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RESUMO

Microplasticos (MPs) sao particulas sintéticas de tamanho <5 mm, originadas
geralmente da degradacdo de residuos plasticos e contaminam varios
compartimentos, inclusive os alimentos. O interesse em monitorar os MPs nas mais
diversas amostras decorre dos potenciais riscos a saude, conforme levantado em
estudos com animais, que poderiam ser danosos também aos seres humanos.
Embora haja diversos estudos sobre MPs em alimentos, especialmente em frutos do
mar, poucos analisam o leite. Sdo ausentes os dados referentes aos MPs nesse
alimento no Brasil, um dos principais produtores mundiais de leite. Assim, este estudo
se propde a investigar a presencga, quantificar e caracterizar MPs em 44 amostras de
leite fluido de nove marcas de leite UHT e trés marcas de leite pasteurizado (também
denominado leite fresco), com diferentes teores de gordura. Apdés submeter as
amostras a digestdo oxidativa com peréxido de hidrogénio a 30% (H202 30%), 344
particulas foram contabilizadas por microscopia optica. Em seguida, a microscopia de
fluorescéncia com a aplicagcdo do corante Vermelho do Nilo permitiu detectar 68
potenciais MPs L-' em 21 amostras, predominantemente e com maior carga em leite
UHT. Essa técnica ndo havia sido relatada na analise de MPs em leite previamente.
A carga média de potenciais MPs foi de 3,24 particulas L-' nessa etapa, e
predominaram os fragmentos translucidos, com tamanho médio de 150 ym. A maior
frequéncia de particulas nessa etapa foi observada nas amostras de leite integral, mas
a carga encontrada foi superior nos leites desnatados. Ja na analise espectroscépica
Raman, apenas trés amostras de leite UHT integral de duas diferentes marcas
apresentaram MPs confirmados, caracterizados como poliamida, em carga média de
2 MPs L. O tamanho médio desses contaminantes foi de 200 um. Outras sete
amostras de trés marcas distintas foram consideradas potencialmente contaminadas,
mas a analise do espectro ndo foi conclusiva. Considerando-as MPs, a carga média
observada se elevaria a 2,6 MPs L', provenientes majoritariamente das amostras do
tipo UHT integral, havendo apenas uma marca de leite UHT desnatado e uma do tipo
pasteurizado semidesnatado. Para visualizagdo detalhada da superficie de algumas
particulas, foi realizada a microscopia eletrénica de varredura, para a observagao do
desgaste e das caracteristicas de particulas suspeitas, que se mostraram asperas e
com bordas desgastadas, em sua maioria. Pode-se concluir que os MPs estao
presentes no leite de consumo, mas em quantidade pequena e inferior a encontrada
em estudos com outras bebidas. Embora a microscopia de fluorescéncia com
o corante Vermelho do Nilo seja simples e auxilie na semiquantificacdo de MPs, as
amostras a ela submetidas tornam-se inutilizaveis para analise de espectroscopia
Raman, impossibilitando a confirmagdo. Nenhuma das técnicas utilizadas se mostrou
capaz de demonstrar a quantidade exata de MPs presentes no leite, estando sujeitas
a falso negativos e/ou positivos. Assim, sdo requeridos outros estudos que tragam
metodologias mais precisas, ampliem a amostragem e tragam informag¢des sobre
pontos de incorporagdo dos contaminantes neste alimento.

Palavras-chave: Microplasticos. Leite fluido. Vermelho do Nilo. Raman.
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ABSTRACT

Microplastics (MPs) are synthetic particles <5 mm in size, which generally originate
from the degradation of plastic waste and contaminate various compartments,
including food. The interest in monitoring the presence of MPs in a wide variety of
samples stems from the potential health risks, as raised in animal studies, which could
also be harmful to humans. Although there have been several studies on MPs in food,
especially seafood, few have analyzed milk. There is no data on MPs in this food in
Brazil, one of the world's leading milk producers. Therefore, this study set out to
investigate the presence, quantify and characterize MPs in 44 samples of fluid milk,
including nine brands of UHT milk and three brands of pasteurized milk (also known
as fresh milk) of different fat contents. After subjecting the samples to oxidative
digestion with 30% hydrogen peroxide (H202 30%), 344 particles were counted by
optical microscopy. Fluorescence microscopy using the Nile Red dye then enabled 68
potential L-' MPs to be detected in 21 samples, predominantly and with a higher load
in UHT milk. This technique had not previously been described in MPs analysis in milk.
The average load of potential MPs was of 3.24 particles L-' at this stage, and
translucent fragments predominated, with an average size of 150 ym. The highest
frequency of particles at this stage was observed in whole milk, however, the load was
higher in skimmed milk. In the Raman spectroscopy analysis, only three samples of
UHT whole milk from two different brands showed confirmed MPs, characterized as
polyamide, with an average load of 2 MPs L-'. The average size of these contaminants
was 200 um. Another seven samples from three different brands were considered
potentially contaminated, but the spectrum analysis was inconclusive. Considering
these MPs, the average load observed would amount to 2.6 MPsL-!, coming mostly
from whole UHT samples, with only one brand of skimmed UHT milk and one of semi-
skimmed pasteurized milk. Scanning electron microscopy was used to visualize the
surface of some particles in detail, in order to observe the wear and characteristics of
suspect particles, most of which were rough and had worn edges. It can be concluded
that MPs are present in drinking milk, but in small quantities and less than those loads
found in studies of other beverages. Although fluorescence microscopy with the Nile
Red dye is simple and helps in the semi-quantification of MPs, the samples submitted
to it become unusable for Raman spectroscopy analysis, making confirmation
impossible. None of the techniques used proved capable of demonstrating the exact
amount of MPs present in milk and were subject to false negatives and/or positives.
Therefore, further studies are needed to provide more precise methodologies, expand
sampling and provide information on the points at which contaminants are incorporated
into this food.

Key-words: Microplastics. Fluid milk. Nile Red. Raman.
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1 INTRODUGAO

O plastico € um dos materiais mais produzidos e utilizados no
cotidiano, atendendo as necessidades de diversos setores por ser um componente
versatil e acessivel (Ramasamy e Harit, 2023). Essas vantagens, no entanto,
resultaram no uso indiscriminado dos plasticos (principalmente os de uso unico) e,
consequentemente, em taxas de descarte cada vez mais elevadas de um material
degradado lentamente, o que passou a afetar principalmente os ecossistemas
marinhos (Plastics Europe, 2022; Geyer et al., 2017; Jambeck et al., 2015; Napper
and Thompson, 2016). Os microplasticos (MPs) sao pequenas particulas que surgem
em decorréncia da exposicao desses residuos acumulados as intempéries
ambientais, como a a¢do dos raios ultravioletas, dos sais e do vento (Guo and Wang,
2019; Tirkey et al., 2021). A definicdo de MPs abrange as particulas compostas por
material polimérico sintético de tamanhos inferiores a 5 mm, e esses contaminantes
vém sendo alvo de estudos em amostras ambientais, biologicas e de alimentos, devido
aos potenciais perigos que representam (Arthur et al., 2009). Considerados
onipresentes, afetam os animais e os seres humanos ao entrarem na cadeia alimentar,
sendo a via de ingestdo a mais comum para se internalizarem no organismo
(Galloway, 2015).

Estudos com peixes e camundongos apontam para o risco de danos
a saude, como o estresse oxidativo intestinal e inflamagao (Lu et al., 2018; Qiao et al.,
2019); a reducdo na secregdo de mucina, geragado de resposta inflamatdria local,
modificagdes na microbiota intestinal (Sun et al., 2021) e disturbios metabdlicos
hepaticos (Zheng et al., 2021), o que levou a investigacbes mais aprofundadas a
respeito da presenca dessas particulas em amostras humanas e em alimentos.
Entretanto, ndo ha informacgdes suficientes para dimensionar o risco dos MPs em
causar danos ao organismo humano, ja que desafios como as restricbes éticas, a
exigéncia de medidas rigorosas de biosseguranca para trabalhar com amostras
humanas, além da limitagdo metodoldgica e falta de padronizagbes dificultam o
desenvolvimento de estudos (Prata et al., 2020). Prata e colaboradores (2020),
contudo, propuseram efeitos potenciais que essas particulas podem provocar no
organismo humano, baseados nos dados divulgados em saude animal, sendo citados
o estresse oxidativo aos tecidos e células, inflamacgao, translocagao entre 6rgaos e a

possibilidade de carcinogénese.
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Por esse motivo, os estudos envolvendo a deteccio e caracterizacao
de MPs em alimentos vém sendo realizados, e demanda-se a execug¢ao de mais
trabalhos para a geracédo suficiente de dados para maiores conclusbes sobre os
perigos que esses contaminantes ingeridos possam representar. Sabe-se que a
toxicidade dessas particulas depende de uma série de fatores, como sua composigcéo
polimérica, a presencga de aditivos e/ou poluentes e as interagbes quimicas ocorridas
entre estes elementos, além do formato e tamanho (Qiao et al., 2019; Prata et al.,
2020). Dessa forma, as analises de diversos alimentos tém sido reportadas,
apontando a presenca de MPs em peixes, mel, cerveja, leite, refrigerantes, entre
outros (Silva-Cavalcanti et al., 2017; Diaz-Basantes et al., 2020). O leite € um item
comum na dieta de individuos de todas as faixas etarias ao redor do mundo, havendo,
até o momento, seis estudos de investigacdo de MPs neste alimento (Kutralam-
Muniasamy et al., 2020; Da Costa Filho et al., 2021; Diaz-Basantes et al., 2020; Kiruba
et al., 2022; Basaran et al., 2023; Zhang et al., 2023).

No Brasil, no entanto, nenhum estudo acerca da caracterizacdo de
MPs em leite fora publicado até o momento, o que representa uma lacuna importante,
ja que o cerca de 91,6% dos brasileiros consomem leite (Andretta et al., 2023;
EMBRAPA, 2020). Com vistas a essa lacuna, o objetivo deste estudo foi contribuir
com o cenario de entendimento da dispersédo de MPs no leite, analisando amostras
de diferentes marcas disponiveis no comércio de uma cidade brasileira quanto a
presenca de MPs. Essas particulas foram quantificadas e caracterizadas quanto a cor,
formato e tamanho por meio de técnicas microscopicas, sendo os resultados
comparados entre leites submetidos a diferentes tratamentos térmicos (pasteurizacao

e processamento Ultra High Temperature — UHT) e de diferentes teores de gordura.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO DO PLASTICO

A modernizagdo na producao de polimeros sintéticos teve inicio em
meados da década de 1920, impulsionada principalmente pela incorporagao de
aditivos melhoradores de plasticos. Além desse avancgo tecnoldgico, a introdugao do
cloreto de polivinila (PVC) possibilitou a diversificagcdo das aplicagcbes desses
materiais no contexto cotidiano. Os polimeros termofixos ja eram vastamente
utilizados na década de 20, mas a difusdo dos plasticos para uso comum somente
ocorreu aproximadamente na década de 1950 (Geyer, R., 2020; Geyer et al., 2017).
A partir desse ponto, a popularizagéo dos plasticos se tornou notavel, estendendo-se
a diversas esferas, incluindo a medicina, a construcao civil, a industria automobilistica
e, notavelmente, as embalagens de alimentos, gracas as vantagens inerentes, como
o baixo custo e a elevada durabilidade (Ramasamy e Harit, 2023). Com a crescente
demanda por esses materiais versateis, resistentes e acessiveis, a produg¢ao anual de
plasticos testemunhou um crescimento exponencial ao longo das décadas. Por
exemplo, na década de 1970, a produgao global anual girava em torno de 30 milhdes
de toneladas, contrastando com o valor registrado em 2022, conforme divulgado no
ultimo relatério publicado pela Plastics Europe, que ultrapassa 400 milhdes de
toneladas produzidas (Plastics Europe, 2023).

O mercado de embalagens é o principal consumidor de plasticos,
influenciado pela mudanca comportamental da substituicao de recipientes reutilizaveis
por recipientes de uso unico. Em 2022, aproximadamente 44% de toda a produgéo
mundial de plastico foi direcionada para embalagens (Plastics Europe, 2022). A
extensa utilizagdo de plasticos de uso unico traz impactos ambientais significativos,
contribuindo para o aumento da poluigao por residuos plasticos nos ecossistemas
marinhos (Geyer et al., 2017; Jambeck et al., 2015; Napper e Thompson, 2016). Essa
categoria de plasticos exerce uma influéncia substancial na geragao e acumulagao de
MPs, devido a sua brevidade de uso, aliada a notavel durabilidade e persisténcia no
meio ambiente. Fatores como a composi¢ao do polimero, associado as condigdes
ambientais a que estdo expostos influenciam o tempo de decomposicao desses
residuos, que pode estender-se por centenas a milhares de anos, enquanto seu uso

se restringe a poucos minutos ou algumas horas (Corcoran, 2022).
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2.2 DEFINICAO DE PLASTICO E SUAS CATEGORIAS

O termo "plastico" é geralmente empregado para designar os
polimeros sintéticos criados pelo ser humano, enquanto um polimero é definido como
um conjunto de subunidades quimicas semelhantes ligadas em cadeia (Geyer, 2020).
Apos a modernizagao da produgao dos plasticos, o que inclui a agregacao de aditivos
e plastificantes na producéao, é possivel classifica-los em duas categorias distintas:
termoplasticos e termofixos. Os termoplasticos, como o polietiieno (PE), o
polipropileno (PP), o cloreto de polivinila (PVC), o polietileno tereftalato (PET), o
poliestireno (PS) e a poliamida (PA), sdo potencialmente reciclaveis devido a
capacidade de retornarem a sua conformacdo original apés serem fundidos e
resfriados novamente. Em outras palavras, o derretimento dos termoplasticos é um
processo reversivel. No entanto, &€ importante ressaltar que ha limites para a
manipulacdo desses polimeros sem que ocorram alteragdes significativas em sua
estrutura e funcionalidade, tais como mudangas de cor e forma, modificacbes
microestruturais e comprometimento das propriedades mecanicas (Radlmaier et al.,
2017; Oliveira et al., 2017). Por outro lado, os termofixos, como o poliuretano (PUR),
o poliéster insaturado, o silicone e as resinas epoxi, melaminicas, fendlicas e acrilicas,
sofrem fusdo de maneira irreversivel, o que os torna nao passiveis de reciclagem
(Geyer, 2020). A caracteristica fundamental que diferencia essas duas categorias € a
reversibilidade ou irreversibilidade do processo de fusao dos plasticos, o que, por sua
vez, determina a viabilidade da reciclagem.

Globalmente, os polimeros mais consumidos sao os termoplasticos,
que representam aproximadamente 80% do consumo, com a seguinte ordem de
predominancia: PE> PP > PVC > PET > PS (Bond et al., 2018; Al-Salem et al., 2009).
Os termoplasticos sdo amplamente utilizados em embalagens e na produgéo de fibras
téxteis. Notavelmente, quase metade da producado desses materiais € destinada aos
plasticos de uso unico, enquanto 20% a 25% sao direcionados para infraestruturas de
longo prazo, com o restante sendo empregado em aplicagdes duraveis com vida util
intermediaria, tais como eletrénicos, méveis e veiculos (Al-Salem et al., 2009; Kazemi
etal., 2021). Por outro lado, no que diz respeito aos termofixos, os setores aeronautico
e automotivo representam os principais consumidores para aplicacbes de longa
durabilidade (Geyer, 2020).

A categorizacao dos plasticos também pode ser realizada com base
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em sua origem, distinguindo entre plasticos de origem féssil e plasticos de origem
bioldgica. Os polimeros de origem fossil tém sua base no petréleo ou gas natural,
enquanto os polimeros de base biolégica podem ser derivados da biomassa de fontes
como o milho e a cana-de-agucar (Walker & Rothman, 2020; Geyer, 2020). E
importante destacar a distingdo entre os termos plasticos de origem biologica e
plasticos biodegradaveis, uma vez que esses termos nao s&o intercambiaveis.
Conforme definido pela American Society for Testing and Materials (ASTM D883-17),
a biodegradacdo de um material se refere ao "processo de decomposigao realizado
por microrganismos que ocorrem naturalmente, como bactérias, fungos e algas
(ASTM D883-17, 2017)". Durante esse processo, o material deve ser completamente
assimilado, sem deixar residuos no ambiente natural.

Os polimeros biodegradaveis podem ter origem fossil ou biolégica, e
nem todo plastico obtido por fontes renovaveis é considerado biodegradavel. Ou seja,
a decomposicdo microbioldgica independe da origem dos plasticos (Tokiwa et al.,
2009). O PE e o Nylon 11 (NY11), por exemplo, apesar de n&do biodegradaveis, podem
ser considerados bioplasticos quando extraidos de origens biolégicas, como produtos
derivados da fermentacdo e destilagcdo da cana-de-agucar (Tokiwa et al., 2009;
Ciardelli et al., 2019). Por outro lado, polimeros como o poli(hidroxibutirato) (PHB), o
poli(lactideo) (PLA) e hibridos de amido possuem origem biolégica e sao
biodegradaveis. Ainda, a acetilcelulose (AcC) apresenta uma redugcdo na
biodegradabilidade a medida que aumenta o grau de acetilagédo (Tokiwa et al., 2009).
Por ultimo, plasticos derivados de fontes nao renovaveis, como a policaprolactona
(PCL), o poli(succinato de butileno) (PBS), o poli(succinato de etileno) (PES) e o
poli(alcool vinilico) (PVOH), podem ser biodegradaveis, uma vez que séo suscetiveis
a degradagao por microrganismos (Tokiwa et al., 2009; lwata, 2015; Ciardelli et al.,
2019).

Varios fatores intrinsecos a composicdo dos plasticos, como a
mobilidade, cristalinidade, peso molecular, grupos quimicos funcionais e tipos de
aditivos utilizados na produgao, exercem influéncia na degradagédo desses materiais
(Artham e Doble, 2008). A degradagao dos plasticos pode ocorrer de forma abidtica,
quando expostos a temperatura, radiacado, oxidagcao, umidade, ou de forma bidtica,
por meio da acao de bactérias, fungos e algas. O processo abidtico € o primeiro a
ocorrer nos plasticos, levando a modificacbes visiveis, como alteragdes de cor,

aparecimento de rachaduras e reducdo do peso. Na degradacéo bidtica, os polimeros
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sao consumidos, resultando em moléculas como acidos, aldeidos e agua, bem como
gases, como dioxido de carbono e metano (Silva et al., 2023). O mecanismo de
biodegradagdo, que € o processo bibtico, envolve a colonizagdo microbiana na
superficie do plastico e o inicio da atividade enzimatica por hidrélise, resultando na
geracao de dioxido de carbono e agua. Portanto, caracteristicas como a area da
superficie e as propriedades hidrofilicas e hidrofébicas dos plasticos influenciam, de
modo geral, 0 mecanismo de biodegradagao dos plasticos (Tokiwa et al., 2009).

