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AVALIACAODA INGESTAQ DE MICROPLASTICOS POR PEIXES:
UMA COMPARACAO ENTRE METODOLOGIAS

ASSESSMENT OF MICROPLASTICS INGESTIONBY FISH: A COMPARISON
BETWEEN METHODOLOGIES

PETRUCIA LIRA SOARES
RESUMO

O impacto da poluicdo por microplasticos (MPS) nos organismos aquaticos tem
evidentemente crescido, estima-se que 79% dos 9,1 bilhdes de toneladas de plasticos
produzidos até o momento foram depositados em aterros e no ambiente natural chegando aos
organismos aquaticos. Os MPs sdo particulas plasticas com tamanho entre 0,1 um e 5,0 mm e
possuem diferentes origens, coloracdo e formas. Neste estudo, quantificamos a ingestdo de
MPs por peixes provenientes do Estuario do Rio Paraiba, PB. Comparamos dois métodos de
quantificacdo de microplasticos ingeridos por peixes, método quimico a partir da oxidacéo da
matéria organica (MQO) pelo Perdxido de Hidrogénio (H202) e método visual através da
identificacdo direta de microplasticos ingeridos. Com intuito de demonstrar qual método
garantia maior eficacia na extracdo de MPs do trato gastrointestinal do peixe. No método
visual foram triados 933 peixes que ingeriram apenas 180 MPs, enquanto no método quimico,
415 peixes consumiram 508 MPs. Desta forma, 0 método quimico revelou abundéancia média
de 1,22 + 1,77 de MPs e uma incidéncia de MPs aproximadamente trés vezes maior quando
comparado ao visual (0,19 + 0,67), oxidando toda MO do trato gastrointestinal em um periodo
de duas horas, revelando uma diferenca significativa entre os métodos (p < 0,01). Um total de
621 (90,26%) fibras representou a maior incidéncia de MPs de classificacdo quanto ao tipo.
Em termos de coloracdo, a cor azul ocorreu em 436 (63,37%) MPs. Desta forma, foi aqui
demonstrado que o0s parametros oxidacdo de MO, tempo de exposicdo ao peroxido de
hidrogénio e processo de filtragem para remogdo de espuma formada foram eficientes,
facilitando a identificacdo e a quantificacdo dos MPs, proporcionando maior eficiéncia da
andlise quimica para avaliar a ingestdo de MPs por peixes. Estudos como este reforcam a
necessidade da escolha do método adequado de extracdo de MPs em peixes, promovem a

padronizacdo de procedimentos e geram maior confiabilidade nos resultados obtidos.

Palavras-chaves: Poluicdo. Microplastico. Método. Peixe. Agente oxidante.
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ABSTRACT

The impact of pollution by microplastics (PMs) on aquatic organisms has evidently grown, it
is estimated that 79% of the 9.1 billion tons of plastics produced so far have been deposited in
landfills and in the natural environment reaching aquatic organisms. Microplastics are plastic
particles with a size between 0.1 um and 5.0 mm and have different origins, coloring and
shapes. In this study, we quantified PM ingestion by fish from the Paraiba River Estuary, PB.
We compared two methods of quantification of microplastics ingested by fish, a chemical
method based on the oxidation of organic matter (OM) by Hydrogen Peroxide ( H202) and a
visual method through the direct identification of ingested microplastics. In order to
demonstrate which method ensured greater effectiveness in extracting PMs from the
gastrointestinal tract of fish. In the visual method, 933 fish that ingested only 180 PMs were
screened, while in the chemical method, 415 fish consumed 508 PMs. In this way, the
chemical method (1.22 + 1.77) revealed an incidence of PMs approximately three times
higher when compared to the visual method (0.19 + 0.67), oxidizing all OM in the
gastrointestinal tract in a period of two hours, revealing a significant difference between the
methods (p < 0.01). A total of 621 (90.26%) fibers represented the highest incidence of PMs
by type. In terms of coloration, the blue color occurred in 436 (63.37%) PMs. Thus, it was
demonstrated here that the parameters OM oxidation, time of exposure to hydrogen peroxide
and filtering process to remove foam formed, were efficient, facilitating the identification and
guantification of PMs, providing greater efficiency in the chemical analysis. Studies like this
reinforce the need to choose the appropriate method for extracting PMs from fish, promote the

standardization of procedures and generate greater reliability in the results obtained.

Keywords: Polution. Microplastic. Method. Fish. Oxidizing agent.
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1. INTRODUCAO

Microplasticos (MPs) sdo onipresentes no ambiente, notadamente aquatico, e séo
classificados atualmente como contaminantes emergentes (Richardson et al., 2019). Apos a
Segunda Guerra Mundial, houve um aumento exponencial na demanda e na producdo de
plasticos pelo homem e em 2019, a producdo global atingiu 368 milhdes de toneladas/ano e
pelo menos 10% desta producéo é lancada anualmente no ambiente marinho (Plastics Europe,
2020). Até 2025, espera-se que a proporcao entre a massa de residuos sélidos e de peixes no
oceano seja de 1 para 3, com 250 milhdes de toneladas de lixo plastico lancadas no oceano até
2025, nesta taxa de crescimento em 2050, prevé-se que a massa de plastico serd igual e
provavelmente superara os estoques de peixes no oceano (Jovanovic, 2017).

