimento para a saude humana, mas também indicam a
preocupacado emergente sobre os potenciais impactos causados pela presenca de
microplasticos em organismos aquéticos consumidos.

Os autores afirmam que, em humanos, os riscos de ingestado de microplasticos
séo reduzidos por conta da remocao das visceras da maior parte dos organismos
marinhos consumidos, com excec¢do de peixes de menor tamanho e de muitas
espécies de bivalves, que sdo consumidos por inteiro. Isto porque, segundo os
autores, de um modo geral, microplasticos foram observados, em pequenas
guantidades, apenas no trato gastrointestinal de organismos aquaticos de vida livre.
Também indicam que os microplasticos podem ser eliminados junto com o material
fecal e que a translocagéo para outros tecidos ndo ocorre ou é muito baixa para as
menores particulas de microplasticos (menores que 600 pm).

Em estudo mais recente, Barboza et al. (2020) também ressaltam o potencial
risco a saude humana uma vez que detectaram a presenca de microplasticos em

musculos dorsais, presentes nas partes comumente consumidas (filés), ao contrario
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do trato gastrointestinal (visceras), geralmente removido antes de seu consumo.

Os autores estimaram em 112 a 842 itens microplasticos/ano a ingestéo
humana dessas particulas, considerando as variacdes relacionadas a idade e
consumo recomendado pela EFSA, em 2016. Os autores ressaltam ainda que, em
locais onde o consumo médio de pescado € maior, como no caso de Portugal, esse
consumo pode chegar a 3.078 itens microplasticos/ano/pessoa, reforcando a
necessidade de novos estudos para a compreensdo dos danos relacionados a
ingestao de microplasticos por humanos e definicdo de limites para a ingestéao diaria

dessas particulas.

6 CONCLUSAO

Os resultados qualitativos obtidos por meio da analise de ATR - FTIR
demonstraram a bioacumulacdo de microplastico nos diferentes tecidos — trato
gastrointestinal, branquias e masculos dorsais — de organismos expostos por 3 e 7
dias, com destaque para a presenca do microplastico em muasculos de organismos
expostos as particulas por apenas trés dias, apesar das andlises estatisticas ndo
terem mostrado diferencas significativas na maioria dos casos, com excecao dos
tratamentos de organismos expostos a microplastico e o grupo controle para o grupo
composto por amostras do trato gastrointestinal e exposto por 7 dias.

Todavia, novos estudos devem ser realizados a fim de determinar o melhor
método de digestdo para peixes estuarinos, considerando a viabilidade financeira e o
tempo necessario para a digestdo das amostras, garantindo a reducdo do material
biolégico em niveis adequados para a deteccdo das eventuais particulas de
microplasticos presentes. Aspectos relacionados a geracdo de residuos toxicos e
aplicabilidade em amostras oriundas de diferentes organismos de vida livre expostos
a microplasticos de diferentes formatos e associados a diversos contaminantes
também devem ser avaliados.

Novos estudos deverdao ser desenvolvidos visando ampliar a compreensao
sobre a bioacumulagéo de microplasticos — e substancias associadas — em diferentes
organismos e tecidos bioldgicos e suas implicagdes, inclusive como um fator de risco

para a saude humana.
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APENDICE A — Tabela com o peso seco (g) das amostras de trato gastrointestinal
(TGI), Branquias e Musculos dorsais dos individuos submetidos aos diferentes
tratamentos (Grupos Controle, por 3 e 7 dias — CT3 e CT7 — e expostos a
microplastico, por 3 e 7 dias — MP T3 e MP T7) e quantidade da solucdo de 10 M
NaOH (ml)

TRATAMENTO- 10 M 10 M 10 M
INDIV. TGl NaOH BRANQUIAS NaOH MUSCULOS NaOH
CT3-1 0.10  40.00 0.10  40.00 3.20 640.00
CT3-2 0.10  40.00 0.60 120.00 2.70  540.00
CT3-3 0.20  40.00 0.30  60.00 5.80 1160.00
CT7-1 0.10  40.00 0.20  40.00 2.30  460.00
CT7-2 0.10  40.00 0.10  40.00 3.40 680.00
MP T3-1 0.10  40.00 0.10  40.00 0.80 160.00
MP T3 -2 0.10  40.00 0.10  40.00 2.70  540.00
MP T3 -3 0.10  40.00 0.10  40.00 1.80 360.00
MP T3 -4 0.10  40.00 0.30  60.00 5.30 1060.00
MP T3-5 0.10  40.00 0.30  60.00 2.60 520.00
MP T3-6 0.10  40.00 0.30  60.00 2.60 520.00
MP T3-7 0.10  40.00 0.50 100.00 6.00 1200.00
MP T3 -8 0.10  40.00 0.10  40.00 2.60 520.00
MP T3-9 0.10  40.00 0.30  60.00 420 840.00
MP T3 - 10 0.10  40.00 0.40  80.00 410 820.00
MP T7-1 0.10  40.00 0.40  80.00 3.40 680.00
MP T7 -2 0.10  40.00 0.20  40.00 1.40 280.00
MP T7 -3 0.10  40.00 0.20  40.00 2.80 560.00
MP T7 -4 0.10  40.00 0.10  40.00 3.10 620.00
MP T7 -5 0.10  40.00 0.10  40.00 1.70  340.00
MP T7 - 6 0.20  40.00 0.40  80.00 3.60 720.00
MP T7 -7 0.10  40.00 0.20  40.00 5.00 1000.00
MP T7 -8 0.10  40.00 0.10  40.00 3.50 700.00

MPT7-9 0.30 60.00 0.60 120.00 5.90 1180.00
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APENDICE B — Espectros das amostras de branquias de organismos do grupo controle (CT 7) e expostos ao microplastico (MPT
7), por 7 dias e o espectro padrao do polimero (PE).

Abaarbanes

0,66
08 |
I
0,62 |
[X-]
— MPT_7_15
0,58 MFT_7_z8
MPT_7_38
0,58 MPT_7_36_r
— MPT_7_48
.54 — MET_7_58
— MPT_7_58_1
0,52 MOT_7_55_r
s MET_7_E&
MAT_7_78
0,48 MOT_7_8E
— MPT_7_98
0,48 Polyethylens
n4a
042
[
0,38
0,36
0,34
0,32
0,3
0,28
0,25
0,24
0,22
02
0,18
0,16
|
0,14 Ao 'I
012
0,1
0,08
0,08
0,04
0,02
o
4000 3900 3300 27030 2800 3500 3400 3300 azoo 3100 000 2500 2800 2700 2600 2500 2400 2300 2200 2100 2000 1900 1300 1700 1800 1500 1400 1300 1200 1100 1000 S00 200 700 &00 S00 400

wavenumbers [1/em]

Fonte: Elaborado por Ronaldo José Torres.
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APENDICE C — Espectros das amostras de musculos de organismos do grupo controle (CT 3) e expostos ao microplastico (MPT 3),
por 3 dias e o espectro padrdo do polimero (PE).
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APENDICE D - Espectros das amostras de trato gastrointestinal de organismos do grupo controle (CT 3) e expostos ao microplastico
(MPT 3), por 3 dias e o espectro padrao do polimero (PE).
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