A biodegradagéo é um processo vantajoso quando ocorre de maneira
adequada, uma vez que contribui para o aumento da fertilidade do solo, a reducéo da
acumulagao de plasticos no meio ambiente, diminuindo a probabilidade de ingestao
por animais, e a diminuicdo do impacto nos custos do gerenciamento de residuos
(Tokiwa et al., 2009). No entanto, é importante destacar a necessidade de equilibrio
entre diversas variaveis para que esse processo ocorra adequadamente. Fatores
como grau de umidade, pH e temperatura afetam o desenvolvimento e a estabilidade
dos microrganismos e suas enzimas e também influenciam as reagbes cataliticas
(Tokiwa et al., 2009; Bahl et al., 2020). Um desafio notavel associado a biodegradagao
incompleta dos plasticos € a formacdo de microplasticos (MPs), uma questao
emergente e preocupante, uma vez que esses residuos afetam diversos
compartimentos ambientais, impactando diversos ecossistemas, tanto terrestres

quanto aquaticos (Guzetti et al., 2018).

2.3 DEFINICAO DE MICROPLASTICOS

Os MPs, conforme definido em 2009 pela Administracao Nacional
Oceanica e Atmosférica dos EUA (NOAA), consistem em particulas com
dimensobes inferiores a 5 mm (Arthur et al., 2009). Relatos da observacédo de
particulas plasticas em sedimentos marinhos datam desde a década de 1970. No
entanto, estimativas precisas de sua quantidade eram incertas devido a caréncia
de métodos de delineamento e amostragem bem definidos (Carpenter e Smith,
1972; Colton et al., 1974; Day e Shaw, 1987; Moore et al., 2001; Thompson et al.,
2004).

A classificacdo dos MPs pode ser efetuada com base em sua origem,
distinguindo entre primarios, que sao produzidos para fins especificos (como as

microesferas presentes em produtos de higiene e as microfibras de tecidos
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sintéticos), e secundarios, resultantes da degradagao de plasticos maiores em
decorréncia da exposi¢cao ambiental (Rubio-Armendariz et al., 2022; Andrady, A.L.,
2011; Jonsson et al., 2018; Henry et al., 2019; De Falco et al., 2019). Outras
abordagens de categorizacdo de MPs incluem o formato das particulas
(fragmentos, esferas, filmes, fibras, espumas), sua cor e a caracterizagao
polimérica (Steer e Thompson, 2020). A caracterizacdo dos MPs auxilia no
entendimento da dindmica da contaminagdo do ambiente ou da amostra biologica
estudada, bem como dos potenciais impactos a saude que possam causar
(Penalver et al., 2020). Contudo, a padronizacdo dos procedimentos de
classificagdo destes contaminantes ainda n&o foi consolidada, havendo
diversidade no formato dos relatos na literatura, o que dificulta analises
comparativas mais detalhadas e precisas (Gan et al., 2023).

A maioria dos pesquisadores langa mao de uma estratégia simples
para iniciar a caracterizagao dos MPs, que € a inspecao visual, tanto a olho nu,
como por microscopia. A microscopia € necessaria para as particulas de
dimensbes inferiores a 1 mm (Song et al., 2015), e permite a classificagao
conforme o formato, a cor e o tamanho dos MPs. Entretanto, técnicas como a
Espectroscopia por Infravermelho na Transformada de Fourier (FTIR) e
Espectroscopia Raman sdo as mais aplicadas, por acessarem a composi¢ao
polimérica das particulas detectadas com abordagem nao destrutiva (Pefialver et
al., 2020; Cabernard et al., 2018, Primpke et al., 2018; Lenz et al., 2015). Outra
técnica aplicavel para a identificacdo e quantificacdo de microplasticos é a
aplicagao do corante Vermelho do Nilo, uma abordagem simples e de baixo custo,
mas que gera resultados mais assertivos quando associado as técnicas

espectroscopicas (Shruti et al., 2022).
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2.4 ORIGENS DOS MICROPLASTICOS, LIBERAGAO NO AMBIENTE E A CONTAMINACAO DOS
ALIMENTOS

2.4.1 Origens dos Microplasticos e Fontes de Emiss&o

A origem dos MPs liberados no ambiente pode ser categorizada como
primaria ou secundaria. Conforme descrito por An e colaboradores (2020), a origem
primaria esta relacionada a produtos como os pellets (matéria-prima de diversos
produtos plasticos), as microesferas de plastico presentes em produtos cosméticos e
de higiene pessoal, as tintas, as fibras de tecidos sintéticos (como poliéster e
poliamida) e os fragmentos de pneus automotivos. Por outro lado, os MPs
secundarios, que sao 0os mais comuns no ambiente, sdo provenientes dos residuos
gerados pelo uso cotidiano de itens de plastico, como sacolas descartaveis,
embalagens de alimentos, componentes de eletrodomésticos, entre outros (An et al.,
2020). As fontes de emissao dos MPs para o meio ambiente incluem o esgoto
domeéstico, os efluentes de Estacdes de Tratamento de Aguas Residuais (ETARS) e
efluentes de lavanderias. E registrado que aproximadamente 1.900 fibras por peca de
roupa podem ser liberadas nos efluentes de maquinas de lavar domésticas (Browne
et al., 2011). Em relacdo aos efluentes provenientes de ETARs, apesar da alta
eficiéncia dos tratamentos, estudos indicam a liberagdo de até 65 milhdes de
particulas por dia (Murphy et al., 2016).

Os MPs secundarios sédo gerados e liberados na natureza devido as
intempéries ambientais, como a exposicdo aos raios ultravioleta, acdes das ondas e
do vento e atividade microbiana (Guo and Wang, 2019; Tirkey et al., 2021). Geyer e
colaboradores (2017), apontam, com base em estimativas globais, que cerca de 79%
dos residuos plasticos gerados entre 1950 e 2015 permanecem em aterros sanitarios,
depdsitos ou no meio ambiente, enquanto 12% foram incinerados e apenas 9% foram
reciclados. Outra estimativa alarmante aponta que, a cada ano, cerca de 10 milhdes
de toneladas destes residuos sdo langados nos oceanos (Jambeck et al., 2015). Se
as tendéncias atuais de produgao e gerenciamento de residuos plasticos persistirem,
€ esperado que até 2050, aproximadamente 12.000 toneladas desses residuos
atinjam aterros ou 0 meio ambiente, com o potencial de se fragmentarem em MPs,
interagirem com outros contaminantes e se dispersarem entre os compartimentos

ambientais, impactando a qualidade da agua e a seguranga dos alimentos (Geyer et
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al., 2017).

2.4.2 Contaminagdo Ambiental por Microplasticos e sua Relagdo com a

Contaminacao dos Alimentos

Diante dos dados preocupantes apresentados sobre a producdo e
destino dos plasticos, fica evidente o motivo pelo qual os MPs sédo considerados
onipresentes, sendo detectados inclusive em locais remotos e profundos, como a
Fossa das Marianas (Peng et al., 2018; Jamieson et al., 2019). Sedimentos marinhos,
solo e ar sdo exemplos de compartimentos ambientais frequentemente investigados
para a identificacdo de MPs (Nakki et al., 2019; Fuller e Gautam, 2016; Gaston et al.,
2020). Uma vez que esses ecossistemas estdo sendo atingidos pela contaminagao
por MPs, a biota local também €& impactada, como comprovado em estudos que
detectaram MPs em organismos aquaticos e terrestres, vegetais e frutas (Adeogun et
al., 2020; Beriot et al., 2021; Oliveri-Conti et al.,, 2020). De acordo com Jin e
colaboradores (2021), a incorporacdo de MPs em alimentos pode ocorrer por
basicamente trés vias. A primeira delas € entrando na cadeia alimentar, quando
animais marinhos e terrestres os ingerem, ou quando as raizes das plantas absorvem
MPs e, subsequentemente, afetam outros animais de niveis troficos superiores e os
seres humanos no topo da cadeia alimentar (Bradney et al., 2019; Horton et al., 2017).
Outra forma comum é o desprendimento de particulas de embalagens plasticas de
alimentos durante o processamento, como pode ocorrer com o sal, o leite, o mel, a
cerveja e os refrigerantes (lfiguez et al., 2017; Diaz-Basantes et al., 2020). A terceira
via esta relacionada ao processamento do alimento, por meio da matéria-prima ou
agua industrial contaminada, sendo usada como ingrediente ou na limpeza ao longo
do processamento, além das etapas de armazenamento, transporte e embalagem
também serem apontadas como possiveis momentos de contaminagao dos alimentos
(Jin et al., 2021; Zhang et al., 2020).

Seguindo esse raciocinio, em relacéo ao leite, os MPs detectados
podem ser provenientes diretamente dos animais devido a ingestdo de macro ou
microplasticos pelas fémeas produtoras nos alimentos, na agua e na atmosfera. As
particulas podem se alojar na glandula mamaria e, eventualmente, serem eliminadas
durante a ordenha (van der Veen et al., 2022). Alternativamente, esses contaminantes

podem ser incorporados em diversos pontos do processamento, incluindo
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equipamentos e utensilios, como tanques, mangueiras e tubulagdes, que podem
conter MPs aderidos apés a limpeza com agua contaminada. O potencial da agua em
ser um dos fatores responsaveis pela contaminacdo de MPs no leite é evidente: o
consumo de agua relacionado a ordenha pode chegar a 3,4 L para cada litro de leite
produzido em propriedades de média producao, excluindo-se desse valor a agua
utilizada em etapas prévias da atividade (ex: produgéo de pasto e dessedentagéo dos
animais) e posteriores (ex: transporte do leite) (Willers et al., 2014).

Adicionalmente, os MPs podem desprender-se de utensilios de
plastico utilizados na produgdo, como as mangueiras de PVC ou silicone
frequentemente empregadas em fazendas e indUstrias beneficiadoras. E importante
ressaltar que os plasticos empregados nesses utensilios sdo adequados para o
contato com alimentos, ndo contendo aditivos. No entanto, sdo passiveis de
enrijecimento, quebras e formagdo de ranhuras ao longo do uso, principalmente
devido as lavagens com detergentes acidos e alcalinos e agua em diferentes
temperaturas. O leite passa por etapas de filtragado durante o processamento, retendo
parte dessas particulas; entretanto, as particulas de dimensdes inferiores a
porosidade dos filtros seguem o fluxo junto ao alimento. Além disso, os préprios filtros
empregados nas industrias ja foram apontados como possivel fonte de MPs no leite
(Kutralam-Muniasamy et al., 2020).

Na ultima etapa da industrializagao do leite ocorre o contato com outra
fonte de emissdo de MPs, que sdo as embalagens. Fatores como a idade dos
recipientes de plastico, a exposicdo ao estresse mecanico e ao estresse térmico
determinam a liberacdo dos MPs nestes itens (Jadhav et al., 2021). No Brasil,
atualmente, sado utilizadas embalagens de PEBD ou PET para o leite pasteurizado, e
embalagens cartonadas ou PET para o leite UHT, além de algumas marcas
disponibilizarem verses em embalagens de vidro. E valido ressaltar que as
embalagens cartonadas sdo compostas por multiplas camadas, incluindo papelao
(75%), aluminio (5%) e PEBD (20%) como a camada final em contato com os
alimentos (Borges, 2007). Consideradas compdsitos (formadas por mais de um tipo
de material), a reciclagem é dificultada, requerendo tecnologias caras para a
desagregacao dos componentes (Santos et al., 2017). A ultima taxa de reciclagem
desse tipo de embalagem, divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), foi inferior a 30%, conforme divulgado nos Indicadores de Desenvolvimento
Sustentavel (IDS) (IBGE, 2015).
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Com base nas informacdes levantadas, a Figura 1 relune as possiveis

fontes de emissao de MPs capazes de contaminar o leite.

Figura 1 - Sugest&o de potenciais fontes de emiss&o de MPs para o leite
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Fonte: a propria autora (2023)

1: Fémeas produtoras podem incorporar MPs da atmosfera, dos alimentos e da agua, podendo se alojar
na glandula mamaria. 2: Durante a ordenha e o processamento, o leite entra em contato com diversos
utensilios e equipamentos que podem conter MPs advindos da &gua de lavagem, ou dos préprios
objetos constituidos por plastico. Os filtros, ja apontados anteriormente como um ponto possivel de
liberacédo de MPs, sdo empregados antes da entrada do leite ao tanque, e antes da recep¢ao do produto
pela industria. 3: Por fim, o leite pode ser contaminado por MPs eventualmente liberados das
embalagens, dependendo de fatores como a idade desta embalagem, a exposi¢do a estresse mecanico
e estresse térmico.

2.5 IMPLICACOES AMBIENTAIS E PREOCUPACOES RELACIONADAS A SAUDE

2.5.1 Implicagbes Ambientais

by

Os principais fatores relacionados a ameaca da biodiversidade
incluem a modificagao de habitats, a exploracéo de recursos, a introducao de espécies
invasoras, as mudancgas climaticas e a poluicdo, sendo que os plasticos
desempenham um papel significativo nos dois ultimos fatores (Young et al., 2016).
Ford e colaboradores (2021), reuniram evidéncias importantes indicando que o
plastico contribui para a emissao de gases de efeito estufa durante seu ciclo de vida.

Além disso, os mesmos autores apontam que as mudancas climaticas e a poluicao
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plastica ocorrem simultaneamente, e os fendbmenos resultantes da mudancga climatica
contribuem para a distribuicdo dos residuos plasticos no ambiente. Como mencionado
anteriormente, a produgédo de plastico teve um aumento exponencial ao longo do
tempo, e a tendéncia € a continuidade desse crescimento. Com base nisso, Zheng e
Suh (2019), estimam que a emissdo de diéxido de carbono (CO2) do plastico
aumentaria de 1,7 bilhdes de toneladas de didxido de carbono equivalente (CO2e) em
2015 para 6,5 bilhdes de toneladas de CO2e em 2050.

De acordo com Kumar (2018), o consumo de energia relacionado a
urbanizagao gera um aumento na emissado de gases de efeito estufa, capazes de
absorver calor e aumentar o aquecimento da Terra. O CO2, principal gas do efeito
estufa liberado na atmosfera pela queima de combustiveis fésseis, aumentou 40% nos
ultimos 200 anos, contribuindo para o aquecimento da Terra em cerca de 0,8 °C
(Kumar, 2018). Os resultados catastréficos da mudanga climatica envolvem o
aumento da temperatura dos oceanos, o0 aumento do nivel do mar, a acidificagao dos
oceanos e eventos climaticos com impactos ecoldgicos e socioecondmicos (Ford et
al., 2021).

Em relagado a polui¢do causada pelos residuos plasticos e a geragao
de MPs, a literatura destaca diversos problemas graves, principalmente na fauna
marinha. Estimativas indicam que até 2050, 99% das aves marinhas terdo ingerido
plasticos durante a vida, e o peso dos residuos plasticos nos oceanos ultrapassara o
peso dos peixes (Wilcox et al. 2015). Danos causados por macro ou microplasticos,
como emaranhamento, asfixia, toxicidade e inanicao sao frequentemente relatados
em estudos (Thushari e Senevirathna, 2020). O emaranhamento esta relacionado a
atividade de pesca, devido as redes e cordas plasticas acumuladas nos mares,
enquanto a ingestdo geralmente envolve fragmentos de plastico (Gall e Thompson,
2015). Os resultados dessas interagdes entre os animais e os residuos plasticos
incluem a reducdo da ingestdo de alimentos, perda de mobilidade, prejuizos a
capacidade reprodutiva, redugao da capacidade de fugir de predadores e redugéo do
crescimento e da condicdao corporal, ameacando seriamente a biodiversidade
(Thushari e Senevirathna, 2020; Gall e Thompson, 2015).

2.5.2 Aditivos, Poluentes Organicos Persistentes (POPs) e o Efeito Cavalo de Troia

Dentre os perigos discutidos acerca da interagdo dos organismos
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vivos com os MPs, estdo os efeitos toxicos gerados por aditivos dos plasticos e/ou
poluentes. Em outras palavras, a toxicidade dos MPs depende da presenga desses
aditivos e/ou poluentes, bem como do tipo de polimero, além da presenca/auséncia
de biofilme e condigdes ambientais (Atugoda et al., 2021). Os aditivos aprimoram
funcdes dos plasticos e podem ser encontrados como tragcos ou como componentes
principais dos produtos, sendo que sao fracamente ligados as moléculas dos
polimeros, podendo ser liberados durante o uso e a degradacgao do plastico (Pinto da
Costa et al., 2023). Os ftalatos, por exemplo, tornam os plasticos mais flexiveis e
maleaveis, sendo empregados em diferentes aplicagdes, como o PVC para
revestimentos de pisos, paredes, brinquedos, embalagens de alimentos e dispositivos
meédicos (Root et al., 2017; Notardonato et al., 2019). Os bisfendis, principalmente o
bisfenol A (BPA), sdo usados como monémeros na produgédo de policarbonatos e
resinas epoxi (Guart et al.,, 2011). Esses dois tipos de aditivos sdo vastamente
estudados devido aos potenciais danos que geram a saude. Problemas reprodutivos
e de desenvolvimento genital masculino devido a disrupgdo enddcrina séo efeitos
relacionados a estas substancias (Singh e Li, 2012).