Utiliza-se 240 milhdes de toneladas de plastico por ano e o plastico descartado
acumula-se, principalmente em habitats marinhos, com elevada contaminagdo desde a costa
até o mar profundo (Thompson et al., 2004). Em suma, estima-se que 79% dos 9,1 bilhdes de
toneladas de plasticos produzidos até o momento foram depositados em aterros e no ambiente
natural (Geyer et al., 2017), sendo o0 ambiente aquatico o mais afetado.

Mais de 80% de todos os residuos solidos encontrados no ecossistema marinho sdo
formados por materiais poliméricos e aproximadamente 85% é proveniente de fontes
terrestres (Cheshire et al., 2009). Embora os residuos de esgoto fornecam uma rota potencial
para a entrada de microplasticos no ambiente aquatico, outras fontes foram identificadas,
incluindo fragmentacdo de itens maiores, lancamento de pequenas particulas usadas como
abrasivos em produtos de limpeza e higiene, conhecidos como pellets (Browne et al., 2011).
Tornando essencial atentar-se para 0s ecossistemas aquéaticos pelo crescente aumento
populacional humano em seu entorno e intensas atividades antrdpicas que frequentemente
afetam a qualidade da agua e a biodiversidade aquética (Viana et al., 2012; Santana et al.,
2015). A quantidade de microplasticos lancada neste ambiente, inevitavelmente aumenta
devido a sua intensa degradacdo ligada as propriedades dos polimeros e as condicdes
quimicas, fisicas e bioldgicas as quais sdo submetidos ao longo do tempo (UNEP, 2015).

Outras fontes potenciais de microfibras plasticas sdo atribuidas a liberacdo de fibras
sintéticas de roupas durante a lavagem (Browne et al, 2011), degradacdo de pontas de cigarro
levando a liberacdo de fibras de acetato de celulose (Wright et al., 2015a), fragmentacdo de
equipamentos maritimos, como por exemplo cordas e redes (Cole et al., 2015b), entre outros.
Este material pode entrar na teia trofica em ambientes aquaticos de distintas formas,

diretamente através da ingestdo de microplasticos via captura acidental, sendo confundidos
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com alimento, ou pela ingestdo de presas que tenham ingerido microplasticos previamente
(Wright et al., 2013b; Jovanovic, 2017).

O termo microplastico refere-se as particulas plasticas com tamanho entre 0,1 um e
5,0 mm (Thompson et al., 2004). Eles podem ser de origem priméaria propositadamente
fabricados em tamanho microscopico e utilizados como manufatura ou secundaria, derivada
da fragmentacdo de macroplasticos inadequadamente descartados apds o uso (Stephanie et al.,
2013). Os microplasticos sdo distribuidos de forma ubiqua em todos os habitats aquaticos,
tornando-os disponiveis para uma ampla gama de organismos neles ocorrentes, incluindo
peixes (Dai et al., 2018). De forma que 0s principais riscos envolvem a sua capacidade de
persisténcia e dispersdo no ambiente marinho, a grande afinidade por poluentes organicos
persistentes (POPs), a ingestdo pela biota e a transferéncia de POPs via teia trofica (Silva,
2016). Apos a ingestdo, os microplasticos podem se acumular no trato gastrointestinal dos
peixes, causando bloqueios no sistema digestério e reduzindo a alimentagdo devido a falsa
saciedade (Lusher et al., 2013; Wright et al., 2013Db).

Diante do exposto, € consenso que 0s microplasticos tém atraido cada vez mais a
atencdo dos pesquisadores como um problema ambiental mundial (Eriksen et al, 2014; Prata
et al., 2020). Por sua vez, os estuarios estdo entre os ambientes mais importantes na zona
costeira, eles constituem zonas de transicdo, onde a agua doce da drenagem continental
mistura-se com a agua do mar, criando uma area biologicamente muito produtiva (Kennish,
2002). Ambientes estuarinos sao fundamentais para o desenvolvimento de diversas espécies
de peixes, exercendo fundamental importancia em termos de alimentagdo, crescimento,
reproducéo e protecdo nestes ambientes (Blaber, 2000). Uma vez que os rios funcionam como
caminhos coletores de residuos, transportando-os em dire¢do ao mar, ou dispersando-os pela
bacia hidrografica (Gonzalez et al., 2016).

