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RESUMO

Os microplasticos (MPs) sdo estruturas solidas caracterizadas como particulas de
plastico com dimensdes inferiores a cinco milimetros. Atualmente, a presenca de MPs é
registrada nos mais diversos ecossistemas do globo, em ambientes aquéaticos e terrestres,
independente da distancia entre esses locais e as regifes que hospedam atividades humanas.
Sdo encontrados também em diversos tipos de alimentos e produtos de consumo que estdo
presentes na rotina das populagdes. A poluicdo por MPs ndo € uma preocupacao recente, assim
como os alertas sobre seu potencial impacto negativo ao meio ambiente e a saide humana. Os
estudos sobre a presenca de MPs em alimentos e na dgua de consumo humano tém sido
complementados por outros mais recentes que mostram que essa contaminacdo também se
estende a produtos de consumo ndo nutricionais. Como a cerveja ocupa um lugar de destaque
entre as bebidas ndo nutricionais consumidas por brasileiros adultos, este estudo foi desenhado
com o objetivo de avaliar a presenca de MPs em 20 diferentes marcas de cervejas produzidas
no Brasil e comercializadas no Distrito Federal, utilizando-se amostras envasadas em lata e em
garrafa de vidro de cada uma das marcas. As amostras foram submetidas a processo de filtragem
com filtro de tela metalica com malhas de diametro de 25 micrometros e o liquido residual foi
separado para andlise qualitativa e semiquantitativa por contagem manual em camara de
Sedgewick Rafter. Utilizou-se corante Vermelho Nilo para reconhecimento dos fragmentos de
MP a microscopia de fluorescéncia. O célculo de porcentagem simples foi efetuado para
determinar o numero de particulas de MPs nos volumes de cada amostra. Os resultados
mostraram a presenca de MPs em todas as amostras de cervejas enlatadas e em apenas uma
amostra de cerveja engarrafada. O numero meédio de particulas de MPs encontradas nas
amostras de cerveja na apresentacdo em lata foi de 195 + 136 MPs por lata, com um nimero
minimo e maximo respectivamente de 12 e 508 MPs. Considerando a média por litro de cerveja,
as amostras em lata apresentaram media de 587 + 422 particulas de MPs por litro (MPs/L), com
variacdo de 44 a 1.516 MPs/L. A Unica amostra de cerveja engarrafada que apresentou
microplastico continha 109 MPs/L. As analises posteriores mostraram que houve diferenca
estatistica (p < 0,001) entre as marcas de cerveja em relagdo a concentracdo de MPs, com
estratificacdo de marcas de acordo com valores significativamente acima e abaixo da proporg¢ao
esperada (com intervalo de confianca de 95%). Em relacdo a localizacdo geografica de
fabricagdo das marcas, observou-se que duas cidades sediavam tanto inddstrias das marcas com

as maiores como aquelas com as menores concentracdes de MPs/L. O valor médio de MPs/L



encontrado neste estudo foi consideravelmente maior que os descritos em estudos anteriores.
Apesar de as metodologias utilizadas nos estudos terem sido diferentes, o que gera limitagdes
nas comparacoes dos resultados, os dados obtidos neste estudo representam o primeiro estudo
com esse foco no Brasil, contribuem com novos dados sobre o tema, corroboram a presenca de
MPs em cervejas consumidas em territério brasileiro e reforcam o alerta a ciéncia, as areas de
gestdo de saude publica, as industrias e a populacdo sobre a contaminacdo por MPs em cervejas

fabricadas e comercializadas no Brasil.

Palavras-chave
Microplasticos; cerveja; contaminacédo; Distrito Federal; saide humana; meio ambiente.



ABSTRACT

Microplastics (MPs) are solid structures characterized as plastic particles smaller than
five millimeters. Recently, the presence of MPs has been recorded in the most diverse
ecosystems around the globe, in aquatic and terrestrial environments, regardless of distance
between those sites and the regions that host human activities. They are also found in various
types of food and in daily-life consumer goods. MPs pollution is not a recent concern, neither
are the warnings about their potential negative impact on the environment and on human health.
Studies on the presence of MPs in food and drinking water have been complemented by more
recent ones that show that the contamination also extends to non-nutritional consumer goods.
Since beer holds a prominent rank among the non-nutritional beverages consumed by Brazilian
adults, this study was designed to evaluate the presence of MPs in 20 different brands of beer
produced in Brazil and commercialized at the Federal District region, using canned and glass-
bottled samples for each of the studied brands. The samples were filtered using a metal mesh
filter with diameter of 25 micrometer, and the residual liquid was separated for qualitative and
semi-quantitative analysis by manual counting in a Sedgewick Rafter chamber. Nile Red dye
was used for recognition of MPs fragments by fluorescence microscopy. Simple percentage
calculation was performed to determine the number of MPs particles in the different volumes
of each sample. The results showed the presence of MPs in all canned beer samples and in only
one glass-bottled beer sample. The average number of MPs found in the canned beer samples
was 195 + 136 particles per can, ranging from 12 to 508 particles. Considering the average
number of MPs per liter of beer, the canned samples averaged 587 + 422 MPs particles per liter
(MPs/L), ranging from 44 to 1,516 MPs/L. Only one glass-bottled beer sample showed
microplastic contamination and contained 109 MPs/L. Further analyses showed significative
difference (p < 0.001) between beer brands with respect to MPs concentration, with
stratification of brands according to values significantly above and below the expected
proportion (with 95% confidence interval). Regarding the geographic location where the brands
were manufactured, it was observed that two cities hosted industries with the highest and with
the lowest concentrations of MPs/L. The mean value of MPs/L found in this study was
considerably higher than those described in previous studies. Although the methodologies used
in the studies were different, which generates limitations in comparing results, the data obtained
in this study represent the first study with this focus in Brazil, contributed with new data on this

subject, corroborate the presence of MPs in beers in Brazilian territory and reinforce the alert



to science, public health management areas, industries and to the population about the MPs
contamination in beers manufactured and sold in Brazil.

Key words

Microplastics; beer; contamination; Federal District; human health; environment.
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1. INTRODUCAO

1.1 CONTEXTO HISTORICO DOS PLASTICOS

O termo plastico é derivado do grego cléssico plastikos (wioaotikog) e significa
“adequado a moldagem”. Em seu contexto inicial definia qualquer material que pudesse ser
moldado por calor ou pressdo para criar outros objetos. Também é empregado para todo
material constituido por resinas sintéticas que tém, por sua vez, a sua matéria-prima de origem
natural, como o alcool, o petrdleo, o gas natural e o carvao. Ao longo da histéria, a concepcao
original e as formas de se obter o material plastico foram sendo modificadas até chegar-se as
tecnologias atualmente utilizadas em sua manufatura e ao conceito de como ele é entendido no
presente (FREINKELL, 2011; GEYER, 2020).

Inicialmente, o plastico era obtido a partir de processos de transformacao de substancias
naturais, como borracha, resinas e chifres de animais, em materiais com as caracteristicas
desejadas para suprir os desejos e necessidades de diferentes atividades humanas, desde
ferramentas de trabalho até pecas de decoragdo. No século XVI as antigas populacdes
mesoamericanas (astecas, maias e incas) contribuiram com histéria da manufatura de novos
materiais plasticos a partir do desenvolvimento de técnicas de processamento da borracha
natural com o objetivo de criar artefatos, como estatuetas, bolas e bandas elasticas. Daquele
periodo até o século XIX, inovagdes técnicas permitiram que se passasse a moldar também
outras substancias naturais, como chifres de animais e resinas vegetais para gerar uma
quantidade maior de instrumentos utilizados nos varios cenarios das sociedades (HOSLER et
al., 1999; ANDRADY, NEAL, 2009; FREINKELL, 2011; GEYER, 2020).

Do ponto de vista bioquimico essas substancias provenientes da natureza, inicialmente
utilizadas na moldagem do plastico, compdem um grande grupo de polimeros naturais,
denominados biopolimeros polissacaridicos, polipeptidicos ou polinucleotideos, que sdo
macromoléculas de carboidratos, proteinas e peptideos formadas durante o ciclo da vida de
vegetais e animais. O termo polimero se origina do grego (poli, “muitas”; meros, “partes”) e
designa macromoléculas, independente da composicdo quimica, que resultam da ligacdo de
varias unidades de moléculas menores, os mondmeros. (ANDRADY, NEAL, 2009;
FREINKELL, 2011; GEYER, 2020).

No século XIX houve um grande impulso no desenvolvimento de novas técnicas de
modificacdo desses materiais poliméricos naturais. Em 1839, o americano Charles Goodyear

criou um processo denominado vulcanizacdo, através do qual incorporava-se moléculas de
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enxofre a borracha. A criacdo dessas pontes de sulfeto entre as cadeias do polimero tornava-os
mais duraveis, elasticos e resistentes as mudancas de temperatura. Em 1862, Alexander Parkes
prop0s o termo "parkesina” para caracterizar uma resina desenvolvida a partir da nitrocelulose,
gue era mais macia, impermeavel e resistente a moldagem quando aquecida, além de manter
sua forma quando resfriada. Essa substancia, considerada o primeiro plastico verdadeiro, foi
entendida inicialmente como uma boa substituta da borracha, mas néo prosperou devido ao seu
alto custo de producdo (BRASKEN, 2021).

Ainda no século XIX, havia um progressivo e continuo uso de marfim na confeccao das
bolas de bilhar e nas teclas de piano, decorrente da crescente fama do esporte e da producdo do
instrumento musical a época e esse fato ja ameacava a populacdo mundial de elefantes. Assim,
para substituir o marfim, na década de 1870 o americano John Wesley Hyatt aperfeicoou a
nitrocelulose liquida e criou uma nitrocelulose solida e estavel, patenteada como “celuloide”, o
que representou um importante avanco tecnolégico na producdo de plastico. No inicio da
década mais uma contribuicdo aparece quando em 1900 Jacques Brandenberger, um engenheiro
téxtil suico, desenvolveu uma nova substancia, o celofane, a partir da celulose, na tentativa de
criar uma pelicula protetora impermedvel para toalhas de mesa. Entretanto, foi em 1909 que o
quimico belga Leo Baekeland deu inicio a grande revolugédo do plastico moderno, ao fabricar o
primeiro plastico totalmente sintético e em escala comercial, a baquelite. Essa era uma resina
fenolica, rigida, dura e resistente ao calor apds a moldagem, comercializada como isolante de
bobinas para substituir a goma-laca (GILBERT, 2016).

Entre as décadas de 1910 a 1950 se iniciou um processo industrial global de
polimerizacdo em massa, permitindo que a producdo de pléasticos se diversificasse em varios
tipos de polimeros, como encontrados no mundo atual, como o Neoprene, poliéster, poliestireno
expandido (EPS, expanded polystyrene - Isopor®), policloreto de vinila (P\VC — polyvinyl
chloride), poliuretano, nylon, politereftalato de etileno (PET - polyethylene terephthalate),
teflon, silicone, polipropileno, polietileno, entre outros (FREINKELL, 2011; GEYER, 2020;
BRASKEN, 2021).