Os Poluentes Organicos Persistentes (POPs) sado aqueles que
permanecem no ambiente por longos periodos, como pesticidas, produtos quimicos
industriais e subprodutos de processos industriais, como dioxinas e furanos (Alharbi
et al., 2018). Por serem persistentes no ambiente, considera-se que praticamente
todos ja tenham entrado em contato com algum desses poluentes, evidenciado pela
deteccdo de POPs em grupos de individuos de diferentes idades. Concentragdes
elevadas foram encontradas em populacbes idosas, indicando o efeito de
bioacumulacao (Scheringer, 2009; Alharbi et al., 2018). O encontro entre particulas de
MPs, seus residuos de aditivos e os POPs no ambiente pode agravar efeitos deletérios
a saude, caso sejam ingeridos por animais e seres humanos, num fendmeno definido
como o efeito cavalo de Troia (Hu et al., 2022). Entretanto, a interagcao entre esses
elementos poluentes nao significa necessariamente o desencadeamento desse
fendmeno, ja que a toxicidade das misturas depende da composi¢céo do polimero e da
natureza dos POPs, podendo resultar em efeito sinérgico, potencializador, aditivo,
antagonico ou inibidor (Bhagat et al., 2021; Syberg et al., 2015). Além dos POPs
mencionados, também s&o citados como elementos carreados no efeito cavalo de
Troia pelos MPs os metais pesados, os patdégenos e os residuos farmacoldgicos

(inclusive de antimicrobianos) (Hu et al., 2022).
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2.5.3 Evidéncias de Preocupacgdes de Saude

Um dos principais motivadores para o estudo aprofundado da
dindmica de formacéao e dispersdo dos MPs, além do comprometimento ambiental, é
o entendimento dos potenciais riscos a saude representados pelas particulas em si,
ou pelas complexas misturas delas com aditivos, bem como aos diversos poluentes e
patdgenos presentes no meio ambiente. Alguns resultados de estudos sobre o efeito
cavalo de Troia sdo instigantes e alarmantes, como a geracédo de citotoxicidade
mediada pela interacdo entre um polimero e um contaminante sobre hemdacitos,
principal frente de defesa imunoldgica de bivalves. Katsumiti e colaboradores (2021)
comprovaram que particulas de PS séo capazes de carregar o POP benzo(a)pireno
(BaP); no entanto, os danos celulares foram observados apenas em concentracdes
mais altas tanto do polimero quanto do contaminante. Mesmo assim, o estudo
evidencia a ameaca ao comprometimento da saude de organismos aquaticos devido
a possibilidade de interagdes perigosas entre este microplastico e este POP no efeito
cavalo de Troia, provocando danos como a perda de viabilidade celular e da
fagocitose, aumento da produgao de radicais livres e da genotoxicidade.

Por outro lado, a auséncia de prejuizos a saude de organismos
aquaticos também é um resultado possivel nos estudos da area. O PE, por exemplo,
nao aumentou a toxicidade do clorpirifés e hexaclorobenzeno (produtos com aplicagao
agricola) em Zebrafish (Danio rerio), como demonstrado pela alteracdo de apenas um
dos biomarcadores testados no estudo de Schell e colaboradores (2021). Lohmann
(2017) prop6s uma discussao acerca do papel dos MPs no ciclo e na bioacumulagao
de POPs, sugerindo que os MPs deveriam ser considerados POPs e, portanto, contar
com a Convencgéao de Estocolmo para reduzir suas fontes. O autor fundamenta-se em
suas conclusées, indicando que ha poucas evidéncias de que os MPs sejam um
importante vetor de transferéncia de POPs para os animais, de modo geral.
Entretanto, isso néo significa que os MPs nao possam atuar como cavalos de Troia e
aumentar a toxicidade de determinados contaminantes de maneira mais significativa
e potente, uma vez que as interagdes dependem da composicdo polimérica e da
natureza do poluente em questdo, como exemplificado por Lohmann a respeito da
interacao entre MPs e retardadores de chamas (Bhagat et al., 2021; Lohmann, 2017).
Além disso, é valido pontuar que muitos estudos representam a realidade in vitro,

enquanto durante a decomposi¢ao natural os MPs podem ter interacdes aleatdrias e
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multiplas com diversos contaminantes, bem como sofrer altera¢gdes morfolégicas de
formato, tamanho e superficie, o que pode interferir no grau de danos gerados ao
ambiente e aos seres que entrarem em contato com essas particulas (Guo and Wang,
2019; Tirkey et al., 2021; Rincon-Rubio et al., 2001; Lambert and Wagner, 2016; Zettler
et al., 2013; Rouillon et al., 2016).

Ainda que nem sempre o efeito cavalo de Troia ocorra ou represente
um perigo significativo a saude, as particulas poliméricas em si aparentam ter o
potencial de danificar as células e tecidos. Por se tratarem de fragmentos fisicos e
exogenos, sao reconhecidos como estranhos pelo organismo, havendo o potencial de
desencadeamento da resposta inflamatéria. No caso de MPs inalados, os macréfagos
ou células epiteliais locais podem desencadear a inflamacgao, além da possibilidade
de transporte das particulas para a pleura ou para a circulacao sistémica, a depender
de fatores intrinsecos aos MPs (que sao alterados ao sofrerem interferéncias das
intempéries ambientais) e de fatores individuais (Ramsperger et al., 2020). A
exposicao via ingestao a longos periodos ao Polietileno de Baixa Densidade (PEBD)
provocou resposta pro-inflamatdria no intestino de Sparus aurata, o peixe Dourado,
havendo remissao total dos sinais no tecido analisado apds a suspensao da oferta
dos MPs (Solomando et al., 2020). Outros estudos observacionais dos efeitos da
ingestdo de MPs (PS) com a espécie Danio rerio relataram infiltragcdes e danos
celulares nos cortes histolégicos analisados, além de alteragdes relacionadas ao
estresse oxidativo intestinal e a inflamagéo (Lu et al., 2018; Qiao et al., 2019). Os
resultados divulgados por Qiao e colaboradores (2019) reforgam ainda a dependéncia
do formato das particulas sobre o grau de acumulagdo nos orgaos, e
consequentemente a intensidade de danos gerados, sendo as fibras as mais
eficientes nesse quesito, quando comparadas aos fragmentos e esferas. O PE
provocou algumas alteragdes no colon de camundongos, como a reducao na secregao
de mucina, geragcao de resposta inflamatéria local leve, além de modificagdes na

microbiota intestinal que interferem no metabolismo de aminoacidos (Sun et al., 2021).

Zheng e colaboradores (2021) destacam, a partir da observagéo dos
efeitos do PS ingerido por camundongos durante 28 dias, a particularidade dos
individuos portadores de doencas crbnicas, que aparentemente sado ainda mais
prejudicados quando expostos aos MPs. No estudo em questao, o PS desencadeou

respostas inflamatdrias e disturbios metabdlicos hepaticos. Nos individuos com colite
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aguda induzida, houve agravamento dessa condigao, adicionada as perturbagdes no
metabolismo lipidico, com acumulo de triglicerideos e expressao de fatores pro-
inflamatorios (Zheng et al., 2021). Os autores explicam que as diferengas observadas
entre os grupos provavelmente se devem a maior permeabilidade intestinal nos
animais com colite, permitindo a maior evasao de MPs para a corrente sanguinea, que
se encaminham e se acumulam no ambiente hepatico, acentuando os danos em

comparagao ao grupo saudavel (Zheng et al., 2021; Denker e Nigam, 1998).

Quanto aos estudos voltados para as preocupacdes de saude
humana, os dados sdo escassos, uma vez que ha barreiras para a execugao de
experimentos, como as restricdbes éticas, a exigéncia de medidas rigorosas de
biosseguranga para trabalhar com amostras humanas, além da limitagdo
metodolégica e falta de padronizagdes (Prata et al., 2020). Por ser um tema
relativamente novo, ha lacunas no entendimento da exposi¢édo e do mecanismo de
toxicidade dos MPs. As evidéncias sobre a funcdo das comorbidades e dos
determinantes sociais na exposi¢cao aos MPs também s&o tdpicos essenciais a serem
compreendidos (Rahman et al., 2021). Prata e colaboradores (2020) levantaram
hipéteses das possiveis fontes e rotas de exposicdo aos MPs, bem como as principais
vias de toxicidade geradas por eles, conforme representado na Figura 2. Os autores
apontam a necessidade de compreender a exposicdo humana aos MPs,
especialmente quando se trata de particulas inferiores a 10 ym, uma vez que quanto
menor a particula, maior o potencial de se transportar pelo organismo e acessar
diferentes tecidos (Prata et al., 2020). Isso foi evidenciado em um estudo que observou
citotoxicidade e hemdlise apds a interacao in vitro entre o PVC (particulas de 2 ym) e

células pulmonares humanas e de camundongos (Xu et al., 2002).

Figura 2 — Hipétese das principais fontes de contato MPs para o ser humano, as rotas
de exposicao e as possiveis consequéncias a saude
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Mesmo com os desafios apontados anteriormente acerca dos estudos
envolvendo amostras biolégicas de origem humana, alguns tecidos e fluidos foram
alvos de investigacdo de MPs, confirmando a presenca de tais particulas. Um estudo
revelou que 13 entre 20 amostras de tecido pulmonar provenientes de autopsia
apresentaram particulas poliméricas e fibras (31 MPs no total, compostos
principalmente por PP e PE, de tamanhos entre 1,6 ym e 5,56 ym), resultado que
colabora para entendimento do nivel de interagdo com os contaminantes pelo ar
inspirado (Amato-Lourenco et al., 2021). O tecido cardiaco proveniente de pacientes
submetidos a cirurgia cardiaca também foi analisado em outro estudo, com a
identificacdo de nove tipos de MPs, principalmente PET e poliuretano (PU)
(dimensdes entre 20 a 469 um) (Yang et al.,, 2023). Os MPs também foram
encontrados na placenta humana em todas as amostras testadas por Zhu e
colaboradores (2023), a maior parte sendo identificada como PVC, com tamanhos
entre 20 a 307 ym, sendo 80.29% das particulas <100 ym. O PVC havia sido apontado
previamente como o polimero mais significativo para os possiveis riscos a saude
humana na cadeia alimentar, devido aos potenciais riscos de comprometimento
reprodutivo demonstrado por alteragées em espermatozoides de ratos, além de ser
potencialmente hepatotoxico e carcinogénico (Sadeghi et al., 2020). A exposi¢cao dos
espermatozoides humanos aos MPs também foi estudada, com a detecgdo de
diferentes tipos de MPs em seis de dez amostras coletadas (principalmente PP, PS e
PE, com uma ocorréncia de PVC) (Montano et al., 2023).

Mesmo que os danos a saude humana ainda n&o tenham sido
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comprovados, os monitoramentos da presenca de MPs no ambiente, nas amostras
biolégicas e nos alimentos continuam sendo importantes, para aumentar a
compreensao de quais formatos e tipos de particulas os ecossistemas e os seres
humanos estdo sendo expostos. Destaca-se ainda a questdo da prépria poluicdo
plastica como uma ameaca a saude uUnica (equilibrio entre a saude ambiental, animal
e humana). Além da poluicdo ambiental e, consequentemente, dos alimentos, o uso e
descarte desenfreados dos plasticos prejudica a biodiversidade e colabora para a
mudanga climatica, com o notavel aumento das temperaturas médias em diversos
paises (Young et al., 2016). Dados de diferentes 6rgaos cientificos apontam que,
provavelmente, 2023 sera o ano com o recorde de temperaturas maximas ja
registradas na historia, por agdes do efeito estufa somados a anomalias notadas no
fendmeno El Nifio (Hausfather, 2023). As consequéncias da mudanga climatica, como
inundacgdes e incéndios florestais, afetam os sistemas de saude ao redor do globo. A
elevacdo da temperatura nos ultimos anos provocou um aumento na taxa de mortes
relacionadas ao calor em 68%, arriscando a vida principalmente de idosos e criangas

com menos de um ano de idade (Romanello et al., 2022).

2.6 MICROPLASTICOS NOS ALIMENTOS E NO LEITE

2.6.1 Deteccéao e Caracterizagao de Microplasticos em Alimentos

As evidéncias da interacdo humana com os MPs por meio da ingestao
foram comprovadas pela presenga dessas particulas em fezes humanas (Schwabl et
al., 2019). Os MPs entram no organismo humano principalmente por meio da ingestao,
além da incorporagéao pela inalagéo e contato dérmico (Galloway, 2015; Prata et al.,
2020). Destaca-se que o polietileno de alta densidade (PEAD) é o polimero mais
comumente encontrado nas fezes, sugerindo que uma fonte significativa de ingestéao
seja a pasta dental, além de embalagens (Lugman et al., 2021).

Cox e colaboradores (2019), estimaram o consumo diario de MPs com
base nas informacgdes disponiveis sobre a carga de contaminagao de varios alimentos
e do ar. Concluiram que a quantidade ingerida provavelmente esta entre 39.000 e
52.000 particulas por pessoa por dia, com impacto nessas quantidades conforme a
idade e o género. Devido a importancia da ingestdo como rota de contaminagao para
os seres humanos, diversos estudos sobre a detecgdo de MPs foram desenvolvidos
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para obter informagdes sobre as particulas que poderiam afetar a populagéo,
incluindo, por exemplo, o sal, cerveja, mel, refrigerantes, leite, frutas e vegetais, entre
outros alimentos comumente consumidos (Yang et al., 2015; Karami et al., 2017; Diaz-
Basantes et al., 2020; Oliveri-Conti et al., 2020).

Domenech e Marcos (2021), realizaram um levantamento das taxas
de ingestao de micro e nanoplasticos com base nos dados relacionados a carga de
contaminagdo em alimentos, associados as recomendagdes de ingestdo diaria. Por
exemplo, considerando que frutas e vegetais apresentaram, em média, 132.740
particulas de MPs por grama (Oliveri-Conti et al., 2020), somente esse segmento da
dieta, se ingerido nas recomendagdes adequadas (400 g/dia), resultaria na
incorporagao de 53.096 x 106 particulas/dia (Domenech e Marcos, 2021). Seguindo
ainda o critério de ingestdes recomendadas ou as médias de consumo global dos
alimentos, as estimativas das contribuicdbes do sal de mesa e dos frutos do mar
(espécies aquaticas) foram de 0,714 particulas/dia e 22,04 x 10°® particulas/ano,
respectivamente (Domenech e Marcos, 2021; Kim et al., 2018; Kosuth e Wattenberg,
2018; Lee et al., 2019; Kim et al., 2018; Guillen et al., 2019). Os autores destacam a
dificuldade em estimar esses parametros de forma geral, principalmente devido a
auséncia de protocolos e metodologias robustas e padronizadas para a detecgao e
quantificacdo dessas particulas, o que dificulta comparacdes entre os dados
reportados, ja que os resultados encontrados na literatura podem ser extremamente

variaveis (Domenech e Marcos, 2021).

2.6.1.1 Estudos de Microplasticos em leite e caracterizagao das particulas

Devido ao alto valor nutricional, o leite esta presente na alimentacao
humana desde a infancia até as idades mais avangadas (Basaran et al., 2023; Scholz-
Ahrens et al., 2020). Dados divulgados pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA) em 2020 afirmam que cerca de 80% da populagao mundial
€ consumidora de leite, assim como 91,6% dos brasileiros (Andretta et al., 2023;
EMBRAPA, 2020). No entanto, apenas alguns paises estudaram MPs no leite, e no
Brasil ainda ndo ha dados sobre o assunto nesse alimento. A maior parte das
pesquisas sobre a detecgdo de MPs em alimentos no Brasil concentra-se em peixes
(Andrade et al., 2019; Pegado et al., 2018; Silva-Cavalcanti et al., 2017; Ferreira et al.,

2016; Vendel et al., 2017), sendo ainda imprescindivel realizar essa analise em outros
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produtos alimenticios, inclusive os derivados lacteos, uma vez que se trata de
dimensionar um problema potencialmente relacionado a saude humana (Basaran et
al., 2023; Nakat et al., 2023; Prata e Dias-Pereira, 2023). Os levantamentos de dados
sobre MPs no leite s&o recentes, sendo que a primeira publicacdo envolvendo este
alimento foi em 2020 (Kutralam-Muniasamy et al., 2020). Os estudos geralmente
abrangem informag¢des como cor, formato, quantidade, tamanho e composicéo
polimérica das particulas visualizadas, embora os tipos de amostras variem conforme
a realidade de cada pais.

O Quadro 1 compila os resultados divulgados pelas pesquisas de MPs
no leite, tendo sido identificados seis trabalhos até o momento do desenvolvimento do
presente estudo. Observa-se a auséncia de trabalhos publicados pela comunidade
cientifica brasileira, uma lacuna a ser preenchida, considerando o impacto do Brasil
como poténcia na atividade leiteira. Outros paises que lideram os indices de produgao
leiteira, como os Estados Unidos da América e paises membros da Unido Europeia,
também carecem de contribuicdes de informacdes sobre MPs no leite.

Evidencia-se que fibras e fragmentos s&o os formatos de MPs
predominantes no leite, considerando os relatos disponiveis. A composi¢ao polimérica
detectada é variavel, observando-se maior frequéncia de polipropileno (reportado em
cinco estudos) e polietileno (reportado em quatro estudos), os dois termoplasticos
mais consumidos em escala global (Bond et al., 2018; Al-Salem et al., 2009). A
comparagao entre resultados dos estudos envolvendo MPs em leite, assim como
outros relatos de MPs em alimentos € complexa devido a variedade de metodologias
aplicadas, muito em face a necessidade de retirar os residuos organicos da amostra
por métodos digestivos. Os constituintes do leite, sobretudo a gordura, interferem na
filtracdo do produto, necessaria para o resgate dos MPs, bem como na visualizagao,
uma vez que os corantes podem se fixar nesses residuos. O aquecimento foi o
método mais utilizado até entdo como uma forma de facilitar a filtracdo do leite,
podendo degradar alguns compostos organicos do alimento, mas de forma muito
menos intensa do que é possivel obter com a adigdo de reagentes quimicos a

amostra.
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Quadro 1 - Caracteristicas dos MPs detectados em estudos envolvendo o leite

Porosidade
do filtro (pm)
Amostras (n) Método digestivo Qtd. de MPs e tamanho Formatos Cores Composicdo Pais Referéncia
médio MPs
(um)
Azul,
; % ; Fibras e vermelho, Polisulfona Pt Kutralam-Muniasamy
29 1 5
23 (leite fluido) Aquecimento (?°C) 654£23L 11; 100 - 5.000 fragmentos marrom, verde | (PSU) México etal., 2020
e rosa
6 (4 leite fluido | Mulllenzmdticoe | 5545 49040 | Fibras e PE, PES. PP, . Da Costa Filho et al,
e 2 leite em po) hicofse alcatind (I BHED fragmentos NG PTFE, PS Stk 2021
quente (TMAH 25%) '
Verde, PE. PP
’ Oxidativo (H,0, 1 10;2.48 - Fibras e amarelo, A Diaz-Basantes et al.,
10 (leite fluido) | 550,y 4oL 6.742,48 fragmentos | vermelho, (pg,'\'::)' Jamida, | Equador 2021
violeta e azul
Fibras, Rosa, roxo e
16 (leite fluido) | Aquecimento (?°C) 164 - 427 L' 11; <500 fragmentos e azul % PE, PP. PAM india Kiruba et al., 2022
pellets
sxrt:élho Acetato-vinila
¢ z Aquecimento (max. 4 SoR Fibras e 4 de etileno
14 (leite fluido) 40°C) 6+5L 10; 25 - 5.050 fragmentos :ar:ﬂrz,:zul. (EVA), PET, PP, Turquia Basaran et al., 2023
PUR, Nylon-6
cinza
Simulagao da Fibras,
13 (leite em pd) | digestao gastrica e 102 1,9 1102 8,253 + 384 fragmentos e N.C PE, PET, PP, China Zhang et al., 2023
: 10 Kg : PA, PVC
intestinal filmes

N.C.: ndo consta
Fonte: a prépria autora (2023)

O método digestivo pode interferir na quantidade detectada e nas
caracteristicas observadas nos MPs, uma vez que mudangas morfolégicas podem
ocorrer, ou até mesmo a perda completa de particulas, a depender de diversos fatores.
A composig¢ao polimérica do material, bem como o tamanho, a idade e fatores
estressantes ambientais a que ja foram previamente expostos sdo determinantes na
resisténcia das particulas frente ao método selecionado para a digestdo, sendo
também citados como fatores importantes na reacdo a temperatura aplicada no
tratamento e o volume de reagente utilizado (Savino et al., 2022). Essas interferéncias
logicamente provocam alteragdes importantes nas analises microscopicas e
espectroscopicas, podendo impactar na diversidade de resultados obtidos em
diferentes estudos.