O primeiro desafio para a avaliacdo deste impacto é a estratégia de inspecdo de MPs
utilizada, pois os MPs sdo contaminantes insollveis, de diferentes composicdes e
propriedades fisico-quimicas, estando dispersos de forma ndo homogénea na amostra
(Montagner et al., 2021). As investigacGes da absorcdo de microplésticos pela biota séo
frequentemente baseadas na analise do conteudo estomacal (Hidalgo-Ruz et al., 2012). O
preparo das amostras para coletar MPs necessita de uma etapa de digestdo eficiente na
eliminacdo dos materiais bioldgicos e tecidos que mascaram os MPs. No entanto, ndo existe
um método padrdo que remova completamente os tecidos sem afetar a integridade do

polimero (Karami et al., 2016).
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Existem diferentes métodos quimicos de quantificacdo de microplasticos disponiveis
na literatura, tais como digestdo por meio de enzimas, de bases tais como hidroxido de sédio
(NaOH) (Cole et al., 2014a), hidréxido de potassio KOH (Fora et al., 2013), digestdo acida
com a utilizacdo de &cido nitrico HNOs (Claessens et al., 2013) ou de oxidantes como o
Peroxido de Hidrogénio H202 (Avio et al., 2015). Certamente, 0 método mais adequado ao
trabalho em questdo, dependerd das propriedades da amostra e da pergunta a ser respondida.

A falta de protocolos padrdo para amostragem e andlise de MPs leva a dados nédo
confidveis ou incomparaveis sobre as concentracdes e a origem destes polimeros entre 0s
estudos (Hidalgo-Ruz et al., 2012). Desta forma, um aspecto que deve ser analisado é a
padronizacdo da metodologia para que resultados acerca da ingestdo de MPs por distintos
compartimentos biolégicos possam ser comparados entre si.

Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo comparar a eficiéncia das

metodologias de triagem: visual e quimica para quantificar os MPs ingeridos por peixes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

Este trabalho foi realizado a jusante no Estuario do Rio Paraiba, Nordeste do Brasil
(Fig. 1). A bacia hidrografica do Rio Paraiba possui aproximadamente 380 km e intercepta 37
municipios (Nishida et al., 2008). O estuério em si, possui 3.012 ha e abrange os municipios
de Santa Rita, Bayeux, Jodo Pessoa, Lucena e Cabedelo (Nishida, 2000) e constitui uma
planicie flavio-marinha formada pelo Rio Paraiba e seus afluentes: Sanhaud, Paroeira,
Mandacaru, Tibiri, Tambia, Ribeira e Guia (Guedes, 2002). O clima local é equatorial com
verdo seco, segundo a classificacdo climatica de Koppen-Geiger (Alvares et al., 2013), com
estacdo chuvosa estendendo-se de fevereiro a agosto e menor precipitacdo média em
novembro (Alves et al., 2016).

O Estuario do Rio Paraiba estende-se por uma regido metropolitana com mais de 1
milhdo de habitantes (IBGE, 2020), representando uma importante fonte de atividades
socioecondmicas e comerciais para a populacdo local, além de ser uma area portuaria e de
pesca artesanal (Ferreira et al., 2017; Pessoa et al., 2019). O forte impacto humano na regido
litoranea do Estado da Paraiba estd associado a fatores como o descarte de contaminantes
domeésticos e industriais sem tratamento prévio, carcinicultura e grandes plantacdes de cana-
de-acucar (Macédo et al., 2019) (Fig. 1).
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Figura 1 - Pontos de arrastos (A) a margem da Ilha da Restinga no Estuario do Rio Paraiba, Paraiba. Fonte:
Software QGIS 2.18.20 - Lyon (2018).

2.2 Amostragem de campo

Os peixes foram coletados mensalmente entre marco de 2019 e fevereiro de 2020, em
5 arrastos manuais por més, com rede do tipo picaré com 10m de comprimento x 1,5 m de
altura e malha de 8mm, por uma extensdo de aproximadamente 30m cada arrasto marginal
durante a maré baixa (Fig. 2a). Os peixes capturados foram armazenados em sacos,
devidamente etiquetados de acordo com cada arrasto e em seguida depositados em caixa
térmica com gelo e transportados ao Laboratorio de Ictiologia. Ainda em campo, foram
coletadas dados de varidveis abidticas como salinidade com refratbmetro (Fig. 2b),
temperatura (°C) (Fig. 2c) e transparéncia da agua, utilizando disco de Secchi (Fig. 2d).

Dados pluviométricos utilizados foram obtidos pelo Programa de Monitoramento Climético
em Tempo Real da Regido Nordeste (PROCLIMA, 2020).
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Figura 2 - Atividade em campo: arrasto (a); afericdo da salinidade (b); da temperatura (c); e da transparéncia da
agua (d).

2.3 Andlise laboratorial

Em laboratorio, foi conferida a identificacdo taxonémica dos peixes, em nivel
especifico com auxilio de literatura especifica e realizada a biometria dos individuos com
ictibmetro (mm) e/ou paquimetro digital (0,01 mm de precisdo) (Fig. 3a). Sendo mensurados
o comprimento total (Fig. 3b) e o peso total e do trato gastrointestinal (TGI) com balanca
eletronica (0,001 g) (Fig. 3c). Em seguida, os peixes foram dissecados, sendo feita uma
inciséo na regido ventral do anus em direcdo a cabeca (Fig. 3d) e todo o TGI foi retirado e
depositado em frascos previamente limpos com agua destilada, os TGIls permaneceram

imersos em alcool 70%, para posterior triagem de MPs sob microscopio estereoscopico.

