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Abstract: Plastic is a widely used material, easily found as a contaminant in water, soil, and air.
Microplastics (MPs), considered plastic fragments up to 5 mm in size, are currently identified as
bioaccumulative micropollutants in aquatic organisms and humans, responsible for various
toxicological effects. Due to low plastic recycling rates and improper disposal, monitoring MPs in
production sources and aquatic environments, which are the ultimate destination for these wastes, 1s
crucial. The present study aims to propose a methodology for sampling, processing, and analyzing
MPs in industrial effluents, with a view to its future application in monitoring the discharge of these
effluents into the country's water resources. The protocol consists of three main stages: the first stage
involves collecting industrial effluent at the source, the second is dedicated to processing the effluent
itself for the separation and concentration of MPs, and the third stage focuses on the characterization
of MPs (identification and quantification) using fluorescence microscopy. The protocol was applied
to two real industrial effluent samples. To verify the protocol's effectiveness, a recovery rate
measurement was performed, using a sample contaminated with a known quantity of MPs. The results
indicate that the proposed protocol is efficient and adequate for future monitoring of MPs in effluents.

Resumo: O plastico ¢ um material amplamente utilizado, sendo um contaminante encontrado
facilmente na d4gua, no solo e no ar. Os microplasticos (MPs), considerados fragmentos plasticos com
tamanho de at¢é 5 mm, sdo apontados, atualmente, como micropoluentes bioacumuladores nos
organismos aquaticos e também em humanos, sendo responsaveis por diversos efeitos toxicologicos.
Devido a baixa reciclagem de plasticos e o seu descarte inadequado, € relevante o monitoramento
desses MPs nas fontes produtoras e nos ambientes aquaticos, os quais sdo o destino final desses
residuos. No presente trabalho, o objetivo € propor uma metodologia para amostragem,
processamento e andlise de MPs em efluentes industriais, visando a futura aplicacdo no
monitoramento do langamento desses efluentes nos recursos hidricos do Pais. O protocolo consiste
em trés etapas principais, sendo a primeira etapa destinada a coleta do efluente industrial na fonte
geradora, a segunda ao processamento em si do efluente para a separacao e concentragdo dos MPs, e
a terceira etapa a caracterizagdo dos MPs (identificacdo e quantificag@o) utilizando microscopia de

XXVI Simposio Brasileiro de Recursos Hidricos (ISSN 2318-0358) 1


mailto:ana-carrion@fepam.rs.gov.br
mailto:manuel-loncan@fepam.rs.gov.br
mailto:Papaleo@pucrs.br

s

Simpésio Brasileiro de
RQ_CUI'SOS Hidricos

fluorescéncia. O protocolo foi aplicado em duas amostras reais de efluente industrial. Para a
verificacdo da eficacia do protocolo, foi realizada uma medida da taxa de recuperagao (recovery rate),
através do processamento de uma matriz contaminada com uma quantidade conhecida de MPs. Os
resultados encontrados indicam que este € um protocolo eficiente para a deteccao de MPs e adequado
para o monitoramento futuro de MPs em efluentes.

Palavras-Chave — Microplasticos; Metodologia; Efluente

INTRODUCAO

Os plasticos ganharam popularidade por seu baixo custo, leveza, resisténcia e facil produgdo
[Sol et al. (2023)], e atualmente dominam grande parte da industria, sendo produzidas cerca de 460
milhdes de toneladas de plastico anualmente [IUCN (2024)]. Ademais, cerca de 40% de todo o
plastico produzido ¢ de uso Unico [Parker (2024)], contribuindo imensamente para a geragdo de
residuos solidos. Devido a sua durabilidade, baixa taxa de reciclagem e ao manejo ineficiente de
residuos [Lebreton et al. (2017)], plasticos e microplasticos se tornaram um poluente onipresente nos
corpos d’agua [Parker (2024)], trazendo desafios para a manutencdo da saide humana e
ecossistémica. Microplasticos (MPs) podem ser definidos como particulas plésticas de at¢ 5 mm
[Thompson et al. (2024)], classificadas em primarias, que sdo intencionalmente produzidas nessa
escala, ou secunddrias, oriundas da degradagdo de plasticos maiores [NATIONAL GEOGRAPHIC
SOCIETY (2023)].