Dentro do contexto da grande quantidade de polimeros disponiveis, com distintas
caracteristicas fisico-quimicas e diferentes processos utilizados em sua manufatura, em 1988 a
Sociedade da Industria do Pléastico (SIP) estabeleceu um sistema de classificagao para ajudar os
consumidores e recicladores a identificar facilmente os diferentes tipos de plasticos. Assim, 0s
fabricantes passaram a indicar, obrigatoriamente, um cddigo ou nimero SIP em seus produtos.

Em 2016 a SIP teve seu nome alterado para Associagdo das Industrias do Plastico (PLASTICS,
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2022). Os cédigos dessa classificacdo podem ser encontrados na pagina da referida associacao
na Internet, https://www.plasticsindustry.org/advocacy/codes-standards.

Os plésticos modernos sdo manufaturados a partir de uma grande variedade de matérias-
primas e processos industriais. Nas ultimas décadas os combustiveis fosseis passaram a ser a
matéria-prima de eleigdo, apesar de eles poderem ser obtidos a partir de recursos renovaveis,
como da cana-de-agucar e do milho (PLASTICS EUROPE, 2008).

Entre as substancias fdsseis utilizadas na preparacao de plasticos estd o petréleo. Por
meio do processo de fracionamento do Oleo cru sdo obtidas varias fracdes, como 0 gas
liquefeito, a nafta, gasolina, querosene, diesel, graxa parafinica e alcatrdo (Figura 1). A fracdo
da qual os mondmeros sdo obtidos é a nafta, que passa por um processo de craqueamento
térmico (aquecimento na presenca de um catalisador) para produzir vérias substancias
denominadas petroquimicos basicos, como etileno, propileno, butadieno, buteno e isobutileno.
Esses, por sua vez, sdo convertidos em petroquimicos finos, entre eles o polietileno,
polipropileno e o PVC, os quais sdo posteriormente quimicamente modificados e entregues
como produtos de consumo (ROSAS, CASTRO, 2018, PIATTI, RODRIGUES, 2005).

Figura 1. Esquema de obtencdo de plasticos a partir do petroleo.

Petréleo
(100%)
| |
Diesel e dleo para Nafta Outros
aquedimento (20%) (10%)
(70%)
|
Gaselficaclo (13%) Matériasprima para
inddstria (7%)
|
Pléstico Outros produtos quimicos
(4%) (3%)

Fonte: adaptado de PIATTI e RODRIGUES, 2005.

Assim, o termo plastico, como entendido atualmente, engloba um grande nimero de
materiais resultantes de diversas tecnologias de transformacdo de polimeros de diferentes

origens e constituicbes quimicas (SANCHES, 2020).
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1.2 A IDADE DO PLASTICO

A escala internacional de tempo geoldgico divide a historia da terra em eras, periodos,
épocas e idades, que agrupam e descrevem grandes eventos geoldgicos que condicionaram a
formacdo do planeta ao longo de propostos 4,6 bilhdes de anos (WALKER et al., 2013). A
espécie humana surgiu em uma época extremamente recente dessa histdria geoldgica, iniciada
ha cerca de 11.500 anos, o holoceno. Ao longo dessa tdo recente histdria do universo, a acéo
humana tem deixado marcas e moldado a historia do planeta e seus habitantes em Varios
aspectos. Assim, a arqueologia e a antropologia reconheceram momentos da histéria humana
que foram impactados pela fabricacdo e utilizagdo de artefatos provenientes de materiais
especificos, os quais foram denominados em um sistema de trés importantes idades que
marcaram nossa histéria: idade da pedra, idade do bronze e idade do ferro (KIPFER, 2000).

Mais recentemente nessa historia, a presenca de plasticos e de seus residuos tornou-se
tdo presente nos varios cenarios da vida moderna que alguns autores tém sugerido reconhecer
0 periodo corrente da historia humana com sendo a idade do plastico (THOMPSON et al., 2009;
MOORE, MOSKO, 2017).

No contexto da idade do pléstico, uma das situacbes mais debatidas é seu perfil de
degradacdo no ambiente e suas consequéncias ambientais e a populagdo mundial
(BERTOCCHINI, ARIAS, 2023). Os plasticos podem ser decompostos a partir de quatro
mecanismos de degradacdo: hidrolitica, fotodegradagdo, termo oxidacdo e biodegradacéo
(WEBB et al., 2012; QIN et al, 2021)). O plastico biodegradavel € obtido a partir de recursos
renovaveis, como celulose, amido e algas e em seu processo de decomposicao origina biogases
(H20 e CO») e biomassa. O pléstico sintético é resistente ao ataque de microrganismos, uma
Vez que esses seres nao apresentam mecanismos bioquimicos eficientes para degrada-lo, como
fazem com outras substancias. Recentemente, novas tecnologias tém sido estudadas com o
objetivo de conseguir-se a biodegradacdo de polimeros sinteticos (QIN et al, 2021; THEW et
al, 2023).

No processo de decomposicdo do plastico, os polimeros resultantes atingem dimensdes
reduzidas e passam a ser considerados microplasticos (MP) e nanoplasticos. Atualmente, ndo
ha um consenso sobre as dimens@es utilizadas para classificagdo dos residuos em micro e
nanoplasticos. Entre as classificagbes mais utilizadas, sdo considerados MPs quando suas
dimensdes ficam entre 0,1 e 1.000 pum (COZAR et al., 2014) e nanoplasticos, quando iguais ou
menores que 0,1 pum (LAMBERT, WAGNER, 2016). Outros autores ainda dividem os MPs em
dois subgrupos, 1 a 500 um e 500 um a 5 mm (HIDALGO-RUZ et al., 2012). Os MPs sdo
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também distinguidos em priméarios e secundarios. MPs priméarios representam os plasticos ja
fabricados em escalas microscopicas, como os plasticos usados em cosmeéticos, esfoliantes ou
granulos industriais usados como precursores para a fabricagdo de produtos plasticos maiores.
Os MPs secundarios séo originados de fragmentos macroscéopicos que gradualmente diminuem
a tamanhos cada vez menores devido as forcas mecénicas e processos de oxidacdo e
fotoquimicos (SANCHES et al, 2022; STRUNGARU et al., 2019).

O termo nanoplastico ainda € motivo de debate, assim como sua subclassificacéo.
Alguns autores estabelecem um limite superior de 0,1 um, enquanto outros consideram o limite
superior como 0,01 um. Os nanoplésticos também sdo subclassificados em primarios e
secundarios (GIGAULT et al.,, 2018). Ao contrario dos nanoplasticos primarios, 0s
nanoplasticos secundarios sao mais propensos a formar agregados com outros materiais naturais
e/ou artificiais, com maiores implicagdes negativas ambientais (HUFFER et al., 2017).

Outra caracteristica do material plastico, a durabilidade, esta diretamente relacionada a
sua estrutura quimica. A auséncia de ligaces duplas em sua estrutura fornece grande
estabilidade as suas moléculas. Apesar do plastico se decompor em particulas cada vez menores
por diferentes mecanismos, suas estruturas moleculares fundamentais mudam muito pouco ao
longo desse processo e também persistem na natureza por longos periodos. Esse fato, alem de
facilitar sua disseminacdo ambiental, permite que seja mais facilmente ingerido por organismos
vivos nos diferentes ambientes, aquatico e terrestre (VERT et al, 2012; SHARMA,
CHATTERJEE, 2017), o que também gera implicacGes ambientais, muitas vezes associadas a
sua insercdo nas diversas cadeias alimentares do mundo animal.

S&o reais 0s numerosos beneficios e aplicacbes dos materiais plasticos a sociedade
moderna, em seus varios contextos. Eles estdo presentes nos mais variados itens da vida das
pessoas, como utensilios domesticos, vestimentas, em materiais das diferentes industrias
(eletrbnica, transporte, construcdo civil, telecomunicagdes ...), agricultura, tecnologia de
dispositivos das &reas da saude humana e veterinaria e em uma miriade de outros produtos
(MULLAN, 2002, OLIVEIRA, ALMEIDA, 2019). Esses usos tdo diversos decorrem, entre
outros fatores, da capacidade dos materiais plasticos em atuar sobre o desempenho de materiais,
versatilidade de desenho e moldagem, resisténcia a diferentes temperaturas de operacédo e a
corrosao, isolamento térmico e elétrico eficiente, durabilidade e custo relativamente baixo
quando comparado a outros materiais, naturais ou sintéticos.

Assim, impulsionado por seu uso cada vez mais difundido e por suas indmeras
aplicagdes, a producdo mundial de plasticos tem apresentado aumentos anuais em escala

geométrica. Em 1950 a producdo mundial de plasticos era dimensionada em 1,5 milhdo de
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toneladas/ano e no final da década de 2010 alcangou a cifra de 400 milhdes de toneladas/ano
(THE PLASTIC ATLAS, 2019). Futuras projecdes preveem que a producéo global de plasticos
atinja um valor acumulado de 34 bilhdes de toneladas em 2050 (STATISTA, 2020).

Dos cerca de 30.000 polimeros diferentes atualmente registrados para uso na Unido
Europeia, 0s plasticos mais comuns sdo poliestireno (PS), o polietileno (PE), o politereftalato
de etileno (PET), polipropileno (PP), o poliuretano (PUR) e o policloreto de vinila (PVC), os
quais juntos representavam cerca de 81% da demanda europeia de plasticos em 2016
(PLASTICS EUROPE, 2017).

Esses aspectos relacionados a estrutura e utilizagdo dos materiais plasticos, associados
aos baixos custos de producdo e aquisicdo e aos conceitos culturais de descartabilidade de
produtos em algumas sociedades, fazem com que muitos itens plasticos sejam usados uma Gnica
Vez e outros, apenas por um curto prazo de tempo. Esse fato tem gerado um crescente volume
acumulado de lixo plastico, sendo a Asia responsével por mais da metade da producéo mundial
de pléstico (PLASTICS EUROPE, 2019). A Figura 2 ilustra o percentual de producdo de
artigos plasticos com caracteristicas descartaveis originados nas diferentes regiées do globo
(THE PLASTIC ATLAS, 2019). Entre 1950 e 2015 estima-se que foram gerados 6,3 bilhdes
de toneladas de residuos plasticos primarios e secundarios (reciclados) no mundo. Deste total,
cerca de 9% foram reciclados, 12% incinerados e 0s 79% restantes depositados em aterros ou
lancado diretamente no ambiente (RHODES, 2019).

Figura 2. Distribuicdo da producdo de materiais plasticos descartaveis, por continente.
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Fonte: adaptada de STATISTA, 2019.
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1.3 MICROPLASTICOS, MEIO AMBIENTE E SAUDE HUMANA

As mesmas propriedades que tornaram os plasticos tdo uteis e difundidos,
principalmente sua durabilidade e resisténcia, sdo consideradas ao mesmo tempo béngdo e
maldicdo. Precisamente por serem tdo duraveis e resistentes, degradam-se lentamente, ao longo
de dezenas e centenas de anos, acumulando-se no ambiente (ANDRADY e NEAL, 2009;
ANDRADY, 2011; COZAR etal, 2014; LAMBERT e WAGNER, 2016; SCHIMID et al, 2020;
LU et al, 2023).