Nota-se que a menor porosidade de filtros relatada até o momento foi
de 5 pm para estudos com leite, possibiltando a deteccdo de um numero
consideravelmente maior de MPs quando comparado aos demais estudos (Da Costa
Filho et al., 2021). Contudo, trés estudos utilizaram metodologia semelhante em
relacdo ao método digestivo (aquecimento do leite) e a porosidade do filtro (10 e 11
pm), e um deles apresentou quantidade de MPs significativamente superior
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comparando aos outros dois (Kutralam-Muniasamy et al., 2020; Kiruba et al., 2020;
Basaran et al., 2023). Além dos fatores previamente citados que podem interferir nos
resultados obtidos, as condigdes laboratoriais para a execucéo da técnica também
S0 cruciais, uma vez que a contaminagdo das amostras ao longo da técnica gera
resultados falso positivos, impactando a interpretacao dos resultados. Todavia, os trés
estudos citam medidas semelhantes de prevencao de contaminagdo, que sao
fortemente indicados nos procedimentos de analise de MPs, como a realizagao da
técnica em area restrita e com baixa circulacdo de pessoas, uso de capela de
exaustdo desligada, limpeza da superficie e uso de jaleco de algodao (Kutralam-
Muniasamy et al., 2020; Kiruba et al., 2020; Basaran et al., 2023).

E crucial considerar a possivel origem dos MPs nas amostras
analisadas, pois particulas maiores provavelmente se originam das embalagens ou
do processo tecnologico pelo qual o leite passa, em vez de serem secretadas junto
com o leite na glandula mamaria. Estudos apontam que, para que os MPs sejam
translocados no organismo através de membranas celulares e eliminados no leite, é
necessario que essas particulas ndo excedam 15 ym, e que essa movimentacéo de
MPs depende de células do sistema imune e/ou células epiteliais (Alimba et al., 2021;
Ragusa et al., 2022). Independentemente da via de contaminagéao do leite por MPs, o
tamanho das particulas € elemento essencial para que isso ocorra, seja por
endocitose nas células epiteliais, seja por difusdo passiva (Hallet, 2020; Enyoh et al.,
2023). Isso é corroborado pelos resultados de Ragusa e colaboradores, que
detectaram MPs em leite materno vindo diretamente da glandula mamaria em

tamanhos entre 2 e 12 ym (Ragusa et al., 2022).
2.6.1.1.1 Fatores que influenciam a quantidade de microplasticos em leite

Alguns fatores atrelados a produgédo e processamento do leite de
consumo devem ser levados em consideracdo ao comparar resultados de estudos
relacionados a essa matriz. No Brasil a produgao de leite € uma atividade amplamente
disseminada por todo o territério nacional, sendo que, inicialmente, os sistemas de
produgao eram majoritariamente extensivos, baseados no uso de pastagens pouco
produtivas e de baixo valor nutricional. No entanto, a intensificacdo da producéo,
especialmente em regides de clima tropical, tem se mostrado uma estratégia eficaz

para aumentar a produtividade e a lucratividade da atividade leiteira (Paciullo &
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Gomide,2016; Martha Junior et al., 2012).

Nos sistemas intensivos, onde se incluem a suplementacao alimentar
e a ensilagem do milho como praticas comuns, observam-se maiores investimentos
em infraestrutura e insumos, como concentrados e fertilizantes nitrogenados,
representando uma parcela significativa dos custos de producao (Ferreira et al., 2016).
Esses sistemas visam maximizar a eficiéncia produtiva, mas podem implicar em maior
contato dos animais com materiais plasticos, presentes em diversas etapas do manejo
e armazenamento. Por outro lado, nos sistemas extensivos, embora haja menor
intervencdo humana e menor uso de insumos, a exposi¢ao dos animais a materiais
plasticos tende a ser mais limitada, refletindo-se em menor impacto potencial dos
plasticos na cadeia produtiva do leite. O uso do plastico nos sistemas pecuarios
intensivos pode ser observado, por exemplo, nos filmes plasticos para envolvimento
de materiais como o feno e ensilagem ofertados aos animais, por facilitar o transporte,
permitir a conservagdo e a organizagao para empilhamento e armazenamento
(Andrady & Neal, 2009; Scarascia-Mugnozza et al., 2011; Liu et al., 2014). Outra fonte
de contaminacdo sao as racdes peletizadas, que eventualmente podem incluir
fragmentos de plastico advindos de embalagens. No Reino Unido esse problema vem
sendo remediado pelo estabelecimento de um limite de detecgcdo desses
contaminantes plasticos na faixa de 0,15% por peso de ragao para o gado (Parfitt et
al., 2015).

Além disso, Pause e colaboradores (2024) citam o contato dos
ruminantes com particulas plasticas ao longo da vida produtiva em sistema intensivo
diretamente nos solos de pastagens, pelo uso de materiais plasticos para estufas ou
tuneis, tanques e tubos de irrigagao, lodo de esgoto, biossélidos, fertilizantes e agua
contaminada que sao rotineiramente aplicados no campo (Zhu et al., 2019; Wang et
al., 2020). Ainda, fragmentos dos pneus de tratores e outros veiculos que circulam
pelas propriedades ou estradas proximas também podem contaminar o solo com MPs.
As particulas de menor tamanho podem ser absorvidas pelas raizes de plantas, ou se
aderirem externamente as folhas, possibilitando a ingestdo pelos animais no pasto
(Pause et al., 2024; Li et al., 2023). As consequéncias dessas interagdes podem ser
notadas em estudos que relatam plasticos no trato digestivo dos animais, como
realizado por Meyer e colaboradores (2023) ao observarem 30% de bovinos afetados
principalmente por fibras de rede usadas em fardos de feno, e fragmentos de filmes

plasticos usados na conservagéo da ensilagem.
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Todas essas fontes de particulas plasticas podem interagir com os
animais por via aérea ou via ingestdo, podendo alcangar a glandula mamaria ao
atravessarem a barreira sangue-leite, mas a translocagdo de MPs e nanoplasticos
para o leite ainda precisa ser mais profundamente elucidada (Dong et al., 2023).
Ragusa e colaboradores (2022) citam que, até entdo, sdo apontadas duas vias
hipotéticas para a translocagdo de particulas do sangue para o leite. Uma € a via
dependente de células epiteliais mamarias, e a outra € dependente de células
imunolodgicas, sendo esta mais relevante no caso de particulas inaladas. De maneira
geral, discute-se que particulas principalmente <10 ym sdo potencialmente capazes
de acessar qualquer regiao do organismo e passar por membranas celulares e
barreiras (Prata et al., 2020; Barcel¢ et al., 2023).

Ainda que o leite cru possa carregar MPs vindos da glandula mamaria
dos animais ou do contato com materiais plasticos dos componentes de ordenha, a
filtracdo € um procedimento amplamente empregado no processamento desse
alimento. Desde a fazenda o leite passa por filtros para a retencdo de impurezas
grosseiras, e na chegada aos laticinios € obrigatéria a filtragcdo mediante passagem
sob pressao por material filtrante apropriado, antes de qualquer operacao de pré-
beneficiamento ou beneficiamento (BRASIL, 2017). A legislagao brasileira, no entanto,
nao define tamanho minimo da malha do elemento filtrante.

Em relacdo a essa etapa, o leite pode ser submetido a diferentes
processos de filtragdo industrial, como a ultrafiltragdo e a microfiltragdo, cujos poros
variam de tamanho conforme o que se deseja reter e em qual propor¢ao (Figura 3). A
composic¢ao desses filtros também varia, sendo geralmente constituidos por materiais
poliméricos ou misturas de polimeros (celulose, algodao, viscose e poliéster),
ceramicos ou de aco inoxidavel. Os filtros de microfiltracdo sao projetados para reter
particulas indesejadas, como bactérias, esporos, células somaticas e impurezas,
enquanto os de ultrafiltracao sao frequentemente usados para concentrar proteina e,
ao mesmo tempo, reduzir agucares e a lactose no permeado (Da Costa Filho et al.,
2021). Além da microfiltragao e ultrafiltragdo, outros dois procedimentos podem ser
aplicados na industria de lacteos para retencdo de outras fragdes do leite. A
nanofiltracao € capaz de reter alguns sais minerais, € a osmose reversa € utilizada
para separar os sélidos totais (Malik et al., 2013).

Figura 3 — Processos de filtragdo aplicados em industrias de laticinios e quais
componentes do leite s&o retidos em cada caso, a depender do tamanho da malha do
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elemento filtrante

©
@@ Bactérias, esporos, globulos de gordura
” ]
Osmose Reversa Nanofiltracao ':.o Caseina, proteinas do soro
104-103um 103-102pum

2* Lactose, acidos

Minerais

. Agua

Ultrafiltracao Microfiltragao
102-10"um 10'-10"pm

Fonte: adaptado de Malik et al. (2013) e Tetrapak - Processos de filtragéo

No entanto, € importante destacar que os filtros compostos por
polimeros plasticos sdo apontados também como fontes de MPs e nanoplasticos para
o leite, apesar de também acabarem retendo diversos MPs maiores (Kutralam-
Muniasamy et al., 2020; Prata & Dias-Pereira, 2023). Portanto, sdo diversas as fontes
de origem de MPs no leite, havendo a necessidade de explorar cada etapa em
diferentes localidades, visto que os sistemas de produg¢do também podem impactar

nos tipos e quantidades de particulas encontradas.

2.6.2 Métodos Utilizados Para Isolamento e ldentificagcdo de Microplasticos em

Alimentos

A padronizacdo da técnica de isolamento de MPs é desafiadora
devido a diversidade de composigdo das matrizes analisadas. De forma geral, as
técnicas desenvolvidas nos estudos envolvem a digestdo da amostra, filtragao,
identificagdo das particulas, e consideragdes de garantia e controle de qualidade dos
procedimentos (Bai et al., 2022). Alimentos sélidos, como os frutos do mar e produtos
carneos, por exemplo, requerem a dissecacao do musculo dos animais com o auxilio
de um microscopio estereoscoépico, e as particulas identificadas sao transferidas para
uma placa de Petri para posterior contagem e identificagdo espectroscépica (Conesa
e Idiguez, 2020). A andlise desses tipos de alimentos ricos em polimeros naturais
geralmente requer tratamentos digestivos complexos, envolvendo compostos acidos,
alcalinos e/ou oxidativos (Habib et al., 2022; Mistri et al., 2022; Yozukmaz, 2022). Em
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contrapartida, analises de solugdes liquidas envolvem etapas mais simples, como é o
caso da dissolugao de sal marinho em agua ultrapura (Kim et al., 2018; Yang et al.,
2015).

Em relagédo a digestdo da matéria organica, o hidréxido de potassio
(KOH) é o composto mais frequentemente empregado nos estudos em frutos do mar,
além do peréxido de hidrogénio (H202) e o acido nitrico (HNOs). Outros alimentos
geralmente sdo tratados com H202, havendo menos relatos do uso de HNO3, KOH,
hidroxido de sodio (NaOH) e enzimas (Bai et al., 2022). A digestdo € uma etapa de
extrema importancia na técnica de isolamento de MPs em matrizes ricas em matéria
organica, pois, além de viabilizar a filtragdo com menor oclusao dos filtros, reduz a
interferéncia nas etapas de identificagdo. A eficiéncia do corante Vermelho do Nilo,
por exemplo, € afetada pela presengca de matéria organica na amostra, ja que, além
de corar os MPs, também pode aderir a gorduras, sabdes e géis formados durante a
digestao (Prata et al., 2021). Em termos de filtracdo, etapa geralmente empregada
para o isolamento dos MPs do restante da amostra, a melhor op¢ao para alimentos
que nao apresentem matéria organica em abundéancia sdo os filtros de porosidades
menores. As membranas de porosidade <10 um sao as mais empregadas em analises
de MPs em amostras de alimentos (Bai et al., 2022).

Na sequéncia, a identificacdo dos MPs costuma envolver a analise
visual por microscopia e métodos espectroscopicos para acessar informagcdes como
a cor, formato, tamanho e composicdo das particulas. Os estudos combinam
diferentes métodos, sendo frequentemente empregadas a microscopia Optica e de
fluorescéncia, analises espectroscépicas Raman e FTIR. Adicionalmente, técnicas
como a microscopia eletronica de varredura permitem uma melhor visualizagao
morfoldégica das particulas, permitindo analisar detalhes, como desgastes das bordas
e das superficies, possibilitado inferir o quao envelhecidas estdo. Ainda, o método de
microscopia eletrbnica de varredura associado a espectroscopia de raios-X por
dispersdo de energia (SEM-EDX) pode fornecer informagdes sobre a composigéao
quimica das particulas. Essa técnica mede a concentragdo de elementos na amostra
por meio da emissao de raios-X caracteristicos, gerada quando os elétrons primarios
causam ionizagao nos atomos da amostra. Esse processo provoca a excitagdo na
eletrosfera ao remover elétrons de orbitais internos, o que resulta na emissao de
fotons especificos para cada elemento, permitindo a identificagcao por meio de “linhas”
espectrais (Reed, 1993; Goldstein et al., 2007; Vasconcellos e Hinrichs, 2014). A
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quantificacdo dos elementos ocorre pela analise da intensidade dessas linhas, porém,
para garantir precisao, alguns fatores devem ser considerados. Como destaca Maliska
(2005), a espécie deve ser homogénea em todo o volume de interagéo, ou seja, filmes
ou precipitados atrapalham o posicionamento do feixe de elétrons. Além disso, a
amostra deve ter superficie polida e estar posicionada num angulo conhecido em
relacdo ao feixe de elétrons e ao espectrémetro. Por fim, a amostra ndo deve sofrer
polimento ou ataque quimico, pois isso pode impossibilitar a caracterizacido dos
constituintes da regido superficial (Maliska, 2005).

Devido as possibilidades analiticas abordadas acima, o SEM-EDX é
um método frequentemente empregado em estudos sobre MPs (Gniadek e
Dabrowska, 2019; Da Costa Filho et al., 2021; Karami et al., 2017; Shruti et al., 2020).
Por fim, é essencial que todas as técnicas de isolamento e identificacdo de MPs
incluam os parametros de garantia e controle de qualidade, a fim de minimizar a
inclusdo de MPs ambientais nas amostras, gerando resultados falso-positivos. As
etapas envolvidas no isolamento devem ser executadas em cabines de fluxo laminar
limpas com alcool 70%, e os reagentes utilizados devem ser filtrados antes do uso,
além da indicacédo do uso de jalecos de algodao e a manipulagdo mais agil possivel
das amostras (Bai et al., 2022; Prata et al., 2021).

2.6.2.1 Métodos relatados em estudos sobre Microplasticos em leite

2.6.2.1.1 Tratamentos digestivos pré-filtragéo

O alto valor nutricional do leite esta relacionado a sua composicéo
rica, abrangendo proteinas, carboidratos e gordura. No Brasil, o leite & categorizado
como integral, quando contém no minimo 3% (m/m) de gordura; semidesnatado, com
teor de gordura entre 0,6 a 2,9% (m/m); ou desnatado, apresentando, no maximo,
0,5% (m/m) de gordura (Brasil, 2018). A legislacdo brasileira também estabelece
requisitos para o teor de proteina (minimo de 2,9% m/m), lactose (minimo de 4,3%
m/m) e teor minimo de sélidos totais (11,4% m/m) (Brasil, 2018). Portanto, o
isolamento de MPs nessa matriz alimenticia requer um tratamento digestivo preé-
filtracao, reduzindo a oclusao do filtro e a interferéncia na identificacdo das particulas
(Prata et al., 2021).

Cientistas que investigaram MPs no leite relataram diferentes
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tratamentos pré-filtracdo, como o aquecimento da bebida (Kutralam-Muniasamy et al.,
2020; Kiruba et al., 2022; Basaran et al., 2023), digestao alcalina com hidroxido de
tetrametilaménio (TMAH 25%), associada ao aquecimento e digestdo multienzimatica
(Da Costa Filho et al., 2021), digestao oxidativa com H202 30% (Diaz-Basantes et al.,
2020) e simulagao da digestdo humana (combinagao entre os componentes do suco
gastrico e suco pancreatico) (Zhang et al., 2023). A digestao da matriz pode causar
danos aos MPs, provocando alteragcdes na cor, formato, superficie e tamanho das
particulas (Savino et al., 2022). O H202 aplicado em altas concentracdes e altas
temperaturas, por exemplo, pode provocar alteragbes em PA e PP (Hurley et al.,
2018); enquanto o HNO3 pode gerar danos ao PS, a PA e ao PE (Campanale et al.,
2020; Naidoo et al., 2017; Stock et al., 2019).

2.6.2.1.2 Filtragcéo a vacuo

A filtracdo a vacuo é o método mais simples para o isolamento de
MPs, vastamente utilizado nas analises de alimentos (Conesa e ldiguez, 2020). A
unidade de filtragcdo (Figura 4) denominada frasco de Buchner é comumente
empregada na investigacdo de MPs (Ramasamy e Harit, 2023). Todos os estudos que
analisaram MPs no leite reportam o isolamento das particulas por filtracdo, com
variagdo no material do filtro utilizado e o tamanho do poro. Filtros de celulose
(Kutralam-Muniasamy et al., 2020; Kiruba et al., 2022; Basaran et al., 2023), silicone
(Da Costa Filho et al., 2021), nylon (Diaz-Basantes et al., 2020) e policarbonato (Zhang
et al., 2023) foram relatados, e os tamanhos dos poros selecionados variaram entre 5

e 11 um.