Figura 3 - Registro de procedimentos realizados em laboratério: comprimento total (a); altura (b) peso total (c) e
remocdao do trato gastrointestinal (d).

2.4 Controle da contaminacdo aérea

No processo de analise de trato digestorio em laboratorio foram tomadas medidas para
minimizar a contaminacdo aérea das amostras, tais como higienizacdo de placas de Petri,
microscopio estereoscopio, redes de filtragem e bancadas com alcool 70%. Toda a agua
destilada utilizada foi filtrada em rede de 15 pum. As cadeiras e todos os equipamentos do
laboratério foram recobertos com capas 100% algod&o, assim como os jalecos utilizados

foram 100% algodao. Foram utilizadas luvas cirurgicas em latex e mantido o ar-condicionado
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desligado, além de ser reduzido ao maximo o tempo de analise das amostras e ser interditado
0 acesso ao laboratorio, durante as triagens.

Em seguida foram preparados trés brancos, cuja analise passou por trés processos: 1)
placas triplamente lavadas com &gua destilada; 2) cada placa foi analisada sob microscopio
estereoscopico, ainda sem adicdo da A&gua destilada; 3) placas depositadas proximo ao
microscopio estereoscépico com agua destilada durante o periodo de analise do trato
digestério, para promover uma maior confiabilidade de que os microplasticos encontrados nas
amostras ndao sdo proveniente da contaminacdo aérea ocorrente no ambiente. Por fim, estas
trés placas de controle foram avaliadas na busca de microplasticos, os quais foram
identificados, quantificados e classificados de acordo com suas caracteristicas fisicas e

coloracéo.

2.5 Métodos de analise

A triagem dos TGlIs dos peixes analisados ocorreu de duas formas: 1) método de
analise visual ou 2) método quimico.

Devido ao fato do metodo de analise visual aplicado as amostras revelar baixo registro
de MPs, na busca por maior eficiéncia da metodologia, a partir do segundo semestre de
amostragens, aplicou-se 0 método quimico que implica em oxidacdo da MO e com isso, uma
melhor afericdo da quantidade de MPs ingerida pelos peixes, a qual foi aqui testada.

O método de andlise visual subdividiu-se em 4 etapas:

|  Triagem do TGl,

II' Remocgdo do conteddo estomacal para uma placa de Petri e adicdo de agua
destilada filtrada para melhor visualizagdo na busca ativa por MPs;

11 Andlise visual em microscopio estereoscopico, com identificacdo e contagem dos
MPs encontrados, segundo suas caracteristicas fisicas, sendo classificados quanto
ao tipo (fibra, filme, granulo, fragmento, pellet) e coloracéo;

IV MPs armazenados em eppendorfs com alcool 70% (Fig. 4).
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v
ANALISE DO IDENTIFICACAO E
TRIAGEM DO TGI CONTEUDO CLASSIFICACAO ARMAZENAMENTO
ESTOMACAL DOS MPs

Figura 4 - Etapasdo método de analise visual na busca por microplasticos em peixes do Estuario do Rio Paraiba,
nordeste do Brasil.

O método quimico utilizou Peroxido de Hidrogénio (H202) em concentracdo de 30%,
com a finalidade de oxidar a MO nos TGls e facilitar a visualizacdo dos MPs ingeridos.
O método de analise quimica subdividiu-se em 4 etapas:

|  Triagem do TGlI;

Il TGIs depositados em Becker de vidro de 50ml submerso em torno de 40 ml de
solugdo de H202 por aproximadamente 2 horas, mantidos fechados com papel
aluminio;

11 Apos este periodo, todo o material degradado foi filtrado em malha de 15 um;

IV Produto da filtragem foi analisado e classificado segundo suas caracteristicas
fisicas e classificando-os quanto ao tipo (fibra, filme, granulo, fragmento, pellet) e
coloracdo, no mesmo padrdo da analise visual, sendo armazenado em eppendorf
com alcool 70% (Fig. 5).
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Figura 5 - Etapasdo método de analise quimica na busca por microplasticos em peixes do Estuario do Rio
Paraiba, Nordeste do Brasil.