O Quadro 1 mostra uma estimativa do tempo de decomposicdo de diferentes tipos de
plasticos encontrados em ambiente marinho. Alguns materiais necessitam de exposicao a luz
solar e adequada oxigenacao para 0 processo de degradacao, e por isso o tempo de degradacao
passa a ser mais longo em ambiente marinho, assim como quando enterrados na superficie

terrestre.

Quadro 1. Tempo médio estimado de decomposicao de itens de detritos marinhos tipicos.

Tempo médio de Material
decomposi¢édo

600 anos Linha de pesca
400 — 500 anos Fraldas descartaveis, escovas de dente, capsulas de café
200 a 450 anos Fralda descartavel, garrafas plasticas
100 anos Embalagem longa-vida
50 anos Copo de isopor, boia de espuma, nylon
20 anos Sacolas plasticas
6 meses Porta-bebidas fotodegradavel

Fonte: adaptado de MOTE MARINE, 2018

Micro e nanoparticulas plasticas tém sido registradas nos mais variados ecossistemas
terrestres, como oceanos, lagos (CARPENTER e SMITH, 1972; FREE et al., 2014; LUSHER,
2015; MARTELLINI et al., 2018), atmosfera (LIU et al., 2019), solo (ZANG et al., 2018) e
inclusive na agua de chuva (BRAHNEY et al., 2020).

A poluicdo por MPs ndo é uma preocupacdo recente e por mais de cinco décadas
cientistas e ambientalistas tém alertado os gestores publicos e a populagdo sobre seu potencial
impacto negativo ambiental e sobre a salde humana. As evidéncias cientificas mostram que
mesmo que hipoteticamente seu crescimento fosse subitamente interrompido, suas

consequéncias repercutiriam ainda durante imprecisos alguns séculos (BARNES et al., 2009).
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O numero de fatores potencialmente prejudiciais ao meio ambiente secundarios a
detritos de plastico vem sofrendo continua escalada, inclusive pelo entendimento de que os itens
plasticos podem ser veiculos de poluentes organicos persistentes (persistent organic pollutants
— POPs) (MATO et al., 2001). Eles podem ainda transportar espécies de seres vivos nao
autoctones para novos locais (BARNES et al., 2009) e desencadear problemas ambientais,
como € o caso de transporte de algas associadas ao fenémeno de marés vermelhas em algumas
partes do mundo.

A real dimenséo da poluicdo dos oceanos por residuos plasticos é ainda desconhecida.
Estudos mostram distribuicdo global dos MPs, ndo restritos as proximidades dos centros
populacionais. Um nimero crescente de observac6es evidencia residuos plasticos onipresentes
e se acumulando progressivamente nos oceanos. As estimativas tedricas da quantidade de MPs
na superficie dos oceanos ficam aquém das concentragdes experimentalmente detectadas
(ERIKSEN et al., 2014), o que levanta a questdo de “para onde estdo indo todos os plasticos?”.
Investigacdes sobre a distribuicdo vertical de MPs nas colunas de agua sugerem que o destino
de MPs ndo € apenas a superficie do oceano, mas o fundo do mar (WOODALL et al., 2014),
incluindo trincheiras remotas (JAMIESON et al., 2019). Exemplificando a extensdo dessa
contaminacdo, fragmentos plasticos foram encontrados nas areas continentais congeladas e em
locais remotos do Mar Artico, sendo que as concentragdes de microplasticos encontradas nas
areas congeladas revelaram-se maiores do que as detectadas em aguas superficiais oceanicas
(OBBARD et al., 2014).

Grande parte dos plasticos flutuantes sdo transportados pelas correntes oceadnicas para
determinadas areas, 0s chamados giros oceanicos, regides onde a correntes circulares levam ao
acumulo de grandes quantidades de detritos. Os grandes giros oceanicos (Figura 3) séo: (1)
Giro do Pacifico Norte; (2) Giro do Oceano indico; (3) Giro do Pacifico Sul; (4) Giro do
Atlantico Sul; (5) Giro do Atlantico Norte. O Giro do Pacifico Norte € 0 que apresenta maior
acumulo de detritos e impacto sobre o nivel de poluicdo dos oceanos (THE OCEAN
CLEANUP, 2020).

Aproximadamente 60% do plastico produzido é menos denso que a dgua do mar.
Embora a densidade de certos detritos plasticos seja mais leve que a agua do mar, é provavel
que sua quebra e a formagdo de MPs causem sua progressiva imersdo dentro das colunas de
agua. Os fatores de imersdo incluem ndo apenas a densidade de polimeros plésticos, mas a
bioincrustracdo por outros materiais (ENGLER, 2012). Mesmo polimeros de baixa densidade
como o polietileno e o polipropileno, quando incorporados a neve marinha, afundam, em média,

mais de 800 metros por dia (NEWEEL et al., 2005). As neves marinhas sdo formadas por
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agregados de particulas ricas em matéria organica constituidos por residuos fecais, larvarios,
fitoplancton, matéria inespecifica, organica e inorganica, e tém taxas de sedimentacdo muito
mais altas do que suas particulas individuais, correspondendo as principais responsaveis pelo
macico fluxo de material organico das aguas superficiais para as profundezas dos oceanos
(NEWEEL et al., 2005).

Figura 3. Giros oceénicos relacionados ao acumulo de plastico.

Fonte: adaptada de THE OCEAN CLEANUP, 2020.

Apesar dos plasticos representarem somente cerca de 10% do total de residuos
mundialmente descartados, eles representam uma propor¢do muito maior dos detritos que se
acumulam no ambiente (BARNES et al., 2009; SHARMA & CHATTERJEE, 2017). Entre as
consequéncias ecologicas do acimulo do plastico, estdo as mudancas climaticas, acidificacdo
dos oceanos e destruicdo da camada de ozdnio (CHANG et al., 2020). Micro e nanoplasticos
apresentam também um risco potencial a saide humana por permearem grande parte da cadeia
alimentar, dos microrganismos marinhos, aos moluscos, crustaceos e peixes utilizados na
alimentacdo humana (BROWNE et al., 2011; THOMPSON et al., 2004; ANDRADY, 2011;
COLE et al., 2011).

As concentracdes de MPs detectados nos diversos ambientes aquaticos (CHATTERJEE
& SHARMA, 2019; CERA et al., 2020) chegam a 100.000 particulas por metro cubico, de
origem predominantemente secundaria (WRIGHT et al., 2013) e proveniente dos varios
ambientes terrestres (BROWNE et al., 2011; DUIS & COORS, 2016; EFSA, 2016; ZHANG et
al., 2020). A Figura 4 ilustra as diferentes fontes de particulas microplasticas (secundarias ao
uso domeéstico, industrial, agricola, pesqueiro e a produgdo e consequente desperdicio de
produtos contendo MPs) e as possiveis rotas pelas quais essas particulas séo liberadas no meio

ambiente e eventualmente podem entrar na cadeia alimentar (TOUISSANT et al., 2019).
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As estacgOes de tratamento de agua removem efetivamente os MPs e as fibras sintéticas
das aguas residuais, prendem as particulas no lodo e evitam que elas entrem no ambiente
aquético. No entanto, a pratica muito comum de usar esse lodo como fertilizante agricola apds
a secagem tem resultado em um acumulo gradativo de MPs e fibras nos solos agricolas, que
pode ser detectado até mais de 5 anos apos a aplica¢do (ZUBRIS et al., 2005; CORRADINI et
al., 2019).

Figura 4. Visao esquematica das possiveis diferentes vias de contaminacédo da alimentacao
humana por microplasticos.

Fonte: adaptada de TOUISSANT et al., 2019.

A Figura 5 ilustra uma abordagem objetiva das principais rotas de exposi¢cdo humana
aos MPs, sendo a ingestdo oral a principal via de exposic¢do, os tecidos potencialmente

vulneréveis e respectivos mecanismos fisiopatoldgicos (CHANG et al., 2020).
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Figura 5. Diferentes rotas de exposi¢do aos microplasticos e possiveis efeitos a saide humana.
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Fonte: adaptada de CHANG et al., 2020.

A partir de estudos em animais, considera-se que, apos a ingestdo de MPs, particulas
menores que 1,5 um podem passar pela barreira intestinal e translocar-se para outros 6rgaos.
Em relacdo a saude humana, estudos de materiais plasticos que tém sido utilizados em préteses
ortopédicas provaram a translocacao de particulas plasticas para 6rgdos como o figado, bago e
nodulos linfaticos (URBAN et al., 2000; MINODA et al., 2003). Os consequentes efeitos das
particulas de MPs sobre a satde humana dependem de seu tamanho, tipo de polimero, aditivos
(plastificantes) associados, produtos quimicos absorvidos do meio ambiente e da topografia de
sua deposic¢do no corpo humano (WRIGHT & KELLY, 2017). Outro ponto importante é que
os detritos de plastico podem estar associados a um “coquetel de produtos quimicos”,
adicionados durante a fabricacdo e/ou adsorvidos no ambiente (ROCHMAN et al., 2015), o que
amplifica seus potenciais efeitos deletérios sobre a saide humana. Entre os principais elementos
adicionados estdo os metais pesados, niquel e o chumbo, de alto peso molecular, e cujo acumulo
tecidual esta relacionado a reconhecidos efeitos a saude humana. (ROCHMAN et al., 2013;
ROCHMAN et al., 2014; ROCHMAN et al., 2015).

Em teoria, a absorcéo intestinal de microplasticos no corpo em grandes quantidades
parece ser limitada e por isso a absorcao de particulas inertes atraves do trato intestinal tem sido
extensivamente estudada (O'HAGAN, 1996). Acredita-se que MPs com tamanho igual ou
superior a 150 um provavelmente ndo sejam absorvidos enquanto MPs menores que 150 pum

poderiam se translocar da cavidade intestinal para a linfa e para o sistema circulatorio,
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consequentemente causando uma exposicéo sistémica. No entanto, considera-se que a absorgao
desses MPs seja limitada, da ordem de menos de 0,3%. Adicionalmente, apenas MPs com
tamanho igual ou inferior a 20 um seriam capazes de penetrar em 6rgdos, enquanto a fragdo
menor, com tamanho inferior a 10 pm seria capaz de acessar nao somente todos os 6rgaos, mas
também atravessar as membranas celulares, a barreira hematoencefdlica e a placenta
(BROWNE et al., 2008; VON MOSS et al., 2012; BOUWMEESTER et al.,, 2015;
GALLOWAY, 2015; EFSA, 2016). Uma importante questdo sdo as interagdes dos micros e
nanoplasticos com o sistema imunologico e seu real potencial de imunotoxicidade,
imunossupressao, ativagao imune e respostas inflamatérias anormais (WRIGHT et al., 2017).