Os MPs, em especial, podem ser bioacumulados nos organismos aquaticos, gerando efeitos de
estresse oxidativo, neurotoxicidade, inflamag¢do e danos a imunidade [Pelegrini ef al. (2023)]. J4 em
humanos, tem-se descoberto diferentes efeitos negativos da presenca de MPs no corpo, como a
interacdo com o sistema imunoldgico [Barboza et al. (2018)], a geragao de danos ao DNA, os efeitos
citotoxicos e as alteracdes metabolicas [Coffin ef al. (2022)]. Além disso, os MPs podem adsorver
compostos quimicos [Tourinho et al. (2019)] e desenvolver biofilmes com microrganismos
patogénicos [Nyguen et al. (2021)], aumentando ainda mais a toxicidade inerente desse poluente.
Nesse contexto, torna-se relevante o monitoramento dessas particulas tanto nas origens produtoras

quanto nos ambientes aquaticos, que sao os destinatarios desses residuos.

Atualmente, existem algumas metodologias para coleta e analise de MPs desenvolvidas pela
Organizagao Internacional de Padronizagdo (ISO) e pela American Society for Testing & Materials
(ASTM), orgdos de normatizagdo reconhecidos mundialmente. A ISO apresenta, através do
documento ISO 24187 (Principles for the analysis of microplastics present in the environment), uma

orientacdo generalizada para diferentes metodologias de andlise de MPs de diferentes matrizes
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ambientais, buscando uma harmoniza¢do das técnicas existentes. A organizacdo também esta
desenvolvendo metodologias para a analise de MPs em aguas através de técnicas de espectroscopia
vibracional e técnicas termo-analiticas. Em complemento, foi publicada a ISO 4484-2, que estabelece

uma metodologia de andlise qualitativa-quantitativa para MPs provenientes da lavagem, fabricagao,

uso e descarte de tecidos.

J& a ASTM apresenta trés protocolos-padrao. O primeiro, ASTM D8332-20, descreve
procedimentos para a coleta de amostras de agua, diferenciando em amostragem para sistemas
pressurizados e nao-pressurizados. A ASTM D8333-20 se refere ao uso da espectroscopia Raman,
infravermelha e Py-GC-MS (Pyrolysis gas chromatography/ mass spectrometry) para identificagdo e
quantificagdo de particulas e fibras de MPs em amostras de aguas, enquanto a ASTM D8489-23
propde um complemento a essas técnicas através de um Dynamic Image Particle Size and Shape

Analyzer.

Apesar da existéncia de tais metodologias internacionais, elas sdo recentes e nao estdo
totalmente difundidas globalmente. Muitos estudos ainda utilizam protocolos proprios, seja pelo
custo ou pela viabilidade. Além disso, algumas entidades governamentais como a Unido Europeia e
o Estado da Califérnia estdo desenvolvendo metodologias que se enquadram mais especificamente
em seus estudos e analises de qualidade de suas dguas, como a Commission Delegated Decision (EU)
2024/1441 e o SWB-MP2-revl (Standard Operating Procedures for Extraction and Measurement by
Raman Spectroscopy of Microplastic Particles in Drinking Water). Desse modo, e considerando os
maleficios dos MPs para a saide humana e ambiental, o desenvolvimento de um protocolo-padrao
para a analise desse poluente € essencial, contribuindo para uma futura regulagdo brasileira dos mps

nas aguas de fontes poluidoras e de diferentes ambientes aquaticos naturais.
OBJETIVO

Este trabalho tem por objetivo investigar e propor um guia metodoldgico para amostragem,
processamento e analise de MPs em efluentes industriais, visando a sua futura aplicagdo como um
protocolo padrdo para monitorar o lancamento desses efluentes nas dguas naturais do Pais. O

protocolo aqui apresentado foi desenvolvido através de uma parceria entre a Fundagdo Estadual de
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Prote¢do Ambiental Henrique Luis Roessler (Fepam-RS) e o Centro Interdisciplinar de Nanociéncia

e Micro-Nanotecnologia da PUCRS (NanoPUCRS).
METODOLOGIA

O protocolo foi elaborado a partir da adaptagao de um protocolo utilizado por Pelegrini et al.
(2024) para avaliar amostras de sedimento costeiro. Este novo guia consiste em trés etapas principais,
sendo a primeira etapa destinada a coleta do efluente industrial na fonte geradora, a segunda ao
processamento do efluente para a separagao e concentracao dos MPs, e a terceira etapa a identificagao

e quantificacdo dos MPs utilizando microscopia de fluorescéncia.