Figura 4 - Frasco de Buchner utilizado na filtracao a vacuo do leite para isolamento
de MPs
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Fonte: a propria autora (2023)

2.6.2.1.3 Visualizagdo microscopica (microscopia Optica e microscopia de

fluorescéncia)

A visualizagao por microscopia optica € utilizada em diversos estudos
de MPs como uma analise preliminar sobre formatos e cores das particulas, sendo
combinada a outros métodos que permitam acessar informagdes mais detalhadas
sobre as propriedades dos possiveis MPs detectados. Por ser um método subijetivo,
falhas na identificagdo podem ocorrer, uma vez que resquicios de matéria organica e
inorganica podem ser facilmente confundidos com MPs, e particulas muito pequenas
podem nao ser detectadas, gerando resultados falsos positivos ou negativos (Prata et
al., 2021; Gniadek e Dgbrowska, 2019). Para reduzir esses erros, Kutralam-
Muniasamy e colaboradores (2020), consideraram como MPs as particulas que
mantiveram a forma ou se esticaram quando esfregadas ou pressionadas com uma

pinga de metal, ao contrario da matéria organica que geralmente se quebra. A
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combinagao desse método a outros mais objetivos, como a identificagao visual com o
corante Vermelho do Nilo, técnicas espectroscopicas (Raman; FTIR) e microscopia
eletrbnica associada a espectroscopia de raios-X (SEM-EDX), fornece resultados
mais precisos (Prata et al., 2021; Gniadek e Dgbrowska, 2019).

Até o momento, ndao ha relatos da identificagdo de MPs por
microscopia de fluorescéncia associada ao uso do corante lipofilico Vermelho do Nilo,
uma importante ferramenta para os estudos da area, considerada uma analise de
baixo custo. A aplicagdo do Vermelho do Nilo aprimora a técnica, pois gera
fluorescéncia em MPs visualizados em comprimentos de onda entre 365 a 510 nm.
No entanto, resquicios de matéria organica podem gerar fluorescéncia da mesma
forma, resultando em resultados falsos positivos (Conesa e lhiguez, 2020). Por essa
razao, Erni-Cassola e colaboradores (2017), reforgam a necessidade de remogéo da
matéria organica para o uso do Vermelho do Nilo nessa etapa da técnica, que
realizada adequadamente permite a deteccao de pequenos MPs (22 um).

A visualizagdo microscépica geralmente € sucedida por analises das
imagens capturadas por softwares capazes de gerar medi¢gdes das particulas, como

o ImageJ ou similares (Kutralam-Muniasamy et al., 2020; Basaran et al., 2023).
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2.6.2.1.4 Visualizagdo por microscopia eletrbnica associada a espectroscopia de
raios-X (SEM-EDX)

A anadlise das particulas por SEM-EDX revela maiores detalhes da
superficie, formato e efeitos do envelhecimento, além da composi¢gdo quimica dos
materiais. As amostras triadas pela microscopia éptica podem ser transferidas para o
microscopio eletrbnico de varredura para esses fins (Gniadek e Dgbrowska, 2019).
Acerca dos estudos de MPs em leite, dois dos seis estudos disponiveis até o momento
utilizaram essa ferramenta (Kutralam-Muniasamy et al., 2020; Da Costa Filho et al.,
2021).

2.6.2.1.5 Técnicas espectroscopicas

As técnicas espectroscopicas confirmam a natureza sintética das
particulas observadas. Essas analises geram os espectros dos polimeros que
compdem os plasticos, identificando MPs de cerca de 1 ym através de um laser
(Raman), ou MPs de cerca de 20 ym pela interacdo entre a matéria e a radiagao
infravermelha (u-FT-IR) de acordo com bibliotecas de espectros (Ramasamy e Harit,
2023). Os autores dos estudos de MPs em leite usaram, em sua maioria, a técnica
FT-IR (Diaz-Basantes et al., 2020; Kiruba et al., 2022; Basaran et al., 2023; Zhang et
al.,, 2023), com dois estudos reportando o uso da técnica Raman (Kutralam-
Muniasamy et al., 2020; Da Costa Filho et al., 2021).
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4 HIPOTESE

O leite fluido comercializado para consumo humano esta contaminado por
microplasticos, tanto aqueles processados pela tecnologia de ultra alta temperatura,
como os pasteurizados, podendo haver distingdo na concentragcédo de particulas e/ou
nas suas caracteristicas (cor, formato e tamanho), conforme a concentragdo de

gordura do produto.



66

5 OBJETIVOS

51 OBUJETIVO GERAL

Determinar a presenca e a caracterizagao de microplasticos em leite fluido
pasteurizado e UHT nas diferentes apresentacdes desses produtos, conforme a

concentracao de gordura que apresentam (leite integral, semidesnatado e desnatado).

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Selecionar as marcas de leite fluido pasteurizado e UHT mais frequentemente
comercializadas nas principais redes de supermercados da cidade de realizagao
do estudo. As amostras selecionadas contemplardo aquelas acondicionadas em
embalagens plasticas de polietileno de baixa densidade (PEBD), em garrafas de
polietileno tereftalato (PET) e em embalagens cartonadas de multiplas camadas;

e Proceder as técnicas de controle de qualidade, de modo a evitar a contaminagéo
cruzada, assegurando registrar a contaminagcdo das amostras de maneira
fidedigna;

e Submeter as amostras de leite a técnica de digestdo oxidativa com perdxido de
hidrogénio a 30%;

e Filtrar as amostras digeridas em sistema de filiragcdo a vacuo, seguindo as
recomendacgdes de controle de qualidade, com o uso de controle negativo;

e Analisar os filtros resultantes por microscopia Optica e registrar as particulas de
microplasticos presentes, na intencao de caracteriza-las conforme o formato e cor;

e Estabelecer o tamanho de cada particula fluorescente de microplastico
visualizada, e posteriormente o tamanho médio destas;

e Identificar a composi¢ao polimérica das particulas detectadas por espectroscopia
Raman;

e Realizar registros de imagens de algumas das particulas por ventura encontradas
utilizando Microscopia Eletrénica de Varredura.

e Discutir quais os possiveis pontos de incorporacdao de microplasticos na cadeia
produtiva do leite.
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Resumo

Os MPs sdo particulas poliméricas sintéticas de variadas composi¢des, assim definidas
quando apresentam tamanho <5 mm. Esses contaminantes podem ser encontrados em
diversos compartimentos ambientais, inclusive em alimentos. Um dos maiores interesses no
monitoramento dos alimentos quanto a presenca de MPs ¢ devido aos potenciais riscos a
saude reportados em estudos com animais, apontando a possibilidade de efeitos semelhantes
ocorrerem em seres humanos, ja que a rota de entrada mais comum dessas particulas ¢ via
ingestdao. O leite ¢ um dos principais componentes da dieta de grande parte da populagao,
abrangendo individuos de todas as faixas etarias, e ja foi investigado previamente em outros
paises quanto a contaminag¢do por MPs. Nao foram encontrados relatos sobre residuos de
MPs em leite no Brasil, estimulando o desenvolvimento desse estudo, utilizando técnicas
microscopicas acessiveis e preliminares de identificacdo de MPs no leite no paisl. Esse ¢ o
primeiro relato do uso do corante Vermelho do Nilo para identificagao de MPs no leite, uma
abordagem acessivel e que reduz a subjetividade da observacdo microscépica de particulas
suspeitas. A técnica executada envolveu a digestdo oxidativa das amostras de leite UHT e
pasteurizado (leite fresco) com peroxido de hidrogénio (H202) 30%, seguida por filtragdo em
membranas com porosidade de 11 pum e analises microscopicas. Foram estudadas 44
amostras de leite fluido, sendo consideradas nove marcas de leite UHT e trés marcas de leite
pasteurizado (também denominado leite fresco), com diferentes teores de gordura. Na
microscopia de fluorescéncia com o corante Vermelho do Nilo, 21 amostras apresentaram
potenciais MPs, com uma carga média de 3,24 particulas L-', predominantemente fragmentos
translicidos com tamanho médio de 150 um. Na andlise espectroscopica Raman, apenas trés
amostras apresentaram MPs, caracterizados como poliamida em carga média de 2 MPs L.
O tamanho médio desses contaminantes foi de 200 pm. Outras sete amostras de trés marcas
distintas foram consideradas potencialmente contaminadas, mas a analise do espectro ndo foi
conclusiva. Considerando-as MPs, a carga média observada se elevaria a 2,6 MPs L,
provenientes majoritariamente das amostras do tipo UHT integral, havendo apenas uma
marca de leite UHT desnatado e uma do tipo pasteurizado semidesnatado. Para visualiza¢ao
detalhada da superficie de algumas particulas, foi realizada a microscopia eletronica de
varredura, para a observacao do desgaste e das caracteristicas de particulas suspeitas, que se
mostraram asperas e com bordas desgastadas, em sua maioria. Pode-se concluir que os MPs
estdo presentes no leite de consumo, mas em quantidade pequena e inferior a encontrada em
estudos com outras bebidas. Embora a microscopia de fluorescéncia com o corante Vermelho
do Nilo seja simples e auxilie na semiquantificagdo de MPs, as amostras a ela submetidas
tornam-se inutilizdveis para analise de espectroscopia Raman, impossibilitando a
confirmacao. Nenhuma das técnicas utilizadas se mostrou capaz de demonstrar a quantidade
exata de MPs presentes no leite, estando sujeitas a falso negativos e/ou positivos. Assim, sdo
requeridos outros estudos que tragam metodologias mais precisas, ampliem a amostragem e
tragam informacgdes sobre pontos de incorpora¢do dos contaminantes neste alimento.

Palavras-chave: leite, microplasticos, microscopia, Vermelho do Nilo, Raman
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Introducao

Popularizados a partir de meados da década de 1950 devido ao baixo custo, versatilidade e
durabilidade, os plasticos fazem parte de diversas atividades humanas, incluindo a medicina,
a construgdo civil, a industria automobilistica e a industria de alimentos (Geyer, R., 2020;
Geyer et al., 2017). A presenga deste tipo de material no cotidiano ¢ praticamente inevitavel,
e a atual produg@o mundial ultrapassa 400 milhdes de toneladas anualmente (Plastics Europe,
2023). A combinagdo entre o uso momentaneo com descarte excessivo destes produtos,
associada a lenta degradagao e falhas na gestao de residuos urbanos, culmina no acimulo de
plasticos e a geracdo de microplasticos (MPs), que viajam pelo ar, solo e agua e sdo
considerados onipresentes (Jambeck et al., 2015; Napper e Thompson, 2016). Os MPs sdo
particulas poliméricas sintéticas de tamanho < 5 mm (Arthur et al., 2009), ja detectadas em
uma série de alimentos, como peixes (Silva-Cavalcanti et al., 2017), mel, cerveja, leite e
refrigerantes (Diaz-Basantes et al., 2020), e amostras biologicas humanas, como fezes
(Schwabl et al., 2019), tecido cardiaco (Yang et al., 2023) e placenta (Ragusa et al., 2021),
comprovando a incorporacao de tais particulas principalmente via ingestdo, mas também pela
inalagao e contato dérmico.

O real impacto a satde humana provocado pelos MPs ainda ¢ uma incognita a ser debatida
no campo da ciéncia, contudo, autores levantam hipoteses sobre as principais decorréncias
da sua ingestdo, baseados em dados divulgados em estudos com animais. Conforme
levantado, os MPs incorporados ao organismo humano teriam o potencial de causar estresse
oxidativo aos tecidos e células, inflamacdo, translocacdo entre 6rgdos e possibilidade de
carcinogénese, especialmente quando se trata de particulas inferiores a 10 um (Prata et al.,
2020). A toxicidade dessas particulas depende de uma série de fatores, como sua composi¢ao
polimérica, a presenga de aditivos e/ou poluentes e as interagdes quimicas ocorridas entre
estes elementos (Atugoda et al., 2021). Além disso, sabe-se que o formato das particulas
também contribui na intensidade dos danos gerados: as fibras tendem a apresentar maior grau
de acumulagdo nos 6rgaos, e consequentemente maior intensidade de danos gerados (Qiao et
al., 2019). Por essas razdes, faz-se necessaria a busca por informagdes dos niveis de
contaminagdo e caracterizagdo de MPs nas mais diversas matrizes, junto ao debate das
possiveis origens destes contaminantes e solugdes para evitar sua dispersao.

Poucas informacdes sobre a presenca de MPs no leite foram divulgadas até o momento, e
nenhum estudo havia sido conduzido antes no Brasil. O leite ¢ um dos principais
componentes da dieta da populacdo em diferentes faixas etdrias, e o Brasil estd entre os

maiores produtores mundiais deste alimento (Basaran et al., 2023; Scholz-Ahrens et al.,
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2020). Vista a importancia ¢ a necessidade em monitorar esse alimento, o presente estudo
tem o objetivo de, com técnicas microscopicas, verificar a presenca e caracterizar MPs no
leite de consumo, quanto a cor, formato e tamanho das particulas.

Material & Métodos

Controle de qualidade aplicado ao processamento das amostras

Para assegurar a qualidade da leitura dos resultados, a técnica foi totalmente fundamentada
nos cuidados recomendados para analises de deteccdo de MPs. Foram adotadas agdes como:
uso de jaleco de algodao; uso exclusivo de materiais de vidro ou metal; lavagem e remogao
de matéria organica dos utensilios com HNO3; 5% durante 12 horas, seguido por séries de
enxagues com agua destilada e agua miliQ filtrada; pré-filtracdo de todas as solugdes
utilizadas no estudo (agua miliQ, alcool 70% e H202 30%); cobertura de todos os utensilios
com papel aluminio sempre que possivel; utilizagdo de cabine de fluxo laminar para
manipulagdo das amostras; uso de controles negativos e de filtros expostos ao ambiente para
a garantia da leitura fidedigna das amostras ¢ lavagem e novo tratamento com HNO3 dos
utensilios utilizados antes de iniciar a proxima analise (Prata et al., 2021).

Adicionalmente, as portas e janelas da sala de anélise foram mantidas fechadas, permitiu-se
baixo fluxo de pessoas circulando pela area e as maos do manipulador das amostras eram
lavadas cuidadosamente em dgua corrente, seguida de lavagem com agua miliQ e alcool 70%,
ambos previamente filtrados, antes de cada analise. As unhas foram mantidas curtas e sem
aplicacdo de esmalte ao longo de todo o estudo, para evitar contaminagdes externas. As
solugdes utilizadas na técnica foram filtradas em membranas de nitrocelulose com porosidade
de 0,45 um (GVS Life Sciences, Bologna). Filtros destinados a garantia de qualidade foram
utilizados no decorrer das analises, sendo estes denominados como: filtros de controle de
qualidade (expostos no interior da cabine de fluxo laminar, um ao fundo e outro préximo a
area externa na janela de prote¢ao, proximo a regido de manipulagdo das amostras), filtros de
controle negativo (destinados a filtragdo da mistura das mesmas solucdes utilizadas na
digestao do leite, ou seja, H2O2 30% e dgua miliQ) e filtros brancos (retirados diretamente da
embalagem para andlise da carga de contaminagdo de origem).

Os filtros de controle de qualidade foram mantidos abertos dentro da cabine de fluxo laminar
durante todas as etapas de manipulacdo da analise, tanto no dia da diluicdo das amostras com
peroxido de hidrogénio quanto no dia da filtracdo. As placas eram abertas apenas apds a
higienizacdo completa da cabine e das maos, e com o equipamento ja ligado, garantindo que
as amostras estivessem preparadas para manipulacdo. Na fase de diluicdo, realizada no

primeiro dia, os filtros de controle ficaram expostos por aproximadamente 8 minutos por
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amostra. Apos as 72 horas de digestdo, durante a etapa de filtragdo, o tempo médio de
exposicao dos filtros aumentou para cerca de 16 minutos por amostra filtrada. Assim, ao
longo de todo o processo, o tempo total de exposi¢ao dos filtros foi, em média, de 24 minutos
por amostra.

Selecdo das amostras

No intuito de selecionar o universo amostral, procedeu-se a consulta das principais redes de
supermercados da cidade de Londrina, no Estado do Parana, Brasil, com o propdsito de
identificar as marcas mais frequentes e conhecidas de leite pasteurizado, em alguns paises
denominado leite fresco, e de leite processado em ultra alta temperatura (UHT). Dessa forma,
compilou-se um elenco de onze marcas, disponiveis nas versdes integral e desnatada, ou
integral e semidesnatada. Dentre as marcas selecionadas, oito eram exclusivamente do tipo
UHT e duas exclusivamente do tipo pasteurizado, havendo uma marca com ambas as
variedades. Considerando que a técnica de isolamento de MPs foi realizada em duplicatas,
44 unidades de leite foram avaliadas no estudo. Cumpre ressaltar que cada replicata foi
devidamente identificada, sendo designada em sistema alfanumérico.

Tratamento de digestdo do leite e filtracdo

Todas as amostras do estudo foram submetidas a uma digestdo oxidativa com peroxido de
hidrogénio (H202) a 30% durante 72 horas, seguindo os procedimentos de Diaz-Basantes et
al. (2020), com adaptacdes conforme a concentracdo de gordura presente no leite. A
proporg¢ao de H20:- foi definida como 0,4, e o volume do reagente foi ajustado de acordo com
a quantidade de gordura, como descrito em detalhe no Documento Suplementar. O método
foi previamente validado por comparagdo com outras abordagens, como aquecimento da
amostra, uso de pepsina para digestdo enzimatica e aplicagdo de tensoativo polissorbato. A
digestao oxidativa foi considerada a técnica mais eficiente em termos de custo-beneficio,
sendo mais rapida e pratica para aplicagdo até a etapa de filtragdo no contexto deste estudo.
Em seguida, isolou-se as particulas em filtros de celulose (Whatman grade 1, 47 mm de
diametro, porosidade de 11 um) acoplados no frasco de Buchner, conectado a bomba de
vacuo (aproximadamente 0,5 bar). Apds o conteido da amostra ser vertido, foi realizado
enxdgue com 300 mL de dgua miliQ filtrada no baldo volumétrico, para assegurar que as
particulas presentes nas amostras nao permaneceriam aderidas a vidraria. A agua de enxague
foi filtrada no mesmo filtro da amostra. Por fim, os filtros foram acondicionados em placas
de Petri de vidro posteriormente envolvidas com papel aluminio e armazenadas em
temperatura ambiente até 0 momento da identificagdo das particulas.