Alguns estudos mostram que microesferas de poliestireno de 50 a 100 nm passam mais
rapidamente através da placa de Peyer e vilosidades intestinais do que particulas maiores, de
aproximadamente 300 a 3000 nm (FLORENCE E HUSSAIN, 2001). No entanto, a dimenséo
das particulas ndo € o Unico fator decisivo, pois além do tamanho, sua afinidade pela dgua
(hidrofilicidade) e sua carga elétrica superficial também contribuem para a translocagédo
(AWAAD et al., 2012).

DENG et al., (2017) administraram particulas fluorescentes de poliestireno de dois
didmetros (5 pm e 20 pum) a camundongos durante 28 dias a fim de avaliar a distribuicdo
tecidual, o acumulo de particulas e os riscos especificos a salde dos animais. A maioria dos
estudos sobre a contaminacdo por MPsS em organismos vivos era até entdo realizada em
moluscos ou peixes, mas o estudo de DENG et al., (2017) avaliou mamiferos. Os resultados
mostraram o acumulo de MPs no figado, rins e intestino (Figura 6). A cinética de acimulo
tecidual e os padrdes de distribui¢do foram fortemente dependentes do tamanho das particulas
de MPs. Os camundongos foram expostos a MPs por um periodo de tempo relativamente curto,
mas os resultados obtidos levantam questdes sobre as consequéncias da exposi¢cdo em humanos,
mesmo diminuta, mas diéria e por tempo extremamente prolongado, derivando de diversas
fontes (DENG et al., 2017).
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Figura 6. Acumulo de diferentes tamanhos de MPs em tecidos de camundongos apds
exposicédo por 28 dias.
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: e
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As particulas de diferentes tamanhos de MPs aparecem como pontos fluorescentes bem marcados nos
tecidos hepatico, renal e intestinal dos camundongos. Fonte: adaptada de DENG et al., 2017.

1.3.1 Microplasticos e saide humana: contaminacao da 4gua e alimentos

Varios estudos tém mostrado que a dgua potavel, seja a consumida in natura ou pelo
consumo de bebidas industrializadas, tem sido um importante meio de introducdo de MPs no
corpo humano (WHO, 2019). Estudos que pesquisaram a presenca de MPs em &gua de torneira
em diferentes continentes mostram que 0s ndmeros maximos de MPs por litro (MPs/L) de
amostra chegam a 628 MPs/L na Europa (PIVOKONSKY et al., 2018), 440 MPs/L na Asia e
18 MPs/L nos Estados Unidos (SHRUTI et al., 2020).

Estudos com agua engarrafada também mostram a presenca de MPs. KANKANIGE &
BABEL (2020), ao estudarem a contaminacdo por MPs em garrafas PET de uso Unico na
Tailandia, encontraram concentracfes de 140 + 19 MPs/L em &gua de garrafas plasticas e 52 +
4 MPs/L em agua de garrafas de vidro.

Uma possivel via adicional de exposicdo ainda ndo devidamente investigada é a
derivada do uso de &4gua contaminada com MPs no preparo e incorporagdo de alimentos. De
acordo com as estimativas da OMS, 7,5 litros de agua per capita por dia (WHO, 2017) sdo
usados em média, ao redor do mundo, para hidratagéo, preparo e incorporagdo dos alimentos.
Este é um problema complexo, pois ndo esta claro até que ponto os MPs pré-existentes na agua

poderiam potencialmente ser absorvidos pelos alimentos. O grau de contaminagdo dependeria
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do método de preparo dos alimentos e, consequentemente, de varia¢des geograficas e culturais
(DANOPOULOS et al., 2020).

Estudos com foco na contaminagdo por MPs de alimentos utilizados na dieta humana
ainda sdo relativamente escassos, possivelmente devido a auséncia de uma definicdo de micro
e nanoplasticos internacionalmente aceita e a heterogeneidade de metodologias e desenhos
experimentais aplicados nos estudos, o que resulta em dificuldades na interpretacdo e
reprodutibilidade dos dados (TOUISSANT et al., 2019).

A maior parte dos estudos até 0 momento concentrou-se em espécies comestiveis:
peixes de agua doce e salgada, moluscos, crustaceos e tartarugas. Estudos com foco na
contaminagdo de alimentos processados e bebidas industrializadas s&o mais escassos.
Organismos ndo comestiveis, que ndo entram normalmente na dieta humana, como por
exemplo, aves e mamiferos marinhos tém um papel negligenciavel no potencial de
contaminacgéo humana (TOUISSANT et al., 2019).

Em relacdo as espécies marinhas, a contaminagdo por MPs decorre da ingestdo direta e
por transferéncia trofica. MPs suspensos na dgua do mar sao ingeridos por muitas espécies
(BROWNE et al., 2008). BOERGER et al. (2010) encontraram fragmentos de plastico em
escala centimétrica no estbmago de 35% dos peixes que se alimentam de planctons capturados
no Giro do Pacifico Norte e encontraram, em média, 2,1 fragmentos de plastico para cada peixe
examinado.

Descobertas semelhantes foram relatadas em estudos em estuérios brasileiros onde 18%
a 33% de bagres recolhidos para exames apresentaram presenca de particulas de plastico em
seus estdmagos. Apesar do estdbmago e intestinos desses peixes serem normalmente removidos
antes do consumo humano, o uso desses 6rgdos no preparo de racdo animal (aves e suinos) tem
sido motivo de preocupagdo (MALAWEERA, WIJESUNDARA, 2015; TOUISSANT et al.,
2019).

Moluscos bivalves ou pequenos peixes representam importante fonte de potencial
contaminagdo por serem consumidos por inteiro. Em 2016, a Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos (EFSA) publicou uma reviséo geral sobre a presenca de micro e
nanoplasticos em alimentos, com um foco particular sobre frutos do mar (EFSA, 2016). O
relatério indicava que o mexilhdo comum (M. edulis), cultivado para consumo humano, pode
ingerir particulas de MP com tamanhos que variam de 2 pm a 10 pum. Isso ja havia sido
demonstrado experimentalmente por BROWNE et al (2008) que evidenciaram o acumulo de

microesferas de poliestireno (3 ¢ 10 um) no intestino de M. edulis e sua translocacdo para o
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sistema circulatorio, levantando a hipétese que esta translocacdo e para outros 6rgdos poderia
acontecer em outros organismos, incluindo o ser humano.

Um outro nutriente em foco quanto a contaminagéo por MPs é o sal marinho. MPs foram
encontrados em amostras comerciais de sal de diferentes paises, como Espanha (INIGUEZ et
al, 2017) e Turquia (GUNDOGDU, 2018). Como os sais comerciais sdo usados diariamente
pela maior parte das populac@es, a longo prazo eles parecem se constituir uma importante fonte
de contaminagdo da populacdo em geral (PEIXOTO et al., 2019). KARAMI et al (2018)
testaram e detectaram MPs em 17 marcas de sal comercializadas em oito diferentes paises e na
avaliagdo de seus resultados concluiram que apesar da contaminagdo estar presente em quase
todas as amostras a quantidade de MPs detectadas era negligenciavel (1 a 10 MPs/kg), devendo
consequentemente ter um efeito minimo sobre a salde humana.

Atualmente, ndo ha dados suficientes na literatura que permitam um conhecimento
preciso do risco associado a saude humana decorrente da exposi¢do a MPs advindos de produtos
ingeridos. Os polimeros pléasticos sdo considerados bioquimicamente inertes. Entretanto, como
as reacdes de polimerizacdo raramente sdo completas, alguns mondmeros residuais podem ser
encontrados no material plastico e eles podem ser liberados da matriz plastica (ARAUJO et al.,
2002). Alguns desses mondmeros apresentam toxicidade e risco carcinogénico,
consensualmente definido pela Agéncia Internacional de Pesquisas em Céncer - IARC (Tabela
1). No caso dos aditivos, como sdo misturados fisicamente e ndo ligados quimicamente aos
polimeros, eles podem se deslocar dos polimeros em determinadas condic6es fisico-quimicas,
interagir com reagdes quimicas do metabolismo do individuo e provocar alteracGes fisico-

quimicas.
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Tabela 1. Toxicidade em humanos associada a monémeros e aditivos plasticos.

Mondmero ou Aditivo Potencial efeito toxico Referéncia

Cloreto de vinil Carcinégeno 1 IARC, 2008
Angiossarcoma hepatico

Estireno Carcinogeno 2A IARC, 2018
Ftalato de dibutila (DBP) Carcindgeno 2B IARC, 2013
Hepatocarcinoma NTP, 1982
Tumor testicular VOSS et al., 2005
Ftalato de dietil-hexil (DEHP) Resisténcia insulinica GRINDLER etal., 2018

Hipertensdo arterial
Menopausa precoce

Classificacdo das substancias carcinogénicas segundo a IARC: tipo 1- carcindgenos para humanos (evidéncias
suficientes e causalidade reconhecida); tipo 2A — provaveis carcindgenos para humanos (evidéncias limitadas em
humanos mas suficientes em animais); tipo 2B — possivel carcindgeno para humanos (evidéncias limitadas como
carcindgenos para humanos e evidéncias pouco suficientes em animais); tipo 3 — carcinogénese ndo classificada
(evidéncias inadequadas em humanos e animais); tipo 4 — provaveis ndo carcindgenos (evidéncias ndo sugerem
carcinogenicidade em humanos ou animais).

Fonte: IARC, 2022.

No atual estagio do conhecimento ainda ndo se conhece a verdadeira extensao do impacto
de MP advindos da ingestéo de diferentes produtos na saide humana. Entre os hiatos que devem
ser preenchidos para que respostas mais acuradas sejam alcancadas estdo a necessidade de
padronizacdo de metodologias e ensaios laboratoriais que permitam andlises quantitativas e
qualitativas mais precisas de MPs na agua, alimentos, produtos ingeridos ndo dietéticos e nas
amostras bioldgicas (sangue, tecidos, urinas, fezes), melhor entendimento dos efeitos da
preparacdo dos alimentos (cozimento, armazenamento, congelamento) sobre a
biodisponibilidade dos MPs e na possivel liberacdo de aditivos ou monémeros residuais nos
produtos finais ingeridos, seu impacto na microbiota intestinal e na absorcdo real dessas
substancias, e uma melhor compreenséo da toxicocinética e dos efeitos da exposicéo a longo
prazo a esses materiais (SANCHES et al, 2022; SHRUTI et al, 2020; BAI et al, 2022).

1.3.2 Presenca de microplasticos em cerveja
Dentro da conjuntura de grande dispersao de MPs nos varios cenarios e ecossistemas

mundiais e que permeiam as diversas atividades humanas, é natural questionar-se sobre o risco
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potencial de contaminacdo de produtos ingeridos ndo dietéticos (ndo nutricionais), como
bebidas ndo alcodlicas (refrigerantes, repositérios eletroliticos, energéticos) e alcodlicas que
fazem parte dos habitos de uma significativa parte da populagdo mundial. Essa preocupagdo se
da tanto pelo fato de a agua ser entendida como um veiculo de dispersdo dos MPs como pelo
fato de alguns vasilhames utilizados no engarrafamento dessas bebidas poderem ter materiais
plasticos em sua composicao, devido a algumas de suas propriedades ja discutidas e que o fazem
ser téo utilizado no mundo moderno.