2.6 Anélise de dados

A comparacdo de eficiéncia das metodologias utilizadas ocorreu de acordo com 0s
seguintes critérios: 1) peixes terem ingerido MPs; 2) espécies comuns aos dois periodos de
captura; 3) espécies com captura de n >10 individuos. Ambos os grupos tiveram sua
normalidade testada através do teste Shapiro-Wilk, e de acordo com a ndo-normalidade dos
dados foi aplicado o teste Mann-Whitney para a comparacdo das médias de MPs entre 0s
métodos. A ingestdo de MPs nas espécies selecionadas, em comparacdo as metodologias
distintas, foi analisada através da Prevaléncia PV= (TGI/Ni), que indica a relacdo entre TGls
onde MPs estavam presentes por nimero individuos e Abundancia média Am= (MP/TGI),
que relaciona a quantidade de MPs ingeridos por espécie e 0 numero de TGIs que continham

MPs. As andlises estatisticas foram feitas através do software R Studio.
3. RESULTADOS
3.1 Dados abiodticos

Como esperado, no periodo de estudo, a precipitagdo foi maior em Junho/2019 e

menor em Novembro/2019, meses descritos como picos das estacdes chuvosa e seca,
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respectivamente, no local estudado (Fig. 6a). A salinidade oscilou entre 26 e 36, caracteristico
do setor euhalino do estuério (Fig. 6b) e a temperatura da agua variou entre 25°C e 30°C ao
longo do ano (Fig. 6¢). Com base nos valores obtidos, nota-se temperaturas mais elevadas no
periodo seco, como esperado, com baixa amplitude anual. A transparéncia da &gua variou
entre 15 cm e 50 cm ao longo do ano, valores também condizentes com variagdes entre
estacdes chuvosa e seca (Fig. 6d).
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Figura 6 - Variaveis abioticas: (a) Precipitacao total mensal (mm), (b) Salinidade, (c) Temperatura da agua (°C),
(d) Transparéncia de Secchi (cm) entre Margo/2019 e Fevereiro/2020 no Estuario do Rio Paraiba, nordeste do
Brasil.

3.2 Ingestdo de microplasticos

No periodo de estudo, foram capturadas 45 espécies de peixes, pertencentes a 36
géneros e 20 familias. Destas, 75,6% (34) consumiram MPs. Ao todo foram capturados 1846
individuos, todos com seus respectivos TGls analisados. Dentre eles, 504 TGls continham
MPs perfazendo um total de 1075 microplasticos ingeridos, cuja abundancia média foi de 2,13
MPs/TGls.
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Para este estudo, foram selecionadas oito espécies, em um total de 1348 peixes

analisados e utilizadas na comparacdo entre as metodologias distintas, sdo elas: Sphoeroides

greeleyi Gilbert, 1900, Chaetodipterus faber (Broussonet, 1782), Hyporhamphus unifasciatus

(Ranzani, 1841), Bairdiella goeldi Marceniuk et al., 2019, Anchoa januaria (Steindachner,

1879), Haemulopsis corvinaeformis (Steindachner, 1868), Atherinella brasiliensis (Quoy &

Gaimard, 1825) e Lycengraulis grossidens (Spix & Agassiz, 1829). Diante disso, os 1348

peixes analisados ingeriram 688 MPs, correspondendo a 51% das amostras de peixes. (Tabela

1).

Tabela 1 - Parametros obtidos com os métodos visual e quimico onde N°=namero de individuos; TGl=nimero
de Tratos Gastrointestinais em que cada item de MPs esteve presente; MP= quantidade de microplasticos
ingeridos por espécie; (P) Prevaléncia de MPs nos TGl (%); (A) abundancia média dos MPs nas espécies
selecionadas (MP/TGI); CT=amplitude de comprimento em (mm).

Método Visual

Espécies Ne TGl MP P(%) A(MP/TGl)  CT(mm)
Atherinella brasiliensis 348(37%) 30 33 9% 1,10 2,9-52,0
Lycengraulis grossidens 315(34%) 58 90 18% 1,55 4,0-133
Haemulopsis corvinaeformis 101 (11%) 10 14 10% 1,40 4,5-10,3
Hyporhamphus unifasciatus 70 (8%) 4 4 6% 1,00 10,0-17,0
Anchoa januaria 38 (4%) 11 22 29% 2,00 4,5-6,8
Sphoeroides greeleyi 35 (4%) 1 1 3% 1,00 2,8-9.8
Bairdiella goeldi 14 (2%) 2 3 14% 1,50 6,0-11,0
Chaetodipterus faber 12 (1%) 3 13 25% 4,33 3.3-7,5
Total 933 119 180 13% 1,74
Método Quimico

Espécies N° TGI MP P(%) A(MP/TGl)  CT(mm)
Atherinella brasiliensis 115(28%) 69 158 60% 2,29 4,5-11,5
Lycengraulis grossidens 153 (37%) 87 212 57% 2,44 4,2-14,9
Haemulopsis corvinaeformis 37 (9%) 21 41 57% 1,95 4,1-14,0
Hyporhamphus unifasciatus 12 (3%) 8 14 67% 1,75 8,3-14,0
Anchoa januaria 30 (7%) 20 41 67% 2,05 5,0-6,7
Sphoeroides greeleyi 11 (3%) 5 7 45% 1,40 3,5-20,0
Bairdiella goeldi 36 (9%) 8 26 22% 3,25 5,0-14,0
Chaetodipterus faber 21 (5%) 8 9 38% 1,13 3,5-10,9
Total 415 226 508 54% 2,03