Na primeira etapa, denominada amostragem, o efluente industrial foi coletado na fonte
geradora, uma Central de Tratamento de Efluentes Liquidos Industriais (CETEL). A coleta foi feita
em dois pontos estratégicos da CETEL: na entrada (inlet, correspondendo ao efluente bruto) e na
saida (outlet, efluente tratado). Foram utilizados frascos de vidro ambar de 1L, previamente
higienizados com solucdo de Extran 2% e enxaguados 3 vezes com agua ultrapura (sistema
purificador de 4gua ultrapura Millipore Direct-Q 3 UV). Como a tampa dos frascos ¢ de material
plastico, foi utilizado papel aluminio entre a tampa e o vidro para evitar o contato direto do plastico
com a amostra. Durante a coleta, o recipiente ficou aberto pelo menor tempo possivel, para diminuir
o contato do interior do frasco com o ar. Apds a coleta, as amostras foram mantidas sob resfriamento
até serem processadas. Na segunda etapa, denominada processamento, ocorreu a separagao dos MPs
do meio liquido. Inicialmente ¢ realizada a filtracao de 200 ml do liquido coletado por um sistema de
filtragdo a vacuo com papel filtro qualitativo (o 11 cm e porosidade <40 pm), de forma a separar as
fases solida e liquida do efluente. Para acelerar o processo, a filtragdo foi realizada sob pressao
reduzida com o auxilio de uma bomba de vacuo. Como resultado dessa etapa sdo obtidos filtros
impregnados com residuos sélidos, incluindo possiveis MPs e matéria organica inerente da fonte
geradora. Em seguida, residuos so6lidos retidos no filtro foram submetidos a um processo de digestao
quimica, visando remover a matéria organica. A digestdo foi realizada a partir de uma reacao de
Fenton, que consiste na reacao de peroxido de hidrogénio com o catalisador de ferro (II). Para essa
etapa, conforme descrito por Masura ef al. (2015), primeiramente foi obtido o catalisador de ferro (II)
a partir de uma reacao de sulfeto de ferro com 4cido sulfurico. Esse catalisador foi entdo adicionado
ao peroxido de hidrogénio em um béquer na proporcao 1:1 (volume). O filtro resultante da primeira
etapa foi posicionado na parede interna do béquer que contém a solugdo de catalisador e peroxido de

hidrogénio, e sua superficie foi irrigada com a solugdo através do auxilio de uma pipeta descartavel.
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Esse processo acarretou no arraste de todo material sélido contido no filtro para a solugdo. Apds, a
solu¢do com os MPs foi aquecida até 70°c, com agitagdo magnética leve, para o inicio da rea¢do. Ao
final da reagdo, quando cessa o borbulhamento da solugdo, a presenga de matéria organica foi
monitorada visualmente (a olho nu). O processo da reagao era repetido adicionando 20 ml de peroxido
de hidrogénio e aquecendo-se novamente a solugdo, caso ainda fosse observada a presenca de matéria
organica na solugdo. Caso contrario, a solugdo seguia para o aquecimento final de 70°c por 30 min.
Passado esse tempo, o béquer com a solugdo final foi retirado do aquecimento para esfriar até
temperatura ambiente. Em seguida, a solucdo pos-tratamento de digestao foi filtrada com sistema a
vacuo utilizando um filtro de ésteres mistos de celulose com poros de 0,45 um, obtendo-se um
segundo filtro do processamento com as amostras solidas de MPs, porém livre ou com redugao de

contaminag¢do por matéria organica.