No que tange ao consumo de bebidas alcoolicas, seu padrdo de ingestdo tem sido uma
preocupacao da Organizacdo Mundial de Saide (OMS) e pela Organizacdo Panamericana de
Saude (OPAS), em ambito mundial, frente as varias consequéncias a saude fisica, psiquica e
social do individuo e das populagdes, conforme demonstrado em um grande nimero de estudos
(ANDERSON, 2021; OSORIO PAZ et al., 2020; STATESCU C et al., 2020). Esse aspecto do
impacto do alcool e seus metabdlitos na salde humana, apesar de substancial importancia em
salde publica, ndo sera abordado neste trabalho, pois fugiria ao seu escopo.

O aspecto aqui enfocado diz respeito a taxa de consumo de bebidas alcodlicas no
mundo. Segundo dados da OMS, 57,7% da populacdo adulta do Brasil tomam algum tipo de
bebida alcodlica em sua rotina. Destes, 34% optam pela bebida destilada, enquanto 60% pela
cerveja e 4% pelo vinho (STATISTA, 2020; STATISTA, 2022)

Nesse contexto, os dados mostram que a cerveja € a terceira bebida (entre as nutritivas
e ndo nutritivas) mais consumidas pela populagcdo mundial, atras do ché e do café. A fabricacdo
e comercializacdo da cerveja correspondem ao maior segmento do mercado de bebidas
alcodlicas em todo o mundo. Estima-se que o valor das vendas mundiais seja de US$587 bilhdes
alcancados em 2019 e aumentara para US$867 bilnGes em 2025 (STATISTA, 2022).

A populagdo adulta brasileira é a terceira que mais ingere cerveja no mundo, sendo
responsavel por 7% do consumo do planeta, sequindo a populagéo chinesa (27% do consumo
mundial) e a dos Estados Unidos (13% do consumo mundial). Estima-se que o consumo de
cerveja no Brasil tenha sido de 11,4 milhdes de litros em 2020 (STATISTA, 2022).

No contexto do alto consumo de cerveja no mundo e o risco potencial de haver
contaminagdo por MPs nessa bebida, os primeiros dos poucos estudos sobre esse tema se
iniciaram na década de 2000. HARTMANN (2006), em sua dissertacdo de Mestrado na cadeira
de Tecnologia de Cervejaria da Universidade Técnica de Munique (Alemanha), foi o primeiro
a descrever a presenca de particulas de polivinil polipirolidona em cervejas daquele pais,
particulas essas também reportadas em amostras de cervejas alemés por STEINER et al. (2010),

atribuindo-se, naquele momento, defeitos no processo de filtragem da bebida. Também na
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Alemanha, alguns anos apds, LIEBEZEIT, LIEBEZEIT (2014) realizaram um estudo maior
sobre a contaminacdo por MPs em 24 marcas de cervejas alemds, com contaminacao descrita
em todas elas. A partir de entdo alguns poucos trabalhos com o mesmo foco surgiram em outros
paises. KOSUTH et al., 2018 encontraram particulas de MPs nas 12 marcas de cerveja
analisadas, todas manufaturadas com agua proveniente de um dos cinco Grandes Lagos
Laurentianos (Superior, Michigan, Huron, Erie e Ontario), com uma média de 4,05 MPs/L, com
comprimento médio das fibras de 0,98 mm (varia¢do 0,1 a 5 mm). O estudo também mostrou,
ao comparar a contaminacéo da agua proveniente dos Grandes Lagos com MPs, que ndo havia
correlacdo entre a contaminacao das cervejas com a origem da agua utilizada na sua fabricacao,
levando a hipotese de haver correlagdo com alguma outra etapa do processo de fabricacdo. No
estudo de DIAZ-BASANTES et al. (2020) os autores descreveram a presenca de fibras de MPs
em cervejas industrializadas e artesanais no Equador, na apresentacdo em garrafa, em
concentragdes médias de 40 MPs/L (18 a 98 MPs/L) e 45 MPs/L (12 a 56 MPs/L),
respectivamente.

HABSCHIED et al (2022) publicaram recentemente um estudo que traz a tona um outro
aspecto sobre a contaminacdo de cervejas por MPs ao avaliarem cervejas comercializadas em
recipientes PET na Croacia. Eles descreveram a presenca de compostos quimicos que
potencialmente podem estar associados e refletir a contaminagéo por MPs devido ao processo
de fabricacdo das garrafas PET, como a B-ciclodextrina (utilizada na confeccdo do filme
plastico que reveste o vasilhame PET) e o L(-)-gliceraldeido (um substituto para o formaldeido
toxico originalmente utilizado na manufatura de plasticos biodegradaveis a base de caseina). A
mensagem deste estudo acende um novo olhar nessa questdo da contaminagéo, abordando néo
apenas a existéncia do fragmento contaminante em si, mas rastros de sua presenca, e o potencial
impacto desses compostos na saide humana.

Como em nossa pesquisa bibliografica ndo encontramos estudos em territorio brasileiro
que tenham focado a pesquisa de MPs em cervejas consumidas no pais, entendemos que 0
desenho e a execucdo de um estudo com esse objetivo poderiam contribuir com essa lacuna no
conhecimento cientifico nesta area, em especial no melhor entendimento do que acontece em

nosso pais.

1.4 JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Considerando os aspectos de producdo, degradagdo, dispersdo e contaminagdo do

plastico nos varios ecossistemas terrestres e sua potencial incorporacdo nas cadeias alimentares
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através da contaminagdo em produtos nutricionais e nao nutricionais ingeridos pela populagédo
humana, do significativo e crescente consumo de cerveja pela populacdo brasileira adulta, do
potencial risco de contaminacgéo desse grupo de bebidas por MPs e por ndo termos encontrado
estudos prévios que focaram na avaliacdo dessa questdo em territorio brasileiro, entendemos
que seria importante desenharmos e desenvolvermos um estudo para analisar a existéncia ou
ndo de contaminacédo da cerveja comercializada em nosso meio.

Os resultados deste estudo podem contribuir com dados ao melhor entendimento da
contaminacdo de uma das bebidas mais consumidas por nossa populacdo adulta e embasar

futuros estudos sobre as consequéncias dessa contaminacao na saude global da populacéo.

1.5 HIPOTESE DO ESTUDO

A hipétese nula (Ho) deste estudo é que haja contaminacdo por microplasticos nas
cervejas comercializadas no Distrito Federal, em suas duas apresentagdes, recipientes em lata e
em garrafas de vidro, mas que ndo haja diferencas na concentracdo das contaminacgdes entre as

marcas.



33

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar a presenca de microplasticos em amostras de cervejas, em apresentacao em

lata e em garrafa de vidro, produzidas no Brasil e comercializadas no Distrito Federal.

2.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS

2.2.1 Realizar determinacdo semiquantitativa da presenca de microplasticos nas
amostras de cervejas estudadas.

2.2.2 Comparar a quantidade de microplasticos entre as duas apresentacdes das cervejas
analisadas.

2.2.3 Comparar a quantidade de microplasticos entre as diferentes marcas de cervejas
avaliadas.

2.2.4 Discutir as potenciais implicacfes dos microplasticos na cerveja a saide humana

dentro do atual estado de evidéncias cientificas disponiveis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM

Para a realizacdo do estudo foram utilizadas amostras de 20 marcas diferentes, todas
produzidas em territorio brasileiro e comercializadas no Distrito Federal. Para cada marca
foram utilizadas uma amostra de apresentacdo em lata e uma amostra de apresentagdo em

garrafa de vidro (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas das cervejas estudadas.

Volume Volume

Pares de Lata Validade Garrafa Validade _ Origem Marca
amostras (mL) Lata (mL) Garrafa (cidade, Estado)
1 350 04/04/21 355 10/05/21 Teresopolis - RJ Petra®
2 350 02/04/21 600 04/03/21 Jaguaridna - SP Antarctica Original®
3 350 14/01/21 600 16/06/21 Petropolis - RJ Império®
4 269 14/04/21 330 06/12/20 Jaguaritna - SP Budweiser®
5 350 16/06/21 330 07/07/21 Jacarei - SP Heineken®
6 350 14/08/21 355 16/05/21 Blumenau - SC Eisenbahn®
7 410 13/05/21 330 13/12/20 Jaguaridna - SP Stella Artois®
8 350 30/01/21 330 04/04/21 Céndido Mota - SP Almada®
9 269 28/04/21 355 16/01/21 Jaguaridna - SP Bohemia®
10 350 21/03/21 330 18/06/21 Céandido Mota - SP Moinho Real®
11 269 17/01/21 330 14/03/21 Candido Mota - SP Burguesa®
12 269 19/02/21 1000 22/02/21 Petrdpolis - RJ Itaipava®
13 350 20/03/21 330 19/03/21 Jaguarilina - SP Brahma®
14 350 04/05/21 330 12/04/21 Pirai - RJ Beck’s®
15 350 05/02/21 275 22/01/21 Sete Lagoas - MG Skol Puro Malte®
16 269 31/05/21 300 14/06/21 Jaguaritina - SP Antarctica®
17 350 11/12/22 600 05/12/22  Campos de Jorddo - SP  Baden Baden Cristal®
18 350 16/09/22 355 24/10/22 Jaguaritna - SP Spaten®
19 269 15/08/22 330 26/06/22 Petrépolis - RJ Hoegaarden®
20 410 24/08/22 600 27/07/22 Ribeirdo Preto - SP Colorado®

Todas as cervejas foram adquiridas em estabelecimentos comerciais de quatro Regides
Administrativas do Distrito Federal (RA-DF), no periodo compreendido entre setembro de
2020 e marco de 2022. As RA-DF foram Santa Maria, Gama, Taguatinga e Asa Norte.



35

3.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras foram analisadas no Laboratorio Interdisciplinar de Biociéncias (LabIBC),
da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia - UnB.

Todos os cuidados foram adotados no manuseio das amostras durante a preparagéo e
andlise, para evitar, ou a0 menos minimizar, o risco de contato com qualquer material plastico
e interferéncia de contaminacdo pré-analitica.

Antes da andlise das amostras, toda a vidraria utilizada no estudo foi lavada e
rigorosamente enxaguada com agua Milli-Q®, utilizando o sistema de purificagdo Milli-Q®
Direct 8/16 (Milipore SAS, Franca) (Figura 7) do LabIBC/FM-UnB.

Figura 7. Equipamento de Ultrapurificagdo Milli-Q® do LabIBC/FM-UnB.

Fonte: proprio autor.

A agua ultrapura tipo 1 Milli-Q® resulta de processo de ultrapurificagdo que envolve as

seguintes etapas:

(1) Pré-filtracdo: a &gua da torneira € inicialmente modificada para &gua tipo 3 no
equipamento RiOs® acoplado, onde sofre remogdo de coloides, particulas e
diversos atraves de filtro plissado e carvao mineral.