No método visual as espécies que apresentaram maior ingestdo de MPs foram:

Lycengraulis grossidens que ingeriu 90 (50%) MPs, Atherinella brasiliensis 33 (18,3%) MPs,
Anchoa januaria 22 (12,2%) MPs e Haemulopsis corvinaeformis 14 (7,8%) MPs. Quando

analisada a ingestdo de MPs nas mesmas espécies, via meétodo de analise quimica, aquelas
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com maior registro foram, respectivamente: Lycengraulis grossidens que ingeriu 212 (41,7%)
MPs, Atherinella brasiliensis 158 (31,1%) MPs, Haemulopsis corvinaeformis e Anchoa
januaria, ambas com 41 (8,1%).

O método quimico revelou uma incidéncia aproximadamente trés vezes maior de MPs
(508 MPs) quando comparado ao visual (180 MPs), no qual, O H202 promoveu 100% da
oxidacdo do TGI em aproximadamente duas horas de imersdo (Fig. 7).
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Jjanuaria brasiliensis goeldi faber corvinaeformis  unifasciatus grossidens greeleyi
W VISUAL = QUiMICO

Figura 7 - Nimero de MPs ingeridos por espécie nos métodosvisual e quimico.

A ingestdo média de MPs no metodo visual foi 0,19 + 0,67 MPs ind-1, enquanto no
método quimico foi de 1,22 + 1,77. Os dados tiveram sua normalidade testada, tendo como
resultado o método quimico (p = 0,006922) e método visual (p = 0,005769), indicando a ndo
normalidade. Diante disto o teste de Mann-Whitney foi aplicado (w = 2; p < 0,01) verificando
diferenca significativa entre as medias de MPs entre os métodos, revelando maior

visualizacdo de MPs quando utilizado o quimico.

3.3 Quantificacdo e classificagdo dos microplasticos
Os microplasticos foram classificados de acordo com cor e tipo. Ao todo, foram

registrados 688 itens ingeridos pelos peixes das espécies selecionadas. Os MPs do tipo fibra
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foram os mais abundantes, representando um total de 621 (90,26%) fibras, os demais 67 MPs
subdividiram-se em 53 (7,70%) fragmentos, 11 (1,60%) filamentos e 3 (0,44%) pellets (Fig.
8).

Fibra
90,26%

Fragmento

. 7,70%

/ AN

Pellets

Filamento 0.44%

1,60%

Figura 8 - Tipos de MPs ingeridos por peixes, em porcentagem, no Estuario do Rio Paraiba, nordeste do Brasil.

Dos 688 MPs observados foram registradas sete cores, sendo 436 (63,37%) azuis, a
cor predominante, seguida por 126 (18,31%) transparentes, 80 (11,63%) pretos e 40 (5,81%)
vermelhos. As outras cores representaram apenas 6 (0,87%) da amostra, sendo 1 amarelo, 2

verdes e 3 cor de rosa.(Fig. 9).
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Figura 9 - Cores de MPs ingeridas por peixes, em porcentagem,no Estuario do Rio Paraiba, nordeste do Brasil.

3.4 Controle da contaminacédo aérea

Inicialmente, foram registrados apenas 23 (0,42%) microplasticos em um total de
5.529 brancos analisados em laboratdrio. Os microplasticos encontrados foram 100% do tipo
fibras, com trés cores, sendo 10 (43,48%) pretas; 8 (34,78%) azuis e 5 (21,74%) transparentes
(Fig. 10). Este baixo grau de contaminacdo aérea no interior do laboratorio foi totalmente
controlado no decorrer da triagem, com o uso do Protocolo de Contaminacdo Aérea segundo
Paiva et al. (2022b).

43.48%

34,78%

BAZUL
EPRETO

21.74% TRANSPARENTE

Figura 10. Porcentagem de MPs encontradosno controle segundo a coloracéo.
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4. DISCUSSAO

4.1 Dados abidticos

Em sistemas estuarinos, a variabilidade das condi¢des ambientais pode refletir na dieta
dos peixes segundo as flutuacdes intrinsecas do ambiente e da disponibilidade de alimento
(Elliott et al., 2002; Selleslagh & Amara, 2014). Desta forma, na estacdo chuvosa e, mais
pontualmente, em periodos de preamar, as concentracdes de MPs podem aumentar devido as
descargas de detritos associadas ao escoamento dos rios que adentram o estuario e as mares
inferem no retorno de particulas na preamar (Figueiredo e Vianna, 2018). No entanto, neste
estudo, a ingestdo de MPs foi observada indistintamente em todo o periodo analisado,
independente das varidveis ambientais consideradas. O mesmo foi documentado em estudo
feito neste estuario avaliando as aguas superficiais por De Souza (2021), no qual sob as
mesmas condi¢fes ambientais, de temperatura, salinidade, transparéncia, precipitacdo, além
do volume de &gua mensal filtrada, a altura da maré e a estacdo do ano ndo foram
correlacionados com a quantidade de MPs encontrada nas amostras de aguas superficiais, sem
variagdes significativas e com ocorréncia em todas as amostras analisadas.