Na ultima etapa, denominada caracterizagdo, os MPs no filtro sio marcados com o fluoréforo
Vermelho de Nilo, o qual torna os MPs fluorescentes, permitindo que possam ser analisados por
microscopia de fluorescéncia. Para a etapa de marcagcdo dos MPs, uma solugdo 0,01 mg/ml do
fluoréforo em etanol foi preparada [Prata ef al. (2021)]. O filtro com as amostras coletadas foi
posicionado no funil de vidro do sistema a vacuo e, com o auxilio de uma pipeta, a superficie do filtro
foi coberta com a solu¢do do fluoréforo. Apds 10 minutos, o filtro foi enxaguado com agua ultrapura,
removendo o excesso de fluoréforo da superficie. Toda essa etapa foi realizada em um ambiente sem
luz direta, de modo a evitar a fotodegradacdo do fluordforo [Prata et al. (2021)]. O filtro foi
posicionado sobre uma lamina de vidro em uma placa de Petri, a qual foi coberta com papel aluminio
para evitar contato com a luz. Em seguida, o filtro foi analisado em um microscopio de fluorescéncia
para a identificacdo dos MPs coletados. Para a identificacao dos diferentes formatos de microplésticos
- fragmentos e fibras, foram realizadas duas varreduras no microscopio de fluorescéncia, uma com a
luz azul e a outra com a luz ultravioleta (UV), respectivamente. A contagem das particulas ¢ feita por,
no minimo, duas pessoas, € entdo ¢ calculada uma média aritmética dos valores encontrados. Para a
contagem de fragmentos, utilizou-se a luz azul com comprimento de onda de 470 nm e um filtro
laranja. Ja para quantificagdo de microfibras, utilizou-se luz UV com comprimento de onda de 254

nm [Prata et al. (2019)], seguida da analise da morfologia superficial [Zhu et al. (2019)].

Visto que os MPs sd@o um poluente onipresente, encontrados na dgua, no solo e no ar [Le et al.
(2023)], foram adotadas medidas de controle de qualidade durante o processamento, buscando
diminuir a contaminagdo das amostras com MPs exdgenos. Durante o processamento, todos que

trabalharam com a amostra utilizaram luvas nitrilicas, jaleco de algodao e, preferencialmente,
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camisetas de algodao e foi restringida a entrada de até trés pessoas por vez no laboratorio. Os materiais
de laboratorio foram higienizados com solu¢do de Extran 5% e enxaguados trés vezes com agua
ultrapura. Sempre que as amostras ndo estiverem sendo analisadas, estardo cobertas por papel

aluminio para evitar exposi¢ao desnecessaria ao ambiente.

O protocolo foi aplicado em duas amostras de efluentes (um bruto e um tratado), coletadas em
uma CETEL na Regido Metropolitana da Serra Gatcha, Rio Grande do Sul. Desta forma, uma via
(n=1) de cada ponto de coleta foi utilizada para o teste piloto do protocolo. Junto a aplicagdo do
protocolo em amostra real, uma amostra controle (n=3) com 4gua ultra pura, sem MPs, foi processada
e analisada para verificacdo de possivel contaminacao cruzada da aplicagdo do protocolo. Conforme
indicado por Shrut e Kutralam-Muniasamy (2023), uma amostra controle do ar (branco do ar) também
foi investigada, o qual consistia em um filtro umedecido com dgua ultrapura que foi posicionado em
uma placa de Petri e ficou exposto ao ambiente ao longo do tempo de execu¢do do protocolo nas
amostras controle, sendo mais um tipo de controle de possivel fonte de contaminagao por particulas
plasticas exdgenas. Sempre que uma amostra controle era manipulada e exposta ao ar, a placa de Petri
com o filtro do controle do ar era aberta, simulando a contamina¢do que a amostra recebia do
ambiente. Por fim, os MPs dos filtros do controle do ar (n=3) foram marcados e analisados na

microscopia de fluorescéncia para quantificagao.

A eficacia do novo protocolo foi verificada com base na determinacdo do recovery rate [Way
et al. (2022)]. Nesse processo, contamina-se a matriz estudada com uma quantidade conhecida de
MPs e realiza-se o processamento para recupera-las, verificando o desempenho do método em
questdo. Para o estudo de recovery rate foi utilizado como a matriz pré-contaminada a dgua ultrapura.
No primeiro teste, foram utilizadas 50 particulas entre 1-5 mm, considerados MPs grandes. Dessas
50, 10 particulas eram de poliestireno (PS) preto, 10 de polipropileno (PP) azul, 10 de PP rosa, 10 de
polietileno (PE) branco, e 10 eram fibras de nylon (compostas por poliamida). J4 no segundo teste,
foram utilizados 30 MPs na mesma escala, sendo 10 de PP rosa, 10 de PP verde e 10 de PE branco.
Ao final da execugdo das etapas do processamento nas amostras pré-contaminadas, foi contabilizada
visualmente a quantidade dos MPs adicionados que foram recuperados ap6s aplicagdo do protocolo,
sendo o resultado apresentado como uma taxa de recuperacdo percentual (a percentage recovery