(2) Osmose Reversa: remoc¢do de 95-99% dos contaminantes (ions, particulas,

bactérias e compostos organicos com peso molecular > 200 kDa).
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(3) Eliminag&o de bactérias: uso de lampada ultravioleta bactericida (265 nm), livre de
mercario.

(4) Armazenamento de &gua pura em tanque especifico com filtro de ventilacdo
protetor contra contaminantes transportados pelo ar e modulo de sanitizagdo
automatica que previne a formagcao de biofilme.

(5) Foto-oxidacéo: através de uma lampada ultravioleta com comprimento de onda
duplo de longa duracdo para degradacdo de moléculas organicas.

(6) Purificacdo: realizada através de um cartucho especifico que gera resistividade de
18,2 MQ.cm (25°C) e TOC (carbono organico total) abaixo de 5 ppb.

(7) Recirculagdo em alca.

(8) Dispensacdo: disponibilizacdo da agua ultrapura de tipo | armazenada e com
remog&o continua de contaminantes.

A agua tipo 3 corresponde ao menor grau de purificacdo aceitavel para uso em

laboratérios e é recomendada para uso no enxague de vidraria, banho-maria, autoclaves ou para

alimentar sistemas de purificacdo de agua. A aguatipo 1 representa a melhor qualidade possivel

de ser obtida com as tecnologias disponiveis atualmente para tratamento e purificacdo de agua.

Todos os instrumentos e as superficies de trabalho foram limpos com alcool a 100% e

limpos com &gua Milli-Q® antes e ap06s a analise de cada amostra a fim de evitar contaminac&o.

Jalecos (material de algoddo) e luvas de nitrilo foram usados durante o experimento. Uma

capela de fluxo laminar foi usada durante o processo de andlise (Pachane Biotechnology

Pa410®, Piracicaba, SP, Brasil). Para garantir e descartar qualquer possivel contaminacao

durante a preparacdo ou andlise das amostras, no inicio de cada sequéncia de analises foi

preparado um controle negativo utilizando agua Milli-Q® (Figura 8). O controle negativo foi

analisado usando o mesmo procedimento das amostras em estudo.

Figura 8. Camara de Sedgewick Rafter — amostra controle negativo.

Fonte: Proprio autor.
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As amostras de cerveja foram processadas individualmente da seguinte forma: cada
garrafa ou lata foi cuidadosamente aberta na capela de fluxo laminar onde todo o processo foi
levado a termo. Os diferentes volumes de cada amostra foram a seguir filtrados, por gravidade,
utilizando um filtro de tela metalica com malhas de diametro equivalente a 25 um (peneira para
andlise granulométrica, Bertel Industria Metaldrgica Ltda., Sdo Paulo, Brasil) (Figura 9-A). A
malha do filtro foi cuidadosamente lavada a seguir, com aproximadamente 100 mL de agua
Milli-Q®, e 800 pL do liquido residual foram coletados na lateral do filtro (Figura 9-B) e
adicionados a 200 pL de uma solucdo de corante Vermelho Nilo (9-dietilamino-5H-benzo [a]
fenoxazina-5-ona - N3013, Sigma Aldrich) diluida em metanol, na concentragdo de 10 pg/mL
(ERNI-CASSOLA et al., 2017).

O Vermelho Nilo foi inicialmente sugerido como possivel marcador fluorescente de
MPs (ANDRADY, 2011) e teve sua utilidade confirmada para esse fim em posteriores
publicacdes (SHIM et al., 2016; COLE, 2016). O Vermelho Nilo é comumente dissolvido em
acetona, mas o metanol foi preferido por serem os plasticos mais comuns resistentes a sua acdo
(ERNI-CASSOLA et al., 2017). Esta solucéo final foi transferida para um tubo Eppendorf de
1 mL e mantida no escuro antes da analise em microscopio de fluorescéncia. A solucdo foi
transferida para uma camara de contagem Sedgewick Rafter (Figura 9-C), que é composta por
1.000 quadrantes, compreendendo um volume total de 1 mL, cada quadrante correspondendo a
1l

A presenca de particulas de MPs foi analisada usando o microscdpio de fluorescéncia
Nikon Eclipse Ni-U® usando o filtro FITC® (comprimento de onda: 475-625 nm) (Figura 9-
D). A visualizagdo foi feita com aumento de 20-200X. Foram contados cem quadrantes
aleatorios, correspondentes a 10% da area total da camara. Um célculo de porcentagem simples
foi efetuado para determinar o nimero final de particulas de MPs nos diferentes volumes de

cada amostra.
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Figura 9. Etapas do processamento das amostras estudadas.

——

(A) Visualizacdo do método utilizado na filtragem das amostras de cervejas. (B) Método utilizado na coleta
das particulas de pléstico apos filtragem. (C) Visualizagdo da lamina de Sedgewick Rafter pronta para leitura.
(D) Microscdpio de fluorescéncia utilizado.

Fonte: Préprio autor.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

O namero definido de marcas de cerveja utilizados no estudo ndo seguiu nenhum critério
estatistico de calculo amostral, tratando-se assim de uma amostra de conveniéncia e baseado no
numero de marcas utilizados nos poucos estudos descritos na literatura (Tabela 3).

Para informacéo adicional, o nimero de cervejarias brasileiras registradas no Ministério
da Agricultura do Brasil em setembro de 2022 era de 1.549, conforme divulgado no Anuario
da Cerveja do Ministério (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2022), as quais contavam, em
conjunto, com um total de 35.741 produtos comercializados.
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Tabela 3: Namero de marcas de cervejas utilizadas nos estudos disponiveis.

Estudo Numero de marcas Pais

Hartman (2006) 3 Alemanha
Steiner et al (2010) N&o especificado Alemanha
LIEBEZEIT, LIEBZEIT (2014) 24 Alemanha
KOSUTH et al. (2018) 12 Estados Unidos
DIAZ-BASANTES et al. (2020) 14 Equador

Uma tabela de frequéncia foi criada para comparar frequéncias e proporc¢des observadas
de microplasticos entre as marcas de cerveja analisadas. As proporc¢des esperadas e intervalos
de confianca de 95% foram estimadas. Foi realizado um teste de Qui-quadrado para investigar
se as proporc¢des eram significativamente diferentes entre as amostras. Outras comparacdes de
proporcdes observadas com suas correspondentes proporcOes esperadas foram conduzidas
usando testes Z para avaliar a sub-representacdo ou super-representacdo de grupos, quando o
teste do Qui-quadrado foi considerado significativo. Um nivel de 5% de significancia foi usado
para avaliar a significancia estatistica, correspondendo significancia estatistica para valores de
p inferiores a 0,05. As analises foram conduzidas usando o programa estatistico Statulator on-
line (DHAND E KHATKAR, 2014).
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4. RESULTADOS

Neste estudo, encontrou-se MPs em todas as amostras (100%) de cervejas enlatadas,

com particulas e fibras em diferentes formatos (Figura 10).

Figura 10. Microplésticos observados nas amostras estudadas.

Fotomicrografias de oito amostras diferentes utilizando microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse
Ni-U® com filtro FITC® (comprimento de onda: 475-625 nm) e magnificacdo de 40-400X.

O numero médio de MPs encontrados nas amostras de cerveja na apresentacdao em lata
foi de 195 + 136 (por lata), com um nimero minimo e maximo respectivamente de 12 e 508
(Tabela 4). Na apresentacéo de cerveja engarrafada, apenas em uma amostra foram encontradas
particulas de MPs.

Como latas e garrafas de cada marca continham diferentes volumes, variando de 269 a
410 mL para as latas e 275 a 1.000 mL para as garrafas, a contagem absoluta de particulas em
cada recipiente foi dividida pelo volume de amostra para calcular a densidade de particula por

litro (MPs/L) (Tabela 4). Considerando a média por litro, as amostras enlatadas apresentaram
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média de 587 + 422 MPs/L (variacdo 44 a 1.516). A Unica amostra de cerveja engarrafada que

apresentou microplastico (amostra 7) continha 109 particulas por litro de cerveja.

Tabela 4. Nimero de particulas de microplasticos por lata/garrafa e por litro nas marcas de
cervejas estudadas.

Pares  Volume Particulas e Nimero de MPs Volume  Particulasde  Numero _de MPs
de lata MPs por lata por litro (latas) garrafa MPs por por litro
marca (mL) (mL) garrafa (garrafas)

1 350 52 148 355 0 0
2 350 159 454 600 0 0
3 350 508 1.454 600 0 0
4 269 139 516 330 0 0
5 350 224 640 330 0 0
6 350 355 1.014 355 0 0

7 410 295 719 330 36 109
8 350 213 608 330 0 0
9 269 150 557 355 0 0
10 350 18 51 330 0 0
11 269 29 107 330 0 0
12 269 408 1.516 1.000 0 0
13 350 222 634 330 0 0
14 350 62 177 330 0 0
15 350 254 725 275 0 0
16 269 247 918 300 0 0
17 350 271 774 600 0 0
18 350 46 131 355 0 0
19 269 12 44 330 0 0
20 410 230 560 600 0 0

MPs: microplasticos
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Na prova de igualdade de varias amostras, encontrou-se um valor de Qui-quadrado de
6561.2839, com p-valor = 0. Esse dado é uma forte evidéncia contra a hipdtese nula, ou seja, a
hipotese que refere ndo haver diferenca entre as marcas no que tange a concentragao de MPs.

As frequéncias estatisticas observadas e seus intervalos de confianca de 95%,
juntamente com suas correspondentes frequéncias e proporcdes esperadas referentes as marcas

em suas apresentacoes em lata estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Frequéncias estatisticas observadas nas amostras estudadas.

. observada swCl A valor Valor
Marca 1 148 (0,01) 0,01- 0,01 587 (0,05) -18,60 <0,001
Marca 2 454 (0,04) 0,04 - 0,04 587 (0,05) 5,65 <0,001
Marca 3 1.454 (0,12) 0,12 - 0,13 587 (0,05) 36,69 <0,001
Marca 4 516 (0,04) 0,04- 0,05 587 (0,05) -3,02 0,003
Marca 5 640 (0,05) 0,05- 0,06 587 (0,05) 2,23 0,026
Marca 6 1.014 (0,09) 0,08 - 0,09 587 (0,05) 18,06 <0,001
Marca 7 719 (0,06) 0,06 - 0,07 587 (0,05) 5,57 <0,001
Marca 8 608 (0,05) 0,05- 0,06 587 (0,05) 0,87 0,382
Marca 9 557 (0,05) 0,04 - 0,05 587 (0,05) -1,28 0,199
Marca 10 51 (0,00) 0,00- 0,01 587 (0,05) 22,71 <0,001
Marca 11 107 (0,01) 0,01- 0,01 587 (0,05) -20,34 <0,001
Marca 12 1.516 (0,13) 0,12- 0,14 587 (0,05) 39,31 <0,001
Marca 13 634 (0,05) 0,05- 0,06 587 (0,05) 1,97 0,048
Marca 14 177 (0,02) 0,01- 0,02 587 (0,05) -17,37 <0,001
Marca 15 725 (0,06) 0,06 - 0,07 587 (0,05) 5,83 <0,001
Marca 16 918 (0,08) 0,07 - 0,08 587 (0,05) 14,00 <0,001
Marca 17 774.(0,07) 0,06 - 0,07 587 (0,05) 7,90 <0,001
Marca 18 131 (0,01) 0,01- 0,01 587 (0,05) -19,32 <0,001
Marca 19 44 (0,00) 0,00 - 0,00 587 (0,05) -23,00 <0,001
Marca 20 560 (0,05) 0,04- 0,05 587 (0,05) -1,16 0,247

O teste do Qui-quadrado aplicado a essa analise foi significativo (p-valor < 0,001),
sugerindo proporcdes significativamente diferentes entre os grupos. Outras comparacoes

multiplas pelo teste Z indicaram que as marcas de cerveja 3, 5, 6, 7, 12, 13, 15, 16 e 17
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apresentaram valores significativamente superiores, enquanto as marcas 1, 2, 4, 10, 11, 14, 18
e 19 estavam significativamente abaixo da média (Tabelas 6 e 7), 587 + 422 MPs/L. As marcas

8, 9 e 20 encontraram-se dentro da faixa da proporgéo esperada.