Visualizagdo de particulas em microscopio optico
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Na primeira fase de identificagdo, as particulas detectadas nos filtros resultantes do processo
de isolamento por filtragdo foram minuciosamente examinadas, seguindo o protocolo de
leitura indicado no guia desenvolvido pela Marine & Environmental Research Institute
(MERI). Esta avaliagdo abrangeu todos os filtros obtidos, incluindo os dois ou mais filtros
derivados de cada amostra, os filtros do controle negativo e aqueles que foram expostos na
cabine de fluxo laminar para controle de qualidade do ambiente onde a filtracao foi realizada.
Para essa avaliagdo, utilizou-se um microscopio Nikon Epson, configurado com uma objetiva
de aumento 10x para capturas das imagens por uma camera convencional de smartphone.
Nessa etapa, foram examinados os formatos, cores ¢ a quantidade de particulas visiveis
presentes nos filtros, excluindo-se da contagem aquelas que seguiam padrdes semelhantes as
encontradas em filtros de controle de qualidade.

Previamente a observagdo e contagem das particulas nos filtros das amostras de leite, os
filtros destinados a garantia de qualidade (filtros de controle de qualidade, de controle
negativo e brancos) foram checados detalhadamente. As particulas presentes em tais filtros
foram quantificadas a fim de se obter informacao quanto ao nivel de contaminagao da técnica,
e foram registradas para comparacdes futuras com os filtros das amostras e desconsideracdes
de particulas que seguissem padrdes semelhantes de cor e formato (Figura 1). Esses
procedimentos visam evitar a superestimacao da quantificacdo de MPs nas amostras
estudadas.

Figura 1 - Padrdes de particulas observadas em filtros de controle de qualidade, controle
negativo e branco (filtros retirados diretamente das embalagens). Particulas semelhantes a
essas, quando presentes em filtros de amostras de leite, foram desconsideradas nas

quantificagdes e caracterizagoes.

¢ | SECWE R

Fonte: os autores (2023)

Visualizagdo de particulas em microscopio de fluorescéncia
Para uma analise mais direcionada aos MPs, os filtros das amostras foram lidos em
microscopia de fluorescéncia apds aplicagdo do corante Vermelho do Nilo diluido em

metanol na concentragio de 1 pg mL™' (Inlab, Brasil), seguindo um protocolo prévio de
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remocao de matéria-organica (Erni-Cassola et al., 2017). O registro das imagens das
particulas fluorescentes e seus tamanhos foram realizados no programa Axio Vision (Release
4.7). A visualizagdo das particulas foi realizada em microscopio de fluorescéncia (Zeiss,
Alemanha), comprimento de onda 475-625 nm, em objetiva 10X para a captura das imagens,
realizada pela cAmera integrada (AxioCam MRc)).

Identificagdo polimérica por espectroscopia Raman

A composi¢cdo polimérica das particulas isoladas foi determinada por um equipamento
espectroscopio Raman, acoplado a um microscopio confocal ajustado em magnificagdao 50x
(WITec Alpha300 M+). A fonte de excitacdo aplicada as particulas ¢ composta por raio laser
em comprimento de onda de 532 nm, e a faixa de espectro utilizada centrou-se no intervalo
de 500 a 2.000 cm-'. A intensidade do laser foi ajustada dependendo das caracteristicas da
particula, a fim de ajustar os espectros sem danifica-las. Para reduzir ruidos e melhorar a
qualidade dos espectros obtidos, a correcao polinomial da linha de base foi aplicada (software
Origin Pro 2024, OriginLab Corporation). A interpretagdo dos espectros gerados foi feita
pelos padrdes de bandas associados a certos grupos quimicos funcionais, além da consulta a
base de dados publica (PublicSpectra) e aos espectros relatados na literatura. Foram
registradas também imagens das particulas analisadas nessa etapa, com posterior
dimensionamento dos microplasticos por meio do programa ImageJ.

Geragdo de imagens de particulas isoladas em microscopio eletrénico de varredura

Ap0s a visualizagdo em microscopia Optica e a geragdo de espectros no microscopio Raman
previamente calibrado, selecionou-se trés particulas para a analise em microscopio eletronico
de varredura (MEV), com a finalidade de observar as caracteristicas de superficie, a
integridade e a estrutura fisica em maiores detalhes inacessiveis por microscopia Optica. As
particulas foram fixadas em stubs com fita de carbono dupla-face para a realizagdo do banho
de ouro previamente. As imagens foram geradas individualmente com tensdo de aceleracao
de 25 kV no modo de elétron secundario. O microscopio utilizado (FEI - Quantum 200,
Oregon, EEUU) foi ajustado em diferentes magnificacdes, que variaram entre 200 a 10.000X
para a obtencdo das imagens com o maximo detalhamento da superficie possivel. Os ajustes
de magnificagdo foram realizados dessa forma devido aos diferentes tamanhos e formatos
das particulas.

Resultados e Discussiao

Quanto a etapa de garantia de qualidade do ambiente de trabalho, particulas pretas foram as
mais frequentemente observadas nos filtros mantidos na cabine de fluxo laminar no decorrer

das analises, além de serem observadas também pequenas manchas marrons, particulas
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vermelhas e azuis. Dentre os filtros de controle de qualidade mantidos proximos a janela de
protecdo do fluxo laminar, foi registrada a média de 1,21 particulas/filtro, com desvio padrao
de 1,11; enquanto os filtros mantidos no fundo da cabine (proximo da area de manipulagao)
apresentaram contaminagao com média de 0,75 particulas/filtro, com desvio padrao de 1,21.
O numero total destes filtros foi de 28, tanto para os que ficaram proximos a janela de
protecdo, quanto aqueles que ficaram no fundo da cabine. A maioria destas particulas eram
desfeitas ao entrarem em contato com uma agulha fina, o que indica a maior possibilidade de
nao se tratar de plastico, e sim de matéria organica (Kutralam-Muniasamy et al., 2020). No
entanto, os filtros brancos apresentaram particulas resistentes de coloragdo azul,
provavelmente derivadas da tinta da embalagem. Mesmo ap6s serem estocados em uma placa
de Petri de vidro limpa dentro da cabine de fluxo laminar, alguns filtros brancos analisados
durante o estudo apresentaram contaminacao (em média 1,30 particulas/filtro, com desvio
padrdo de 0,756 em 44 observagdes). Prata e colaboradores (2021), indicam como uma etapa
de garantia da qualidade da técnica de isolamento de MPs a limpeza prévia dos filtros. Esse
procedimento nao foi adotado neste estudo, no entanto, optou-se por monitorar um filtro
branco — aqueles retirados diretamente da embalagem original - a cada nova andlise. Os
mesmos padrdes de particulas contaminantes foram observados também nos filtros de
controle negativo (em média 0,66 particulas/filtro, com desvio padrao de 0,474 em 44
observagoes), indicando que as origens da contaminagao provavelmente sejam o ar circulante
na cabine e os proprios filtros originais, ja que padrdes distintos de particulas ndo foram
observados, corroborando para a conclusdo de garantia de qualidade das solucdes do
laboratorio.

Embora a contamina¢do em filtros de controle de qualidade seja comumente relatada em
estudos da area (Kiruba et al., 2022; Kutralam-Muniasamy et al., 2020; Shruti et al., 2022),
nenhum filtro apresentou contaminagao por fibras, que podem compor até 33% da poeira de
ambientes interiores, conforme descrito por Dris e colaboradores (2017). Isso destaca a
importancia de medidas como a limpeza prévia do ambiente e da cabine de fluxo laminar,
bem como o uso de jaleco de algoddo e a limitacdo do fluxo de pessoas, para garantir a
qualidade dos resultados (Prata et al., 2021).

Diante o exposto, considerando os resultados obtidos na etapa de garantia da qualidade, as
particulas observadas nos filtros de amostras foram caracterizadas por microscopia optica e
confirmadas por microscopia de fluorescéncia apds aplicagdo do corante Vermelho do Nilo
(Erni-Cassola et al., 2017), além da realizacdo da técnica espectroscdpica Raman. Foram

contabilizadas 344 particulas suspeitas por microscopia Optica, detectadas em 40 das 44



75

amostras. Quanto ao formato, as particulas estavam distribuidas entre fibras e fragmentos,
sendo detectadas 46 unidades de fibras e 298 fragmentos. A distribuicao dos formatos das
particulas entre as amostras estd detalhada nas Figuras 2 e 3, enquanto as cores de particulas
observadas no estudo estdo representadas nas Figuras 4 e 5. As fibras foram observadas mais
frequentemente em leite UHT desnatado (sete amostras), mas o tipo UHT integral apresentou
quantidade superior desse tipo de particula, vistas em cinco amostras. Os fragmentos foram
predominantemente detectados no tipo UHT integral, com 210 particulas distribuidas em 18
amostras.

Figura 2 — Distribui¢ao das 46 particulas suspeitas com formato de fibras observadas por

microscopia Optica nas amostras de leite analisadas, detectadas em 15 amostras distintas
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Pasteurizado integral: 4 fibras
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UHT integral: 2o fibras

UHT desnatado: 16 fibras
46,7%

Figura 3 — Distribui¢do das 298 particulas suspeitas com formato de fragmento observadas

por microscopia Optica nas amostras de leite analisadas, detectadas em 40 amostras distintas

Distribuicao de fragmentos entre as amostras
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Pasteurizado integral: 14 fragmentos
10.0%

UHT integral: 210 fragmentos
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UHT desnatado: 68 fragmentos
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Figura 4 — Distribuicdo das cores das 46 fibras observadas nas amostras de leite analisadas

Distribuicdo das cores das 46 fibras observadas
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Figura 5 — Distribui¢do das cores dos 298 fragmentos observadas nas amostras de leite
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Um total de 68 particulas emitiram fluorescéncia nas condi¢des analisadas. As 68 particulas
fluorescentes sdo consideradas potenciais MPs (Figura 6), detectados em 47,73% do universo
amostral (21/44), indicando a carga média minima geral de 3,24 potenciais MPs L nas
amostras analisadas. Em relagao as dimensodes, o tamanho médio dos potenciais MPs foi de
150 um, variando entre 50 a 350 pm. Essa informagdo revela a maior probabilidade de tais
particulas se tratarem de contaminantes incorporados ao leite ao longo do processamento e
estocagem nas embalagens, uma vez que o tamanho médio ¢ muito grande para terem origem
diretamente do organismo dos animais, com eliminacdo pela glandula mamaria. Estudos
apontam que o tamanho médio de MPs que sdo capazes de transpassar as barreiras biologicas
variam entre 10 a 15 pm (Alimba et al., 2021; Ragusa et al., 2022; Prata et al., 2020; Barcelo
etal., 2023).

Figura 6 — Fragmentos de potenciais MPs detectados em microscopia Optica e de

fluorescéncia provenientes das amostras de leite analisadas no estudo

Fonte: os autores (2023)

A distribuigdo das particulas fluorescentes foi avaliada conforme os tipos de leite analisados
no estudo (Figura 7), que variaram conforme o tipo de processamento térmico submetido
(pasteurizado, também conhecido como fresco, ¢ UHT), em diferentes concentracdes de
gordura (integral e desnatado).

Figura 7 — Distribui¢do das 68 particulas de MPs em formato de fragmentos confirmadas
por microscopia de fluorescéncia apds uso do corante Vermelho do Nilo, nas amostras de

leite analisadas
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Pasteurizado integral
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UHT desnatado
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Os resultados obtidos na anélise de microscopia de fluorescéncia foram comparados sob
quatro pontos de vista: conforme o processamento térmico do leite (UHT ou pasteurizado),
conforme o teor de gordura (integral, desnatado e semidesnatado), conforme o tipo de
embalagem das amostras (cartonada, PET e PEBD) e conforme as marcas selecionadas (11
no total). Quanto ao leite UHT, foram encontradas 314 particulas, sendo 36 fibras e 210
fragmentos, havendo a confirmagdo de 62 fragmentos como MPs. Ja no leite pasteurizado,
30 particulas foram observadas, sendo 10 fibras e 20 fragmentos, confirmando-se seis
fragmentos como potenciais MPs (Tabela 1).

Tabela 1 — Comparagao entre os resultados obtidos nas anélises por microscopia Optica e de
fluorescéncia entre as 44 amostras de leite, conforme os diferentes processamentos térmicos

a que foram submetidos

N° de N° de Particulas  Particulas Carga* Frequéncia de
amostras amostras suspeitas confirmadas potenciais amostras
analisadas positivas (microscopia (Vermelho do MPs L'  positivas para
optica) L' Nilo) L! potencias MPs
UHT 36 19 314 62 3,26 52,78%
. 8 2 25%
Pasteurizado 30 6 3
TOTAL 44 21 344 68

*Carga MPs L' = n° de MPs total de cada tipo de tratamento térmico/amostras positivas de cada tipo de
tratamento térmico
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Ao analisar as amostras separadamente conforme o teor de gordura, houve maior frequéncia
de potenciais MPs em amostras de leite integrais, no entanto, a carga de potenciais MPs foi

superior em amostras desnatadas (Tabela 2).

Tabela 2 — Comparagao entre os resultados obtidos nas anélises por microscopia Optica e de

fluorescéncia entre as 44 amostras de leite, conforme os diferentes teores de gordura

N° de N° de Particulas Particulas Carga*  Frequéncia
amostras  amostras suspeitas confirmadas potenciais de amostras
analisadas positivas (microscopia (Vermelho do MPs L-!  positivas
optica) L! Nilo) L1 para
potenciais
MPs
Integral 24 14 248 38 2,71 58.33%
Desnatado 18 7 84 30 4,28 35%
Semidesnatado 2 0 12 0 0 0%
TOTAL 44 21 344 68

*Carga MPs L = n° de MPs total de cada teor de gordura/amostras positivas de cada teor de gordura

Em relagdo aos tipos de embalagens, as amostras cartonadas apresentaram maior frequéncia
e carga de potenciais MPs L™! (Tabela 3). Contudo, ressalta-se a distingdo nas quantidades de
embalagens comparadas, devido a disponibilidade no varejo, conforme segue: quatro
amostras provenientes de embalagem PET, 32 armazenadas em embalagens cartonadas e oito

em embalagem PEBD.

Tabela 3 — Comparagao entre os resultados obtidos nas anélises por microscopia Optica e de

fluorescéncia entre as 44 amostras de leite, conforme as diferentes embalagens em que sao

acondicionados
N° de N° de Particulas Particulas Carga* Frequéncia de
amostras amostras suspeitas confirmad potenciais amostras positivas
analisadas positivas (microscop as MPs L-!  para potenciais
ia optica) (Vermelho MPs
L1 do Nilo) L.~
1
Cartonada 32 18 3,33 56,25%
(UHT) 276 60
PET (UHT) 4 1 38 2 2 25%
PEBD 8 2 3 25%

(pasteuriz.) 30 6
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TOTAL 44 21 344 68

*Carga MPs L' =n° de MPs total de cada tipo de embalagem/amostras positivas de cada tipo de embalagem

Dentre as marcas (Tabela 4), observa-se que apenas uma ndo apresentou potenciais MPs
(marca 11, relativa a amostras de leite pasteurizado) e que a maior carga foi de 4,66 L™ (marca
4, relativa a amostras de leite UHT). As amostras de leite selecionadas para o estudo sao
processadas em grandes laticinios de distribuicdo ampla, inspecionados sob a esfera federal.
A Figura 8 representa a distribui¢do das particulas suspeitas e confirmadas como potenciais

MPs entre as amostras analisadas no estudo.
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Tabela 4 — Comparacdo entre os resultados obtidos nas andlises por microscopia optica e de
fluorescéncia entre as 44 amostras de leite, conforme as diferentes marcas selecionadas

analisadas positivas

Particulas
suspeitas

Particulas
confirmadas
(microscopia (Vermelho do MPs L !

6ptica) L' Nilo) L !

Carga*
potenciais

Frequéncia de
amostras
positivas para
potenciais MPs

Marca 1
(1A, 1B,
13A,
13B)

Marca 2
(2A, 2B,
14A,
14B)

Marca 3
(3A, 3B,
15A,
15B)

Marca 4
(4A, 4B,
16A,
16B)

Marca 5
(5A, 5B,
12A, 12B,
17A,
17B)

Marca 6
(6A, 6B,
18A,
18B)

Marca 7
(7A, 7B,
19A,
19B)

Marca 8
(8A, 8B,
20A,
20B)

Marca 9
(9A, 9B,
21A,
21B)

Marca
10 (10A,
10B)

Marca
11 (11A,
11B, 23A,
23B)

38

38

40

52

30

34

18

44

20

22

10

14

10

3,33

4,66

3.3

25%

50%

75%

75%

33,33%

75%

25%

50%

50%

100%

0%
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44 344

TOTAL

21 68

*Carga MPs L' = n° de MPs total de cada marca/amostras positivas de cada marca

Figura 8 — Distribuicao de particulas suspeitas (detectadas por microscopia optica) e particulas
confirmadas como potenciais MPs (detectadas por microscopia de fluorescéncia apds aplicagao
do corante Vermelho do Nilo), dentre as 44 amostras de leite de 11 marcas distintas
selecionadas para o estudo

30

20

—
fre———
[

Lllh_| l
8 RIECTEe9E

.
marca | marca 2 marca 3 marca 4 marca 5 marca 6 marca 7 marca 8 marca9 marca 10 marca 11

B Quantidade de particulas suspeitas (microscopia optica) L-1 M Quantidade média de particulas confirmadas (Vermelho do Nilo) L -1
n % 59

A

15A R

158
A
i
A
I

R —

< B

"
- '

Amostras agrupadas por marcas

Sobre a diferenca entre a quantidade de particulas observadas na microscopia dptica antes e
depois da coloragdao com o Vermelho do Nilo, de fato mais da metade das fibras observadas
previamente por microscopia Optica ndo foram detectadas posteriormente, bem como 14,92%
dos fragmentos também se perderam de alguma forma ou modificaram o formato apds os
procedimentos de digestdo e aplicacdo do corante, ndo correspondendo as imagens das
particulas observadas em microscopia Optica. Cabe ressaltar a auséncia de emissdo de
fluorescéncia por parte das fibras encontradas nas amostras (Figura 9), o que pode ser
ocasionado pela ndo confirmagdo destas particulas como compostos plasticos, ou entdo por
falhas na ligacdo do corante as fibras. Stanton e colaboradores (2019), relatam que o
Vermelho do Nilo ndo gerou fluorescéncia em fibras de poliéster preta, acrilico azul ou
poliamida vermelha em um estudo prévio, demonstrando que o corante pode ndo penetrar de
forma confidvel em todas as particulas de plastico e que a presenga de corantes plasticos afeta
a interagdo entre MPs e o Vermelho do Nilo. Isso pode ter acontecido no presente estudo,
uma vez que as fibras observadas nas amostras submetidas ao corante eram resistentes ao
contato da agulha e apresentavam coloragdes preta, azul, vermelha e marrom.