rate). Como as particulas adicionadas eram visiveis a olho nu, os filtros finais ndo passaram pela
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etapa de marcacdo com o fluoréforo e foram analisados visualmente, e sem a necessidade de

microscopia optica.
RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com Sol et al. (2023), a reagdo de Fenton esta entre os métodos de digestdo mais
comuns em estudos de MPs [Prata et al. (2021); Pelegrini et al. (2024)] e também ¢é recomendada
pela National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA) dos Estados Unidos para o
tratamento de amostras de agua. A reagdo de Fenton se mostrou eficiente para remover os
contaminantes organicos, facilitando a posterior contagem das particulas pela microscopia. Em
relacdo a contagem de MPs, antes de decidir-se pela microscopia, foi cogitado o uso da analise de
espectroscopia Raman, uma técnica nao-destrutiva que possibilita a determinacdo da composi¢ao
quimica dos MPs [Araujo et al. (2018)] que também foi utilizada por Pelegrini et al. (2024), porém
como estratégia para identificagdo do MPs. No entanto, o0 método ¢ extremamente laborioso devido
a falta de um equipamento automatizado, tornando-o inviavel para este protocolo, que objetiva ter
carater pratico. Dessa forma, optou-se pelo uso da microscopia de fluorescéncia, para a identificagao
e a quantificagdo com alta sensibilidade e especificidade [Rost (2010)]. O estudo de revisdo de Sol
et al. (2023) destaca que a microscopia, podendo ser combinada com fluoréforos, € a melhor técnica
para se obter informagdes sobre tamanho e morfologia das particulas analisadas. O fluoroforo
Vermelho de Nilo, um dos mais utilizados em pesquisas com MPs, tem alta precisdo, conseguindo
destacar até¢ 95% dos MPs maiores que 1 mm e 72% dos MPs menores [Sol, ef al. (2023)]. Além
disso, 0 uso de microscopia para analise quantitativa complementado por espectroscopia para analise
qualitativa ¢ bem difundido [Sol et al. (2023)] e também estd presente nas metodologias
internacionais, como a ISO/DIS 16094-2 e a ISO 4484-2. O efluente bruto da CETEL apresentou 276
fragmentos e 7 fibras de particulas plasticas, enquanto no efluente tratado foram encontrados 57
fragmentos e 2 fibras. A concentragdo de MPs para o efluente bruto foi de 1415 MPs/L e de 295
MPs/L para o efluente tratado. Na etapa de filtragem para a amostra de efluente bruto foram filtrados
apenas 150 ml de efluente, ao invés de 200 ml propostos no protocolo devido a obstrugao do filtro
pelos residuos so6lidos da amostra. Dessa forma, identificou-se a necessidade de adaptagdes ao
protocolo dependendo da natureza do efluente. O mesmo ndo ocorreu com a amostra de efluente
tratado. Encontrou-se uma diminui¢ao de 79% na concentracao de MPs no efluente tratado em relagao
ao bruto, sugerindo que o tratamento da CETEL foi favoravel na remog¢ao de MPs. Essa reducao era
esperada, estando de acordo com os resultados encontrados por Karakurt et al. (2025). No estudo de