Tabela 6. Marcas de cerveja com menores concentracdes de microplastico na apresentacao em

lata.

Amostra PI{/IOIE (()I(/ng?l_d)e Validade Lata i d;()j;i'gégga do) Marca
1 148 (0,01) 04/04/21 Teresopolis - RJ Petra®
2 454 (0,04) 02/04/21 Jaguariuna - SP Antarctica Original®
4 516 (0,04) 14/04/21 Jaguarilina - SP Budweiser®
10 51 (0,00) 21/03/21 Céandido Mota - SP Moinho Real®
11 107 (0,01) 17/01/21 Candido Mota - SP Burguesa®
14 177 (0,02) 04/05/21 Pirai - RJ Beck’s®
18 131 (0,01) 16/09/22 Jaguaritina - SP Spaten®
19 44 (0,00) 15/08/22 Petropolis - RJ Hoegaarden®

Tabela 7. Marcas de cerveja com maiores concentracdes de microplastico na apresentacdo em

lata.
Amostra Propt(n;/%&d)e MP Validade Lata (ci da%ggé;?a do) Marca

3 1.454 (0,12) 14/01/21 Petrdpolis - RJ Império®
5 640 (0,05) 16/06/21 Jacarei - SP Heineken®
6 1.014 (0,09) 14/08/21 Blumenau - SC Eisenbahn®
7 719 (0,06) 13/05/21 Jaguaridna - SP Stella Artois®
12 1.516 (0,13) 19/02/21 Petropolis - RJ Itaipava®
13 634 (0,05) 20/03/21 Jaguaritina - SP Brahma®
15 725 (0,06) 05/02/21 Sete Lagoas - MG Skol Puro Malte®
16 918 (0,08) 31/05/21 Jaguaritina - SP Antarctica®
17 774 (0,07) 11/12/22 Campos de Jordéo - SP Baden Baden Cristal®

As cidades de Petrdpolis (RJ) e Jaguaritna (SP) apresentaram marcas de cerveja que
figuraram tanto no grupo de maiores (duas e trés marcas, respectivamente) como no grupo de
menores concentracdes de MPs/L (uma e trés marcas, respectivamente). Em uma perspectiva
geogréfica maior, os Estados do Rio de Janeiro e S&o Paulo, principais localiza¢fes das fabricas
das cervejas analisadas, também apresentaram marcas de cerveja nos grupos de maiores (duas

e cinco, respectivamente) e menores (trés e cinco, respectivamente) concentragdes de MPs/L.
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A Tabela 8 ilustra a comparacdo das concentragdes de MPs encontradas neste estudo

com as descritas nos estudos anteriores.

Tabela 8. Comparacéao das concentracdes e caracteristicas dos microplasticos entre os estudos.

Estudo

Concentragao de microplasticos

Este estudo
. Brasil
.20 marcas: 20 em latas de aluminio

20 em garrafas de vidro

LIEBEZEIT, LIEBEZEIT (2014)
. Alemanha

.24 marcas

KOSUTH et al. (2018)
. Estados Unidos
.12 marcas: 8 em garrafa de vidro

4 em latas de aluminio

DIAZ-BASANTES et al. (2020)
. Equador
.14 marcas: 6 industriais

8 artesanais

Por lata: 195 + 136 MPs
Média das amostras em lata (n: 20): 587 + 422 MPs/L
Em garrafa (n: 1): 109 MPs/L

(n:19): ndo encontrado MP

Tamanho das particulas: ndo aferido

Média das amostras (n:24): 22,6 MPs/L
Variacdo: 2 a 79 fibras/L
12 a 109 fragmentos/L

Tamanho das particulas: ndo apresentado

Média de todas as amostras (n:12): 4,05 MPs/L
Variacgdo: 0 a 14,3 particulas/L
Tamanho das particulas:

.0,98 mm, variacdo: 0,1 a 5 mm (fibras)

Cervejas artesanais (n:8): 32 MPs/L
Cervejas industriais (n:6): 47 MPs/L
Tamanho das particulas:
.13,45 a 6.742,48 um (fibras)
2,48 a 247,54 um (fragmentos)

Obs.: As fibras séo definidas como particulas de estruturas unidimensionais cujo comprimento excede em muito
o seu diametro. Fragmentos correspondem a particulas sem formato definido cuja relacdo entre suas dimensoes é

minima.
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5. DISCUSSAO

A presenca de particulas micropléasticas em todas as amostras de cervejas examinadas
neste estudo foi consideravel e superou a concentracdo imaginada pela autora inicialmente, ao
desenhar este estudo. E provavel que esses valores sejam ainda maiores, pela possibilidade de
uma proporcdo consideravel de micro e nanoplasticos poderem ter escapado a analise.

Até 0 momento, poucos sdo 0s estudos sobre contaminacdo por MPs de produtos
alimentares e produtos ndo nutricionais, sélidos ou liquidos. Uma extensa revisao deste topico
revelou que, tanto quanto se pode saber, este € o primeiro estudo avaliando a presenga de MPs
em cervejas comercializadas no Brasil. No nosso pais, a cerveja é a bebida alcodlica mais
consumida, chegando a 11,1 bilhdes de litros consumidos em 2021 (STATISTA, 2022).
Considerando esse consumo, a ingestdo anual per capita de MPs contida somente nas latas de
cerveja seria, em média, de 34.560 particulas e poderia chegar a 78.516 particulas de MPs. Este
resultado é muito superior ao relatado por KOSUTH et al (2018) que analisaram 12 diferentes
marcas de cervejas americanas (8 em garrafa de vidro e 4 em lata) e encontraram uma média
de 4,05 particulas/L. O nimero de particulas detectadas nas cervejas brasileiras é também
superior ao relatado por LIEBEZEIT, LIEBEZEIT (2014) em cervejas alemas, no qual foram
detectadas de 2 a 79 particulas por litro (predominantemente fibras) com uma média de 22,6
particulas por litro.

Outro estudo efetuado no Equador (DIAZ-BASANTES et al., 2020), realizado com 15
amostras de cerveja engarrafada (8 de origem industrial e 7 de origem artesanal) mostrou uma
média de 32 MPs/L na cerveja engarrafada artesanal e 47 MPs/L na cerveja engarrafada
industrial. Diferente de nossos resultados em que apenas uma amostra de cerveja engarrafada
apresentou MP, seus resultados mostraram MPs em todas as amostras. Nesse estudo
equatoriano, os autores também encontraram que havia marcas com as menores e as maiores
concentracdes de MPs sediadas em algumas mesmas cidades, tanto para cervejas artesanais
como industriais. Autores tém sugerido que a provavel fonte de MPs seriam 0s materiais
utilizados no processo de producédo, principalmente a fonte da dgua. Os nossos resultados
tenderiam a excluir a agua como possivel fonte de contaminacdo. Cada marca de cerveja
analisada foi adquirida tanto em lata como em garrafa. Se a agua fosse o principal fator
contaminante seria de se esperar que o grau de contaminacéo fosse similar tanto nas latas como
nas garrafas. No entanto, com exce¢do da amostra nimero 7, todas as marcas restantes
apresentaram MPs na amostra enlatada, mas ndo na amostra engarrafada. Este resultado

tenderia a excluir a 4gua utilizada na fabricacdo como fonte de contaminacdo. Essa constatacao
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também foi referida por KOSUTH et al (2018), pois esses autores ndo encontraram correlacédo
entre a contaminacéo das cervejas e as respectivas fontes de agua utilizadas em sua manufatura.

Outro dado importante em nosso estudo € que cervejas fabricadas em uma mesma cidade
apresentavam concentracGes bastante dispares de MPs/L, como aconteceu em cervejas
fabricadas nas cidades de Petrdpolis, RJ (amostras 3, 12 e 19) e em Jaguariuna, SP (amostras
2,4.7,13, 16 e 18), apesar de pertencerem a industrias diferentes. Entretanto néo se teve acesso
ainformac&o se as industrias de uma mesma cidade utilizam a mesma fonte de &gua na producéo
da cerveja, ndo se podendo vincular ou desvincular a correlacdo entre contaminacao e fonte de
agua utilizada. Um aspecto interessante é que a regido de Petropolis é frequentemente afetada
por enchentes caudalosas associadas a desastres ambientais e humanos nos meses de verdo e
essa situacdo € um potencial fator de risco de contaminagdo das &guas que abastecem a
populagédo. Nesse contexto, pode-se conjecturar sobre o risco de as fontes de agua utilizadas na
fabricacédo de cervejas nesse local também poderem ser afetadas. Entretanto, ndo se teve acesso
a estudos deste tema para ser detalhado no trabalho.

A partir desses dados e ao tentar explicar esta discrepancia em nossas amostras e a
grande diferenca encontrada entre nossos resultados e os resultados obtidos por outros autores,
dois fatores precisam ser avaliados. O primeiro é a qualidade da agua utilizada na producéo da
cerveja. Aparentemente, a filtragem prévia da dgua a ser utilizada no processamento da cerveja
ndo é uma exigéncia obrigatdria e permanece a critério de cada produtor, pelo menos na
Alemanha (LIEBEZEIT, LIEBEZEIT, 2014). N&o conseguimos dados concernentes as
exigéncias sanitarias no Brasil e é possivel que, em sua maioria, as cervejas sejam processadas
utilizando &gua provenientes de estacdes municipais de tratamento de agua. Se esse for o0 caso
e Brasilia puder ser considerada um modelo para o resto do Brasil, um estudo recente efetuado
em Brasilia mostrou grande contaminacdo por MPs da agua de torneira distribuida em zona
central e residencial desta capital. Nesse estudo o nimero de particulas de plastico variou entre
um minimo de 48 e um maximo de 1.194 particulas por litro (PRATESI et al., 2021). Se,
dependendo de cada fabricante, a &gua utilizada no processamento da cerveja for utilizada sem
prévia filtragem, ela pode ser considerada um fator importante, mesmo nao sendo o Unico, de
contaminacéo do produto final por MPs.