Figura 9 — Exemplos de particulas em formato de fibras detectadas por microscopia dptica,
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mas que nao emitiram fluorescéncia na visualizagdo em microscopia de fluorescéncia apos a

aplicagdo do corante Vermelho do Nilo

Fonte: os autores (2023)

Ocorre que, com exigéncia de remo¢do de matéria organica para evitar a geragdo de
resultados falso positivos, apos a leitura inicial ao microscopio Optico, os filtros das amostras
foram submetidos a aplica¢do de H2O2 30% e exposicao ao calor (Erni-Cassola et al., 2017).
Entdo, deve-se considerar a possibilidade de degradacdo de particulas plasticas apos esse
tratamento, que pode causar danos como a descoloracdo e reducdo de peso e tamanho,
prejudicando a detecg@o na técnica microscopica (Hurley et al., 2018; Duan et al., 2020).
Essas informagdes revelam a possibilidade de subestimagdo dos resultados reais,
necessitando de técnicas mais adequadas para acessar com mais confiabilidade a carga de
MPs no leite.

Sobre a carga de particulas encontrada nos leites com diferentes quantidades de gordura,
supiinhamos que a maior concentragdo ocorreria em leite integral, no entanto a maior carga
foi encontrada no leite desnatado. Um resultado inesperado sob o ponto de vista das
interacdes quimicas que as particulas plasticas poderiam ter com os globulos de gordura
preservados nas versoes integrais, devido a propriedade hidrofobica desses contaminantes.
As interacdes hidrofobicas sdo associadas a agregacdo de moléculas apolares em superficies
apolares em um meio aquoso, como poderia ocorrer entre MPs e os globulos de gordura no
leite (Prajapati et al., 2022; Hiiffer and Hofmann 2016; Liu et al. 2019; Tourinho et al. 2019).
Dessa forma, sugere-se que a carga de MPs no leite possa sofrer interferéncia de outros

fatores, até entdo desconhecidos, que requerem maiores investigacdes para conclusdo acerca
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dessa informagao.

Além disso, dentre as particulas suspeitas isoladas nos filtros que ndo receberam o corante
Vermelho do Nilo foram submetidas a andlise espectroscopica Raman, para a identificagao
da composicao polimérica. Os espectros gerados e ajustados foram interpretados conforme a
correlacdo com a base de dados publica Spectral Search (PublicSpectra) e aos dados
disponiveis na literatura. Dessa forma, foram caracterizadas particulas organicas e
inorganicas (Figura 10).

Figura 10 — Particulas orgénicas (a, b) e inorganicas (c, d, e) submetidas a andlise

espectroscopica Raman provenientes das amostras de leite analisadas no estudo
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Fonte: os autores (2023)

Observadas ao Raman, as particulas identificadas como a e b na Figura 10 sdo organicas,
sendo a primeira correlacionada como celulose, e a segunda como carbonato de etilmetilo.
As demais particulas (c, d, e) foram reconhecidas como vidro. Dentre os polimeros plésticos,
apenas a poliamida (Nylon 66, Nylon 46 e Nylon 6) foi detectada em trés diferentes amostras
de leite UHT integral, de duas marcas distintas (Figura 11). A poliamida j4 foi detectada em
outros dois estudos envolvendo o leite (Basaran et al., 2023; Zhang et al., 2023). Para estimar
a quantidade aproximada de MPs nas amostras, foi calculada a propor¢ao entre particulas
positivas e particulas suspeitas, que resultou em 15%. Ou seja, 15% das particulas de MPs
do universo analisado sdo com certeza MPs. Considerando as 344 particulas observadas
inicialmente por microscopia optica, a frequéncia de 15% resultaria em aproximadamente 52
MPs, correspondendo a uma carga média de 2 MPs L' dentre as amostras deste estudo. Os
formatos de MPs detectados foram de fibras (predominantes) e fragmentos, com tamanho
médio de 200 pm, variando entre 150 a 260 um.

Figura 11 — Particulas reconhecidas como poliamida (Nylon) na analise espectroscopica

Raman, provenientes das amostras de leite analisadas no estudo
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Fonte: os autores (2023)

O baixo ntimero de MPs observado no leite ¢ um resultado previamente observado em alguns
estudos. Ainda que o leite cru possa carregar MPs vindos da glandula mamaria dos animais
ou do contato com materiais plasticos dos componentes de ordenha, a filtragdio ¢ um

procedimento amplamente empregado no processamento desse alimento. Desde a fazenda o
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leite passa por filtros para a retencao de impurezas grosseiras, € na chegada aos laticinios ¢
obrigatoria a filtragdo mediante passagem sob pressao por material filtrante apropriado, antes
de qualquer operacdo de pré-beneficiamento ou beneficiamento (BRASIL, 2017). A
legislagao brasileira, no entanto, nao define tamanho minimo da malha do elemento filtrante.
No entanto, ¢ importante destacar que os filtros compostos por polimeros plésticos sdo
apontados também como fontes de MPs e nanoplasticos para o leite, apesar de também
agirem retendo diversos MPs maiores (Kutralam-Muniasamy et al., 2020; Prata & Dias-
Pereira, 2023).

O leite pode ser submetido ainda a diferentes processos de filtracdo industrial, como a
ultrafiltragdo e a microfiltragdo, cujos poros variam de tamanho conforme o que se deseja
reter e em qual proporg¢do. Os filtros de ultrafiltragio podem apresentar poros entre 102 a 10"
' um, enquanto os de microfiltragio, entre 10! a 10! pm (Malik et al., 2013), logo, estes
filtros sdo capazes de reter grande parte das possiveis particulas de microplasticos no leite. A
composi¢ao desses filtros também varia, sendo geralmente constituidos por materiais
poliméricos ou misturas de polimeros (celulose, algoddo, viscose e poliéster), ceramicos ou
de ago inoxidavel. Os filtros de microfiltracio sdo projetados para reter particulas
indesejadas, como bactérias, esporos, c€lulas somaticas e impurezas, enquanto os de
ultrafiltragcdo sdo frequentemente usados para concentrar proteina e, a0 mesmo tempo, reduzir
acucares ¢ a lactose no permeado (Da Costa Filho et al., 2021).

Alguns espectros gerados acusaram a composi¢ao denominada Ketjanblack (Figura 12), um
tipo de carbono negro (carbon black) com picos caracteristicos que se concentram nas regides
1050-1500 cm-'. O carbono negro ¢ um aditivo comumente aplicado em materiais plasticos
que pode mascarar a identificagdo dos MPs, e ao mesmo tempo indicar sua presenga, como
reportado por Rahman e colaboradores (2021), que enfrentaram esse desafio para identificar
particulas nas amostras analisadas por espectroscopia Raman. As amostras que apresentaram
tais particulas foram consideradas suspeitas para a contaminagao por MPs no presente estudo,
totalizando trés amostras de leite UHT integral de trés marcas distintas, além de terem sido
observados também em uma amostra de leite UHT desnatado. A determinagao da distribui¢ao
aproximada dessas particulas foi calculada, considerando a proporcao de particulas positivas
para carbono negro sobre o total de particulas analisadas em espectroscopia Raman, o que
resultou em 25%. Considerando as 344 particulas observadas inicialmente por microscopia
optica, a frequéncia de 25% de particulas positivas para carbono negro corresponderia a
aproximadamente 86 MPs suspeitos dentre as amostras deste estudo, com carga média de 2,5

MPs suspeitos L.
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Figura 12 — Particulas com espectro reconhecido como Ketjanblack (aditivo carbono negro
ou carbon black) na analise espectroscopica Raman, provenientes das amostras de leite

analisadas no estudo

158358

2000
= J
.E.,1500 .
g R
c 3
© 1000 i)
=
500 -
/\Im o »;"\ Al . L 4 A e I ;
500 1000 1500 2000 2500 3000

Raman shift (cm™)

Searched Spectrum
~— Ketjen black

Intensity (%)

Correlation
Range:89.5~3930.6am™*
7 Ear s Score:80.81

2000 2500 300(

Raman shift (cm™)




= Intensity
2
800
':-{ 600 - 5
8 g
2z I
£ :
5 400- &
£
200 -
J\MI\II\A./I ™ J;/\ v\ﬂh n Ai N 0G5 L T
500 1000 1500 2000 2500 3000

Raman shift (cm™)

Intensity (%)

= Searched Spectrum
~— Ketjen black

Correlation
Range:
Score:81.24

90.2~3931.1cm™

800

u
[+)]
o
o

L

400

Intensity (a.u.)

200 4

N\LA_,\A‘..M..W A

—— Intensity

T 1
500 1000

1 1 T
1500 2000 2500
Raman shift (cm™)

LA

1
3000

91



92

80

60}

Intensity (%)

2000

Raman shift (cm™)

[Correlat
Range:
ORI Score:76.44
3000

Searched Spectrum
Ketjen black

) ~3931.1cm

100
90:
80-
70-

60:

50:

40

Intensity (a.u.)

30

N
o
1

> 573,28

10 /

1/

0/ oW
T L

——

1577,89

N
e

T —>1316,94

/ | | |
[

\
|

|

y

| |
\“' [ A A g S

— Intensity

T
500 1000

T T T
1500 2000 2500
Raman shift (cm-")

T
3000

80

60

Intensity (%)

40

20

500 1000 1500 2000

Searched Spectrum

Ketien black

Fonte: os autores (2023)

Outra interferéncia na espectroscopia Raman foi a caracterizacdo polimérica de particulas

que geraram fluorescéncia no momento de aquisi¢ao do espectro (Figura 13). A fluorescéncia

¢ um fendmeno comum em espectroscopia Raman que pode afetar a qualidade dos espectros

obtidos, introduzindo ruido e dificultando a interpretacdo dos dados. Esse efeito ocorre
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quando os materiais excitados pela radiacdo laser absorvem energia e emitem luz
fluorescente, o que pode interferir nos sinais de Raman desejados (McCain et al., 2008). O
comprimento de onda escolhido afetard a intensidade Raman, a resolucdo espacial e a
fluorescéncia de fundo, e o unico laser disponivel para a geracdo dos espectros era o de
comprimento de onda de 532 nm. O comprimento de onda do laser mais comumente usado
na espectroscopia Raman ¢ de 785 nm, que oferece baixa fluorescéncia e, a0 mesmo tempo,
mantém uma intensidade Raman relativamente alta. Infelizmente nao foi possivel alterar a
configuragdo do laser utilizado na tentativa de reduzir a interferéncia dos efeitos de

fluorescéncia no presente estudo, devido a indisponibilidade do laser de 785 nm.

Figura 13 — Particulas e seus respectivos espectros com ruidos de fluorescéncia na andlise
espectroscopica Raman, provenientes das amostras de leite analisadas no estudo

|

Fonte: os autores (2023)

Ressalta-se que a particula fluorescente “a” gerou um baixo score de identificagdo na base
de dados Public Spectra (13,44) para polietileno tereftalato (PET). Seguindo o mesmo critério
adotado para as particulas referidas como carbono negro, as amostras que resultaram em
particulas com espectros fluorescentes foram denominadas como suspeitas para
contaminac¢do por MPs, devido ao fato da impossibilidade da caracterizacao dos espectros,
provavelmente devido a pigmentacdo nelas observada. Nesse caso, trés amostras de leite

UHT integral de trés marcas distintas foram consideradas suspeitas, bem como uma amostra



94

de leite pasteurizado semidesnatado. O mesmo procedimento de determinacao da distribui¢do
aproximada de particulas foi aplicado nesse caso, uma vez que também ha chances de tratar-
se de MPs. A propor¢dao de particulas fluorescentes considerando o total de particulas
suspeitas foi similar ao resultado observado nas particulas caracterizadas como carbono
negro (25%), com a quantidade aproximada de 86 MPs dentre todas as amostras deste estudo,
também com carga média de 2,5 MPs suspeitos L.

A fim de enriquecer as informagdes acerca das caracteristicas das particulas, trés delas foram
selecionadas para a analise em microscopia eletronica de varredura (MEV). Esse método
permite a analise detalhada da estrutura da superficie, o que € inacessivel nas analises de
microscopia Optica e de fluorescéncia. Por meio dessa técnica, foram observadas as
caracteristicas de superficie em alta resolucdo (Figura 14).

Figura 14 — Particulas analisadas por diferentes técnicas microscopicas, sendo a MEV a que
permite a observagdo mais detalhada da superficie, provenientes das amostras de leite
analisadas no estudo
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Fonte: os autores (2023)

Duas particulas selecionadas eram provenientes da analise de microscopia de fluorescéncia,
ou seja, aquelas que interagiram positivamente com o corante Vermelho do Nilo. Devido a
impossibilidade de acessar a composi¢do polimérica pela técnica espectroscopica Raman
dessas trés particulas, por conta da geragdo de ruidos ao aplicar o laser no comprimento de
onda 532 nm, decidiu-se por visualizar os detalhes destas por MEV. Observa-se que as duas
particulas provenientes da técnica de fluorescéncia apresentam superficie rugosa e aspera,
enquanto a terceira fibra ¢ constituida por uma série de estruturas tubulares unidas e lisas,

sem poros e sem aparéncia aspera. As particulas selecionadas ndo apresentam quebras na
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superficie, mas as particulas fluorescentes t€ém as bordas desgastadas. Achados de superficies
mais asperas e bordas desgastadas podem indicar o envelhecimento de MPs apds a exposi¢ao
aos agentes externos (Shruti et al., 2023).

Apesar das limitagdes enfrentadas no desenvolvimento do estudo, a caracterizacdo dos MPs
coincide em alguns parametros com os resultados de estudos anteriores que empregaram
filtro de porosidade 10 ou 11 um para o isolamento de MPs no leite (Kutralam-Muniasamy
et al., 2020; Kiruba et al., 2022; Basaran et al., 2023). Caso a carga média de MPs desse
estudo considerasse apenas os resultados confirmados como poliamida inicialmente
relatados, o resultado obtido seria de 2 MPs L!. Ao incluirmos as propor¢des de particulas
suspeitas de serem MPs (aquelas positivas para carbono negro e as particulas que geraram
ruido no espectro por fluorescéncia), a carga média poderia alcancar o resultado de 2,6 MPs
L', ou seja, cargas inferiores aquela obtida na analise de microscopia de fluorescéncia (3,24
particulas L-'). A baixa quantidade de MPs aqui observada, ainda com a possibilidade de
subestimagdo, foi também relatada por Kutralam-Muniasamy e colaboradores (2020), que
calcularam a presenca média de 6.5 + 2.3 particulas L', bem como por Basaran e
colaboradores (2023), que detectaram 6 = 5 particulas L. Por outro lado, Kiruba e
colaboradores (2022) reportam um valor muito maior, entre 164-427 particulas L. Dessa
maneira, reforca-se a necessidade de andlises mais aprimoradas para a confirmagdo da
quantificagao.

As cores reportadas nestes estudos também eram diversas, entre quatro e seis variedades,
enquanto 10 variedades de cores foram observadas entre as amostras do presente trabalho.
Os formatos citados incluem fibras, fragmentos e pellets, porém os relatos mais frequentes
sdao de fibras, diferente do presente estudo, em que os fragmentos foram predominantes
(Kutralam-Muniasamy et al., 2020; Basaran et al., 2022).

Mesmo a carga de contaminagdo por MPs aparentando ser inferior no leite, quando
comparada as observadas em outras bebidas (Kutralam-Muniasamy et al., 2020), ¢
importante o rastreamento da contaminagdo de forma a determinar sua origem, investigando
com maiores detalhes as etapas de filtragdo e o material predominantemente empregado nos
filtros das industrias de laticinios. Isso possibilitara a implantacdo de praticas que ajudem a
eliminar, ou ao menos reduzir esse problema. Além dos potenciais riscos a saude
relacionados aos MPs que vém sendo debatidos, a excessiva producao e descarte de
embalagens como as do leite parecem contribuir tanto para a exposi¢do humana aos MPs,
como para a poluicdo ambiental, visto a ainda corrente dificuldade na reciclagem de

embalagens cartonadas vastamente utilizadas na industria de laticinios.
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Conclusao

Os MPs estao disseminados no leite pasteurizado e UHT de praticamente todas as marcas
estudadas na regido onde o estudo foi desenvolvido, tanto nas versdes integrais, como
naquelas com menor teor de gordura. No entanto, a carga contaminante aparenta ser pequena.
Nas anélises por fluorescéncia com Vermelho do Nilo, a maior carga de MPs foi observada
em leite desnatado, e o leite UHT apresentou maior frequéncia de amostras positivas em
comparacao ao leite pasteurizado. As particulas mais frequentes foram fragmentos e fibras,
de tamanho médio de 150 um e coloragdo variada. Todas as técnicas utilizadas apresentaram
imprecisdes, a microscopia Otica superestima a quantidade, a microscopia de fluorescéncia
com o Vermelho do Nilo apresenta falsos positivos e negativos. A espectroscopia Raman
permitiu caracterizar a composicao polimérica de algumas particulas do estudo, porém, sofre
diversas interferéncias e pode subestimar resultados. A microscopia eletronica de varredura
¢ invidvel para um estudo dessa dimensdo, no sentido de caracterizar todas as particulas
suspeitas. O desenvolvimento de uma técnica que possa aliar facilidade e maior precisdo nos
resultados, faz-se urgente e necessdria, uma vez que o monitoramento das taxas de
contaminac¢do deve ser continuo. Outros estudos que determinem pontos de contaminac¢ao

por MPs na cadeia de produgao do leite também sdo desejaveis.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS/CONCLUSAO

A contaminacéo do leite fluido comercializado para consumo humano por MPs
foi acessada no presente estudo por meio de técnicas microscépicas associada a
observacao de fluorescéncia, além da técnica de microscopia eletrénica de varredura
e técnica espectroscopica Raman, uma das mais eficientes para a geragao de
resultados na area estudada. Todas as variedades de leite testadas (UHT e
pasteurizado, integral e desnatado) apresentaram particulas fluorescentes (potenciais
MPs), havendo um ligeiro aumento da carga observada em leite desnatado em
comparacgao ao leite integral. De forma geral, o formato de fragmento e particulas
translucidas foram os padrbes mais observados. Por meio da espectroscopia Raman,
apenas amostras de leite UHT integral tiveram a confirmacédo de contaminacgéo por
MPs (poliamida), com carga média inferior aquela obtida pela analise de microscopia
de fluorescéncia. A microscopia eletrbnica de varredura permitiu a observacao do
estado de conservacao da superficie de algumas particulas sob suspeita, além de
informar, de maneira qualitativa, a possibilidade do material ser considerado plastico.