E consenso que a poluicdo de origem marinha no estuario pode ser proveniente de
atividades realizadas no mar, como atividade portuéria, transportes maritimos, plataformas de
extracdo de petroleo e gas, embarcacGes de pesca e lazer (Chesire et al., 2009) e quanto a
poluicdo de origem terrestre, cujos meios de entrada sdo rios, drenagens pluviais e ventos
(Chesire et al., 2009). Sendo assim, uma particula plastica, adsorvida de poluentes persistentes
ingerida por um peixe, carreia este poluente na teia trofica da qual ele faz parte (Pinheiro et
al., 2017).

4.2 Ingestdo de microplasticos
Este estudo partiu do pressuposto de que a atividade antrdpica no estuario do Rio Paraiba
acarretaria riscos as assembleias de peixes via ingestdo de MPs, com base no registro prévio
da ingestdo de MPs por populacdes de peixes no local (Alves et al., 2016, Vendel et al.,
2017), fato que conduziu ao estudo do método que represente maior fidelidade na
investigacdo desta ingestdo de forma comparativa.

Neste estudo, a maioria dos peixes selecionados entre Marco/2019 e Fevereiro/2020
no Estuério do Rio Paraiba, ingeriu microplasticos. Fato que reforca o impacto antrépico

local, seja ele de origem industrial, agropecuédria e/ou doméstica, o qual tem sido relatado



26

mais recentemente e com propriedade em diversas abordagens (Dolbeth et al., 2016; Alves et
al., 2016; Moura et al., 2016).

4.3 Métodos de andlise

Em nossa abordagem, dados testados na metodologia visual ndo se mostraram
eficientes na identificacdo dos MPs, por consequéncia demonstrando baixo indice médio de
MPs encontrados (0,19 + 0,67). As caracteristicas ambiguas de ndo plasticos (semelhantes a
plasticos) e plésticos (semelhantes a ndo plasticos) dificultam a identificacdo precisa dos
microplasticos (Song et al., 2015). Logo o processo de digestdo intrinseco do peixe, pode
camuflar ou confundir a identificacdo dos MPs, sugerindo uma subestimacéo do total de MPs
presentes nas amostras, como relatado por Avio et al. (2015) que registraram menos de 60%
de polietileno e poliestireno na triagem visual direta do contetldo estomacal fresco, em peixes.
Os autores revelaram um potencial de subestimagdo dos resultados obtidos em seu estudo
associado ao elevado teor de matéria organica e outras particulas presentes no estdbmago do
peixe, o que dificulta a identificacdo e a quantificacdo dos MPs pelo método, aléem do fato de
que a analise visual direta ndo permite identificar e contar os microplasticos contidos em uma
presa ingerida (Avio etal., 2015).

A digestdo de matéria organica pelo uso do agente oxidante teve a finalidade de
aprimorar a extracdo de microplasticos de sedimentos e/ou organismos por diversos autores
(Claessens et al., 2013; Cole et al., 2014a; Van Cauwenberg et al., 2014a, 2015b). No caso, a
solucdo de Perdxido de Hidrogénio com concentragdo de 30% tem sido frequentemente
utilizada para esta finalidade (Liebezeit e Dubaish, 2012 Mathalon e Hill, 2014; Stolte et al.,
2015) justamente por promover a digestdo quimica da MO de forma branda, enquanto o uso
de um método de isolamento entre MP e MO pode causar corrosdo do polimero e consequente
subestimativa da quantidade de MPs nas amostras, solucfes altamente digestivas de MO
podem causar superestimativas das cargas de MPs (Karami et al., 2016). O ideal € testar a
eficacia e o tempo de acdo do método escolhido para a triagem a qual o estudo se propde.
Segundo Paiva et al. (2021a), a digestdo da MO pelo H202 demonstrou um resultado
comparativamente melhor do que por Hipoclorito de Sédio (NaCIlO) ou Hidréxido de Potassio
(KOH), por garantir sua oxidacao facilitando o isolamento e a extracdo de microplasticos apds
0 processo de filtragem.

Neste estudo, a digestdo dos TGlIs é significativamente mais eficiente na quantificacdo
dos MPs (p < 0,01), confirmando os resultados encontrados por Karami et al. (2016), o qual