Karakurt et al. (2025), a indistria com maior contaminag¢do por MPs apresentou 112 MPs/L no
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efluente bruto e 21 MPs/L no efluente tratado; uma remog¢ao de MPs de aproximadamente 81%. Em
relacdo as amostras controle do processamento, encontrou-se 24 + 7 (média + desvio padrao amostral)
MPs entre fragmentos e fibras, sendo uma concentragdo média de 0,5 MPs/L. J& para as amostras
controle do ar, obteve-se uma média de 7 + 4,5 de particulas encontradas e concentragao média de
0,18 MPs/L. Portanto, os resultados das amostras controle indicam a presenca de MPs exdgenos a
amostra, podendo ser os responsaveis por valores com super notificagdo de amostras reais. Incluir no
estdgio de desenvolvimento do protocolo pardmetros de controle de qualidade sdo
importantes ferramentas para evitar introduzir variacdo indesejada ou viés nos resultados de
quantificagdo de MPs [Shrut e Kutralam-Muniasamy (2023)]. Quando comparamos os resultados da
concentracao média do branco do processamento com o branco do ar, acredita-se que a contaminac¢ao
pelo ar do laboratorio € minima e ndo afetou a analise das amostras reais. A amostra de efluente bruto
da CETEL apresentou uma quantidade de 20 vezes mais presenca de MPs que a amostra controle.
Quanto ao recovery rate, os polimeros escolhidos foram representativos para amostras de agua, visto
que os tipos poliméricos mais comumente encontrados em ambientes aquaticos sdo, em ordem
decrescente, PE, polietileno tereftalato (PET), poliamida (PA), PP, PS, polivinil alcool (PVA) e
policloreto de vinila (PVC) [Ashrafy et al. (2023)]. Os MPs foram colocados em meio aquoso e
processaram-se as amostras como descrito no protocolo. Ao final do primeiro teste, foram
recuperadas 9 particulas de PS, 7 particulas de PP azul, 10 particulas de PP rosa, 8 particulas de PE e
2 fibras de nylon. J4 no segundo teste, foram recuperadas 9 particulas de PP rosa, 9 particulas de PP
verde e 7 particulas de PE branco. A média para a taxa de recuperacdo percentual encontrada para o
processamento foi de 77,5%. Em suma, apesar de termos uma taxa de 22,5% de subestimacao, o
resultado corrobora valores observados em pesquisas com metodologias semelhantes apresentadas na
revisdo de Sol ef al. (2023). Uma meta-analise realizada por Way et al. (2022) demonstrou que o
recovery rate médio em estudos de MPs ¢ de 86%, e que esse valor pode ser influenciado pela matriz
das amostras, pelos reagentes utilizados, pelo tipo polimérico e tamanho dos MPs adicionados, entre
outros fatores. O estudo aponta que, quanto maiores as particulas utilizadas, maior o recovery rate, €
que as pesquisas que utilizaram MPs entre 1-5 mm tiveram uma taxa de recuperacao média de 84,8%.
Ademais, a recuperagdo em meio aquoso ¢ de 67-82%, e os MPs compostos por polimeros de alta

densidade, como ¢ o caso do nylon, sdo os mais dificeis de recuperar.

A partir desse estudo prévio pela busca da melhor estratégia para a elaboragao de um protocolo
padrdo que atenda as etapas de amostragem, processamento e analise de MPs em efluentes industriais,

fica evidente a necessidade de analisar criticamente cada etapa da metodologia para evitar introduzir
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alguma variagdo indesejada em medigdes de amostras desconhecidas, as quais sdo facilmente
impactadas principalmente pelo método de amostragem, tipo de material da matriz e protocolo de
extragdao, contaminagdo cruzada pelos operadores, limitagdes nas analises de caracterizagdo e a

propria corre¢do no processo de execugdo de cada etapa [Shrut e Kutralam-Muniasamy (2023)].
CONCLUSAO

Podemos concluir que a aplicacao do protocolo ¢ adequada para o processamento e analise de
amostras de efluentes industriais no contexto de monitoramento de fontes poluidoras, e que a futura
validacao do método € possivel. As técnicas utilizadas no protocolo apresentado vao ao encontro de
estudos e metodologias internacionais. Os valores encontrados para os brancos indicam pouca
contaminagdo das amostras durante as etapas de processamento e analise, enquanto a taxa de
recuperacdo percentual de 77,5% mostrou-se satisfatoria quando comparada a estudos semelhantes
(67-82%). Considerando-se que ndo ha nenhum tipo de regulamentacdo de microplasticos nas aguas
naturais do brasil, a apresentagdo deste protocolo consiste em um passo importante para o
desenvolvimento de uma técnica padronizada no pais. Assim, contribuindo para preencher uma das
lacunas mais importantes para incluir os microplasticos como um padrao de qualidade das dguas,

auxiliando na melhoria da satlde humana e ecossistémica.
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