Recomenda-se estudos semelhantes para confirmag¢ao das cargas de MPs em
leite fluido, além dos derivados lacteos, principalmente aqueles submetidos a mais
etapas de processamento e manipulagdo. A qualidade da agua e do ar das fazendas
e das industrias em relagdo a contaminagao por MPs sdo outros pontos a serem
considerados para futuros estudos, auxiliando inclusive para o entendimento dos
pontos mais significativos de incorporagado de MPs ao leite e derivados. Além disso, a
consideragao dos tipos de filtracdo aplicadas as diferentes marcas de leite e as
caracteristicas atreladas ao processo de filtracdo também podem fornecer
informacgdes valiosas e auxiliardo na caracterizagado desse problema na regido. Isso
permitira a adocdo de medidas de contencéo da liberagcao de MPs para os alimentos,
preservando a saude humana de possiveis perigos relacionados a ingestdo desses

contaminantes.
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APENDICE A

Fluxo de atividades executadas para a obtencdo dos filtros com MPs isolados

INiclO

Preparo de vidrarias e materiais que Enxague com agua Enxague com agua
entram em contato com as amostras: 9 destilada (5x) _) miliQ filtrada (5x)

imersao em HNO3 5%

~ 12 h I

4 Limpeza da sala de

Uso de jaleco de algoddo e lavagem Limpeza da cabine de o =
L ~ . - - analise (remocao da
minuciosa das maos com agua miliQ e e fluxo laminar com (_ poeira com aspirador de
alcool 70% filtrados alcool 70% filtrado pé e hipoclorito de
\ sédio)

Uso de placas de Petri
Enxague da embalagem da amostra 9 abertas com filtros de —)
com agua miliQ filtrada celulose na cabine de

Preparo da solugao de
digestdo (H202 30% +
leite + agua miliQ)

fluxo laminar
_l_ 72h, temp. ambiente
[f/
Filtragdo da solugédo de controle negativo Limpeza da sala de Preparo da solugio de
© da solugéio de amostra digerida; (— analise e da cabine de (- controle negativo (H202
estocagem de filtros em placas de Petri fluxo laminar 30% + agua miliQ)
0

de vidro + papel aluminio L

Fonte: a propria autora (2023)




APENDICE B

Tratamento de digestédo aplicado as amostras
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Todas as amostras do estudo passaram por digestdo oxidativa com perdxido

de hidrogénio (H202) 30%, durante 72 horas (Diaz-Basantes et al., 2020). As amostras

selecionadas no presente estudo eram integrais (teor de gordura 23%), desnatadas

(=0,5%) e semidesnatadas (teor de gordura = 0,6% e < 2,9%), como indicado no

quadro abaixo.

Quadro 1 - Identificagdo de amostras integrais, quanto ao tipo de processamento e o

teor de gordura (%)

Identificagdo da amostra

Tipo de

processamento

térmico do leite

Teor de gordura

1A

UHT
1B
2A

UHT
2B
3A

UHT
3B
4A

UHT
4B
5A

UHT
5B
6A

UHT
6B
7A

UHT
7B
8A

UHT
8B
9A

UHT

9B

3%
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10A

Pasteurizado
10B
11A

Pasteurizado
11B
12A

Pasteurizado
12B

Fonte: a propria autora (2023)

Quadro 2 - Identificacdo de amostras desnatadas e semidesnatadas, quanto ao tipo

de processamento e o teor de gordura (%)

. Média geral do teor

Identificagdo da amostra | /PO de processamentodo |.ro,. 4o gordura |de  gordura  das

leite amostras
13A

UHT 0%
13B
14A

UHT 0,2%
14B
15A

UHT 0%
15B
16A

UHT 0%
16B

0,11%

17A

UHT 0%
17B
18A

UHT 0,2%
18B
19A

UHT 0,5%
19B
20A

UHT 0%
20B
23A

Pasteurizado 2,5%

23B

Fonte: a propria autora (2023)
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Baseando-se nos teores de gordura apresentados, adaptou-se o método de
digestao oxidativa relatado previamente, uma vez que aquele foi aplicado somente em
leite “low fat’. Dessa forma, considerou-se para os calculos o teor de gordura de 1%
para o leite “low fat” no estudo de referéncia, por ser esse o valor mais comumente
observado entre os leites semidesnatados disponiveis no varejo brasileiro. Na
sequéncia, procedeu-se o calculo do volume necessario de H202 30% para as versdes

integral e desnatada analisadas no presente estudo, conforme segue:

Considerando os volumes relatados de 200 mL (H202) e 500 mL (leite

semidesnatado), o valor da propor¢ao H20:z:leite = 0,4

e Proporcao de 0,4 (200 mL H202:500 mL leite) para o teor de gordura 1% (leite

semidesnatado)

e Proporcdo de 0,044 (22 mL H202:500 mL leite) para o teor de gordura 0,11%

(leite desnatado)

e Proporcao de 1,2 (600 mL H202:500 mL leite) teor de gordura 3% (leite integral)
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APENDICE C

Critérios para a leitura dos filtros por microscopia éptica

A leitura dos filtros analisados no estudo seguiu as
recomendacdes indicadas no Guia para ldentificagao de Microplasticos, desenvolvido
pela Marine & Environmental Research Institute (MERI). Dentre os critérios, esta a
delimitacédo do perimetro de filtragdo na membrana, conforme representado na Figura
1, de acordo com o didmetro do copo metalico da unidade de filtragao utilizada. Dessa
forma, foi desenvolvido um molde de filtro com a delimitacdo da area a ser lida,
utilizado abaixo dos filtros das amostras no momento da visualizagdo por microscopia
Optica (Figura 2). Movimentos lateralizados sao recomendados para a leitura completa
do filtro, conforme representado por flechas na Figura 2. Além disso, adotou-se como
critério o contato de particulas suspeitas com uma agulha fina (Figura 3), para
observagédo da integridade destas ao toque, auxiliando na exclusdo de residuos

organicos.

Figura 1 — Mensuragao do didmetro da unidade de filtragdo e delimitacdo da area a

ser lida em um molde

T R 3 5

Fonte: a propria autora (2023)
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Figura 2 — Filtro de amostra a ser lida sobre molde com perimetro delimitado. As
flechas indicam o movimento realizado ao longo de todo o filtro para a leitura
completa

Fonte: a propria autora (2023)

Figura 3 — Agulha utilizada na etapa de leitura por microscopia optica dos filtros das

amostras de leite para verificagdo do comportamento das particulas ao contato

Fonte: a propria autora (2023)
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APENDICE D

Protocolo para leitura dos filtros por microscopia de fluorescéncia

A etapa inicial para a leitura de particulas com o corante Vermelho do Nilo é o
tratamento digestivo. Erni-Cassola e colaboradores (2017) utilizaram H202 30% para
esse fim, em um protocolo que inicialmente requer a aplicagcdo de gotas do agente
oxidativo e a exposic¢ao dos filtros a 60°C durante 1 hora. Passado esse periodo, as
amostras devem permanecer durante 7h a 100°C, para entdo serem aplicadas gotas
de agua miliQ, e finalmente a aplicagdo do corante (2 a 3 gotas). Antes de levar ao
microscopio, o filtro ainda permanece 10 minutos a 60°C no escuro. s reagentes
utilizados nesta etapa, bem como a estufa de aquecimento e o microscopio de

fluorescéncia estdo representados nas Figuras 1, 2 e 3.

Figura 1 — Reagentes utilizados para a remog¢ado da matéria organica nos filtros
utilizados para o isolamento de MPs e o corante Vermelho do Nilo, mantidos em

frascos conta-gotas de vidro apropriadamente estocados

Fonte: a propria autora (2023)
Da esquerda para a direita: H202 30%, agua miliQ e corante Vermelho do Nilo dissolvido em metanol

(1 pg mL—1), todos filtrados previamente.
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Figura 2 — Estufa de secagem utilizada no protocolo de remogao de matéria organica

dos filtros analisados no estudo

Fonte: a propria autora (2023)
Figura 3 — Microscopio de fluorescéncia acoplado a camera utilizado para a
visualizagao dos filtros obtidos na analise e captura das particulas fluorescentes

Fonte: a propria autora (2023)
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APENDICE E

Critérios e metodologia prévia a visualizagao de particulas em Microscopio
Eletronico de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) € uma técnica aliada a analise
de MPs por possibilitar a visualizagcdo em aumentos muito superiores daqueles obtidos
em técnicas de microscopia 6ptica. Dessa forma, os detalhes da superficie séo
acessados, e € possivel perceber o nivel de desgaste dos MPs, bem como a estrutura
que os compde. Seis particulas foram selecionadas para a geracédo de imagens pela
MEV, sendo trés fragmentos e trés fibras, previamente visualizados por microscopia
Optica e microscopia de fluorescéncia, ou apenas por microscopia Optica e
microscoépio confocal acoplado ao espectroscopio Raman.

A regiado do filtro onde se localizavam tais particulas foram delimitadas por
caneta fina, e recortados com auxilio de lamina de bisturi em formato compativel para
a deposicao nos stubs (Figura 1), que por sua vez, continham a fita dupla face de
carbono. As amostras assim posicionadas e fixadas eram encaminhadas ao
equipamento sputter coater (revestidor por pulverizagao catodica) para o revestimento
de plasma de ouro (Figura 2). A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura utiliza
um feixe de elétrons para gerar imagens de alta resolugdo de amostras. Para que o
feixe interaja adequadamente com a amostra, esta deve ser condutora, pois alguns
elétrons do feixe sdo absorvidos pela amostra e precisam ser conduzidos para o fio
terra. Caso a amostra ndo seja naturalmente condutora, pode-se transforma-la assim
por meio de processos como evaporacao ou deposicdo de ions, normalmente
denominado sputtering. Além disso, o recobrimento das amostras com camadas
depositadas pode melhorar a emissao de elétrons, facilitando a construgao da imagem
(GOLDSTEIN et al.,1992).

Apods o revestimento de ouro, as amostras seguiam para o equipamento de
Microscopia Eletrénica de Varredura (Figura 3), em ambiente climatizado e com
geracao de imagens instantaneamente nos computadores conectados. Os stubs séo
posicionados como mostra a Figura 4, e ent&o inicia-se o procedimento de emissao

de elétrons para a geragao das imagens, no caso, pelo método do elétron secundario.
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Figura 1 — Stubs com particulas aderidas a fita dupla face de carbono previamente ao
revestimento de ouro

e Ve Hua\(+\8

Fonte: a propria autora (2023)

Figura 2 — Equipamento sputter coater (revestidor por pulverizagdo catodica), onde é
realizado o revestimento de ouro nas amostras a serem analisadas

Fonte: a propria autora (2023)
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Figura 3 — Microscopio Eletronico de Varredura utilizado para a analise detalhada de
fragmentos e fibras selecionados

Fonte: a propria autora (2023)

Figura 4 — Stubs posicionados para a geragao de imagens por MEV pelo método do
elétron secundario

Fonte: a propria autora (2023)



114

APENDICE F

Comparacéao entre métodos de digestédo do leite para a analise da eficiéncia na
filtragao

A rapida obstrugéo dos filtros comumente utilizados na etapa de isolamento de
microplasticos € um desafio a ser enfrentado nos estudos envolvendo matrizes
complexas, por conta da alta quantidade de matéria organica. No caso do leite, os
alvos sao as proteinas e gordura, que devem ser removidas ou consideravelmente
reduzidas antes da filtracdo. Nesta matriz, os métodos oxidativo com perdxido de
hidrogénio (H202) 30% e o multienzimatico associado a digestdo alcalina
com hidroxido de tetrametilaménio (TMAH) 25% foram relatados previamente a
execucgao do presente teste (DIAZ-BASANTES et al., 2020; DA COSTA FILHO et al.,
2021). Com vistas a este desafio comumente relatado (Prata et al., 2021), um teste
comparativo entre métodos pré-filtracao foi executado.

Amostras de leite pasteurizado foram submetidos a trés diferentes tratamentos
digestivos, sendo estes: digestdo enzimatica com a protease pepsina (identificado
como método A); digestdo com polisorbato, conhecido como Tween 20 (método B) e
digestéo oxidativa com H202 30% (método C). Além de avaliados individualmente, os
métodos foram combinados e adotou-se uma aliquiota de leite pasteurizado
refrigerado como controle negativo. Foram considerados como parametros
comparativos o tempo total para a realizagao dos meétodos, a exigéncia de recursos e
o volume filtrado no intervalo de 20 minutos. O método A requer acido cloridrico (HCI)
1 N (para corregao do pH da matriz para 3,5, necessario para a atividade da protease),
pepsina liofilizada (10 mg/mL), pHmetro e banho-maria (37°C, 1h) (KITABATAKE &
KINEKAWA, 1998). No método B, apenas o Tween 20 é o reagente adicionado a
matriz (adicdo de 10% em relagdo ao volume da amostra) e necessita-se um banho-
maria para aquecimento da mistura (60°C, 24h) (LOPES et al., 2022). Por fim, o
método C requer diluigdo da matriz em agua ultrapura (1:1) e adicao de H202 30%
(20% em relagao ao volume da amostra). A solugdo foi mantida em temperatura
ambiente por 72 horas (DIAZ-BASANTES et al., 2020). Apds o tempo de reagéo
requerido em cada método, as amostras foram filtradas em sistema a vacuo, utilizando
um frasco de Buchner conectado a bomba de pressao regulada a 0,5 bar. Empregou-
se filtro de celulose Whatman grade 1 (47 mm de diametro, porosidade de 11 um).
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Em relacdo ao tempo total do método, o primeiro (A) foi o de mais rapida
execucgao (90 min), seguido pelo método B (24h30min) e C (72h20min). Quanto a
necessidade de recursos, A é o mais exigente devido a acidificagdo da matriz, C
requer a diluicdo do leite em agua ultrapura e B n&o exige preparo prévio da matriz. O
volume filtrado em 20 minutos foi o terceiro parametro comparativo, sendo A e B
ineficientes, com a filtragdo de volume inferior a 50 mL cada um. O método C permitiu
a filtragdo de 480 mL em um minuto, se mostrando valido para esse parédmetro. A
combinagao A+B gerou 196 mL filtrados, com tempo total de 27h20min para a técnica.
Na combinagdo A+C, 528 mL foram filtrados em dois minutos, e o tempo de técnica
foi de 72h30min. A combinagao B+C foi inviavel (volume filtrado inferior a 50 mL), com
tempo de técnica de 72h40min. Por fim, a combinacdo A+B+C possibilitou a filtracdo
de 570,8 mL, e a aplicagdo das trés técnicas simultaneamente levou 72h45min.
Quanto ao controle negativo, 100 mL foram filtrados apds 20 min. O Quadro 2 reune
as informacdes citadas com os resultados obtidos nos métodos digestivos e suas
respectivas combinagodes.

A acidificacdo da matriz no método A gerou a coagulacdo das proteinas,
obstruindo o filtro. Futuros estudos poderao explorar outras proteases que nao exijam
acidificagao, para enriquecer as conclusées acerca deste método aplicado ao leite.
Autores que empregaram um detergente comercial multienzimatico no leite (sem
acidificagao), obtiveram resultados satisfatérios (DA COSTA FILHO et al., 2021). O
Tween 20 (método B) deve ser testado outras vezes no leite, ja que, até o momento,
nenhum estudo de MPs neste alimento reportou seu uso. No presente teste, buscou-
se investigar a capacidade do Tween 20 em dispersar micelas de gordura, facilitando
a filtracdo do leite, porém, sem éxito. E possivel que diferentes concentragdes do
detergente e a combinagdo com outros reagentes possa ser eficiente para a digestéao
do leite. Considerando a aplicacao prévia do método oxidativo com H202 30% no leite
(DIAZ-BASANTES et al., 2020), resultados otimistas eram esperados para o método
C. Contudo, ressaltamos a alta demanda para o tempo de execuc¢ao, estabelecido em
72 horas. Propde-se, portanto, futuros testes explorando variacbes na concentracao
do reagente e/ou sua combinagcdo com diferentes métodos e tempos de reacao,
buscando acelerar o processo sem comprometer a eficiéncia. As combinacdes
avaliadas neste estudo ndo demonstraram maior eficacia que o método C

isoladamente. Notamos que os coagulos gerados no método A foram desfeitos com o
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H202 30%, viabilizando a filtragdo com um ligeiro aumento no tempo em relacdo ao
método C isolado.

Quadro 2 — Resultados obtidos no teste de comparacao entre trés métodos de
digestao aplicados ao leite e suas combinacées

Método Tempo Recursos Necessarios Volume Filtrado
Total em 20
(h:min) min (mL)
A (Pepsina) 1:30 HCI, pepsina, pHmetro, <50
banho-maria
B (Tween 20) 24:30 Tween 20, banho-maria <50
C (H202 72:20 Agua Ultrapura, H202 30% 480
30%)
A+B 27:20 HCI, pepsina, Tween 20, 196
banho-maria
A+C 72:30 HCI , pepsina, agua ultrapura, 528
H202 30%
B+C 72:40 Tween 20, agua ultrapura, H202 <50
30%
A+B+C 72:45 HCI, pepsina, Tween 20, agua 570,8
ultrapura, H202 30%
Controle 00:20 X 100
Negativo

Fonte: a propria autora (2023)
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ANEXO A

Procedimentos recomendados para redugao de contaminacao do ar, da
contaminacgao cruzada e da contaminacéo durante a manipulacdo das amostras,

realizados ao longo do presente estudo

eProtection equipment made of natural materials (e.g. cotton);
*Room with controlled ventilation and minimal personal;
eMinimum weekly cleaning schedulle of the room;
Reduce air eConducting all work in the laminar flow hood or equivalent;
S5l *Aluminum foil capping solutions and samples and proper storage.
S
«All glass and metal materials; y
«Prior washing of materials with acid and filtered water;
*Washing of materials between samples;
e e s eFiltration of all working solutions;
S5 1115150 *Decontamination of filters (e.g. at 450°C for 3 hours).
eField blanks during sample collection;
*Procedural blanks during sample treatment;
o lisiisl #Openfilters to control for air contamination.
control >,

Fonte: Prata et al. (2021)