utilizou o0 mesmo método e concluiu a eficacia do H202 no consumo de MO. Nesta
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abordagem, o Peroxido de Hidrogénio exerceu um papel fundamental na digestdo de toda a
MO, em curto intervalo de tempo, o que parece reduzir a subestimacao de polimeros, os quais
seriam danificados com uso de material acido na analise, como relatado por Enders et al.
(2016). Uma desvantagem da solugdo de H20: é a producéo de espuma que pode mascarar a
visualizacdo dos microplasticos subestimando o total de MPs presentes na amostra. 1sso
também foi relatado por Avio et al. (2015) que atribuiram a baixa extracdo de particulas de
MPs & densa espuma formada ap0s a adigdo de H202, que dificulta o processamento posterior
das amostras. Todavia, de acordo com os resultados significativos obtidos neste estudo, ha
evidéncias que o processo adequado de filtragem é fundamental para remoc¢do da espuma
produzida pela solucdo, reforcando que no método quimico foi possivel visualizar maior
quantidade de MPs ingeridos. Da mesma maneira, Mathalon e Hill (2014) utilizaram H20: a
30% para digerir tecidos moles de bivalves e registraram significativa presenca de MPs nas
amostras, estes autores destacam ser crucial controlar o peso maximo dos tecidos moles
quando H20:2 é utilizada, pois tempo do processo de oxidacdo é diretamente proporcional a
massa do material a ser consumido.

Desta forma, o método de digestdo se propbe eficiente para consumo da MO para
amostras pequenas, as variaveis tamanho, peso e tipo da amostra sdo fatores essenciais a
serem considerados para 0 uso dessa substancia. O aprimoramento deste método deve levar
em consideracdo outros organismos com tamanhos e formas variadas, o tempo que leva para
a oxidacdo acontecer e se causa alguma alteracdo no polimero, além de formas de aperfeicoar
0 método de filtragem. Para as amostras utilizadas neste estudo, o peso ndo foi considerado
limitante para a digestdo do TGI, tendo em vista a baixa amplitude de tamanho da amostra,
foram padronizadas no méaximo duas horas de exposicdo assistida e, neste intervalo de tempo,
toda a matéria organica encontrava-se digerida em 100% das amostras. Sendo assim uma

forma eficiente de detectar e quantificar microplasticos no TGI de peixes.

4.4 Classificacdo e quantificacdo dos microplasticos
As formas mais frequentemente presentes de microplasticos em ambientes aquéaticos
sdo fibras e fragmentos de residuos solidos, que sdo gerados principalmente pela sua
fragmentacdo (Dai et al., 2018). Da mesma forma, neste estudo os microplasticos do tipo fibra
foram os mais abundantes, seguidos por fragmentos. De maneira semelhante, Andrady et al.
(2011) relatam que fibras estdo entre os tipos mais comuns de residuos microplasticos
encontrados no ambiente natural e s&o tipicamente fabricadas de nylon (poliamida), tereftalato

de polietileno (poliéster, PET) ou polipropileno (PP). Diversos estudos apontam que as
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lavagens domésticas de vestuario estdo entre as principais fontes de fibras sintéticas ao
ambiente marinho (Browne et al., 2011; Carr et al., 2017).

Os microplasticos sdo constituidos por um complexo conjunto de particulas com
diferentes formas, tamanhos, cores, densidades e composi¢cOes quimicas, que podem ter
consequéncias nos seus processos de transporte e eventuais destinos em ambientes aquaticos
(Zhang, 2017). Neste estudo, o azul, foi a cor mais comumente encontrada, similar ao estudo
feito por Avio et al. (2015) que nos TGI de peixes registraram fibras de varias cores, como
preto, branco, verde, azul, branco e vermelho, sendo também azul a cor dominante,
principalmente na forma de fibras, muito provavelmente associadas a fragmentacdo de
artefatos maritimos, como por exemplo cordas e redes (Cole et al., 2015b), podendo ser

confundidos com alimentos.

4.5 Controle da contaminagdo aérea

Estudos recentes evidenciam a alta probabilidade de transmissdo por MPS
aerotransportados no decurso de amostragens em laboratério e aconselham o uso de
protocolos e técnicas para reduzir e anular as causas de contaminagdo (Lusher et al., 2017;
Prata et al., 2020). A contaminag&o aérea, pode ser proveniente de diferentes fontes, tais como
roupas sintéticas e instrumentos e materiais mal higienizados (Hidalgo-Ruz et al., 2012) As
medidas de limpeza, desinfeccdo, uso de jalecos de algoddo, luvas de latex, restricdo da
circulacdo de pessoas no local, reducdo do tempo de andlise das amostras, sdo medidas
simples que permitem um melhor controle da contaminagdo aérea por MPs nas amostragens e
triagens em laboratorio, como aqui demostrado, com tais medidas foi possivel o controle total

da contaminacao aérea local (Paiva et al., 2022b).

5. CONCLUSAO

Por meio da comparagdo de metodologias, conclui-se que 0 método quimico revelou-
se mais eficiente na quantificacdo de MPs ingeridos pelos peixes, quando comparado com 0
tratamento de amostras pelo método visual. Uma metodologia de baixo custo operacional e
facil aplicacdo e otimizacdo do tempo de analise, o que favorece o aumento do nimero de
pesquisas sobre microplasticos presentes em peixes e, consequentemente, fornece subsidios
para tomadores de decisdes, visando a promoc¢do da preservacdo do ecossistema marinho

diante da crescente poluicdo por materiais plasticos.
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