Outro plausivel fator de contaminagdo que possa explicar 0 maior comprometimento
das latas, quando comparado as garrafas é a utilizacdo de um revestimento interno com plastico
das latas usadas como recipientes, tanto de alimentos como de bebidas, com o intuito de criar
uma barreira entre o metal e seu conteudo (KARAMI et al., 2018). Por outro lado, em garrafas

de vidro, o revestimento de plastico ndo é usado, sendo utilizado somente para revestir as
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tampas de metal usadas para selar as garrafas, potencialmente contaminando a cerveja. No
entanto, no Brasil, as cervejas armazenadas em garrafas de vidro geralmente sdo armazenadas
na vertical para reduzir o contato da cerveja com o0 oxigénio presente no gargalo da garrafa, o
que poderia induzir um sabor metalico na cerveja. Quando a cerveja engarrafada é armazenada
deitada, este efeito no sabor é acentuado devido ao aumento da superficie de contato entre a
cerveja e o0 ar presente na garrafa. Portanto, o fato de os frascos serem armazenados em pé no
transporte € no mercado pode ser uma explicacdo associada a reducdo de chance de
contaminacgédo por MPs.

Ainda assim ¢é dificil justificar a completa auséncia de particulas plasticas em quase a
totalidade das garrafas examinadas neste estudo e isso torna necessario o reconhecimento das
limitagdes metodolodgicas.

Uma das limitagbes é a falta de informacOes sobre as diferencas no processo de
fabricacéo de cerveja pelos produtores das diferentes marcas de cerveja, um fator que poderia
explicar, mesmo que parcialmente, as diferengas nos resultados.

Outra limitacdo importante foi a questdo da disponibilidade de equipamentos e a
metodologia utilizada. Nao tivemos a disposicdo equipamentos que possibilitassem uma
identificacdo mais precisa das particulas, tais como a espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) (DUTRA et al., 1995) e a espectroscopia de Raman
(SCHYMANSKI et al., 2018). De modo geral, a metodologia utilizada para detec¢cdo e
identificacdo das particulas ndo teve uma precisdo que possa ser definida como absoluta. E
provavel que o uso do filtro e 0 método de captacdo do liquido residual contendo as particulas
deixou de detectar particulas muito pequenas, especialmente as nanoparticulas. A coloragdo
pelo corante Vermelho Nilo identifica indubitavelmente o que é plastico, apesar de nédo
identificar qual o polimero, o que poderia ser efetuado pela aplicacdo da espectroscopia de
Raman ou FTIR (ERNI-CASSOLA et al., 2017). Apesar da coloracdo pelo Vermelho Nilo
identificar satisfatoriamente os MPs, na analise microscépica torna-se dificil visualizar e contar
particulas diminutas. Autores tém usado softwares sofisticados, como por exemplo o Galaxy
Count Software, que é um sistema capaz de enumerar todas as particulas fluorescentes, por
pequenas que sejam, em relacéo ao fundo preto, ndo-fluorescente (MASON et al., 2018).

Neste trabalho ndo foi possivel a caracterizagdo da presenga de nanoplésticos nas
amostras de cerveja. De um modo geral, o conhecimento sobre a ocorréncia de nanoplasticos
em produtos alimenticios para consumo humano é muito limitado e ndo ha estudos relatando
essas particulas em bebidas embaladas devido a falta de métodos padronizados para separacéo

e caracterizacdo de nanoplasticos nessas substancias. Seu tamanho menor em relacdo a
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superficie/volume torna dificil o isolamento e caracterizacdo (GIGAULT et al., 2018), além
dos fatos de que as técnicas sdo mais demoradas e de custo elevado (SCHWAFERTS et al.,
2019) e o problema da agregacédo de nanoplasticos com a mudanca na forca i6nica da solucéo
gue torna muito mais desafiadora sua caracterizacdo (RIST et al., 2017; MINTENIG et al.,
2018). Assim, a determinacdo qualitativa e quantitativa de nanoplasticos continua sendo um
grande desafio para pesquisadores e profissionais cientificos.

Para minimizar os riscos de contaminacéo pré-analiticas neste estudo, medidas rigorosas
de controle de qualidade foram adotadas durante cada etapa de processamento e analise devido
a possivel ocorréncia de contaminagdo secundaria de varias fontes, como aerotransportados,
jaleco e equipamentos utilizados no laboratério. Antes do processamento da amostra todos 0s
materiais usados no experimento foram cuidadosamente limpos com agua deionizada pré-
filtrada e etanol 50%. De forma mais eficaz, o uso do detergente SDS na limpeza dos materiais
de vidraria seria 0 mais adequado na remoc&o de microplésticos da superficie do vidro do que
a dgua pura, o que ja se provou na literatura cientifica (OBMANN et al., 2018).

As soluces e reagentes foram pré-filtrados utilizando uma malha de filtro de 0,2 mm
antes de sua utilizacdo e o processamento no laboratério ocorreu em fluxo laminar com a capela
de exaustdo desligada, pois ligada poderia aumentar a contaminacdo por microplasticos nas
amostras ao puxar o ar. O uso de jaleco 100% algod&o e luvas de nitrilo sem pé foi seguido
para evitar a contaminacdo com o polimero da roupa. Outros cuidados também foram adotados
para reduzir o risco de contaminagdo das amostras coletadas, como a limpeza e lavagem com
agua deionizada pré-filtrada da superficie externa das garrafas ou latas de bebidas coletadas e
o rotulo da embalagem foi removido antes de anélise posterior.

A filtracdo é um processo de separacdo mecanica descomplicado para remover
particulas de liquidos. Este € um método econémico (financeiro e de tempo) baseado em uma
membrana (filtragem ou ultrafiltracdo) que ndo requer nenhum equipamento especial. Os
requisitos basicos para a filtragem sdo uma for¢a motriz, como um diferencial de presséo que
movimenta o fluido, e um dispositivo mecanico (filtro) que retém o meio filtrante, permitindo
que a forca seja aplicada. O método de filtracdo tem sido a escolha para extracdo de
microplasticos na maioria dos estudos recentemente publicados. A vantagem deste método esta
em sua capacidade de processar maiores quantidades de amostras em menos tempo. Existem
filtros diferentes que podem ser utilizados na separacdo de microplasticos, sendo 0s mais
comumente utilizados nos estudos aqueles de nitrato de celulose, éster de celulose misto, fibra
de vidro, policarbonato, policarbonato banhado a ouro e filtro de policarbonato revestido de

aluminio. Além da separacdo de microplasticos, filtros como policarbonato banhado a ouro e
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policarbonato revestido de aluminio podem facilitar a identificacdo de microplésticos sob
técnicas espectroscopicas e imagens de microscopia eletronica (OBMANN et al., 2018;
SCHYMANSKI et al., 2018).

E sabido que o tamanho dos poros dos filtros determina grandemente a concentracéo de
microplésticos retidos e estabelece um limite de faixa de detecgdo. Portanto, o indicado seria
utilizar filtros com poros variando entre 0,22 e 11 mm para aumentar a chance de retencédo
dessas particulas durante o processo de filtragem (BRANDER et al., 2020).

O método de filtragem aplicado neste estudo foi semelhante ao utilizado por KOSUTH
et al (2018). Aqueles autores optaram pela filtragem seguida da coloracdo dos residuos no
proprio filtro pelo corante Rosa do Bengala e posterior visualizacdo direta em microscépio de
disseccdo. O Rosa do Bengala cora matéria organica, mas ndo cora o plastico e, portanto, ndo
tem como distinguir o plastico de outras particulas inorganicas. A modificacéo realizada neste
estudo foi a coleta de detritos no préprio filtro, coloracdo com Vermelho Nilo e posterior
visualizacdo na camara de contagem de Sedgewick Rafter seguida de analise por microscopia
de fluorescéncia.

A coloracdo por fluorescéncia é uma técnica rapida e de baixo custo para objetos ou
estruturas especificas de alta iluminacdo em estudos biologicos e médicos, e seu uso esta se
tornando difundido para identificagdo de microplésticos. Acerca disso, pesquisas disponiveis
validaram a marcacdo de corantes como Vermelho Nilo, Vermelho de 6leo EGN, Eosina B,
Amarelo de Hostasol 3G, Rosa do Bengala e DAPI contra uma variedade de tipos de
microplasticos (por exemplo, PE, PET, PP) (MAES etal., 2017; LV etal., 2019; KARAKOLIS
et al., 2019). Na maioria dos estudos atuais o Vermelho Nilo e o Rosa do Bengala séo os
corantes escolhidos, porém apresentam funcées diferentes. O Rosa do Bengala é utilizado para
excluir fibras naturais/materiais organicos de particulas sintéticas (LIEBEZEIT, LIEBEZEIT,
2014; KOSUTH et al., 2018), enquanto o Vermelho Nilo é aplicado para identificacdo e
quantificacdo de micropléasticos de agua engarrafada e vinho branco (MASON et al., 2018;
STANTON et al., 2019; KANKANIGE, BABEL, 2020). Além disso, a escolha da adi¢édo de
corantes de coloracdo variou dentro de alguns estudos da seguinte forma: a) solucdo de corante
é injetada diretamente na amostra e incubada por um periodo de tempo antes da filtracdo
(MASON et al., 2018), b) solucdo de corante é adicionada no filtro apds o escoamento da
amostra (LIEBEZEIT E LIEBEZEIT, 2014; LACHENMEIER et al., 2015; KOSUTH et al.,
2018) e, c) solugdo de corante é adicionada a agua deionizada da lavagem que contém as
particulas do filtro (KANKANIGE, BABEL, 2020).
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A solucdo de corante pode ser preparada utilizando diferentes solventes de extracao,
como acetona, metanol e n-hexano. A crescente evidéncia da literatura demonstra que o
Vermelho Nilo é mais vantajoso em compara¢do com outros corantes devido ao seu
comportamento solvato crémico (moléculas mudam de cor em funcdo da polaridade do
solvente) que possivelmente permite a classificagdo de microplasticos em grandes grupos
quimicos com base no deslocamento fluorescente (SHIM et al., 2016; MAES et al., 2017;
GAGNE et al., 2019). Dessa forma, o Vermelho Nilo surgiu como o corante de coloragdo mais
promissor para investigacbes de microplasticos. O ajuste da ampla gama de filtros no
microscopio garante uma melhor deteccdo e quantificacdo de microplasticos ao usar o
Vermelho Nilo. A luz dos avancos recentes, a coloragdo de microplésticos com corantes provou
ser uma abordagem eficaz no tempo para a quantificacdo de microplasticos.

Em diversos estudos tem-se adotado protocolos para remover a fragao organica/material
biogénico da matriz da amostra e, assim, permitir uma extracdo que apresente 0 minimo
possivel de interferéncias durante a quantificacdo ou identificacdo de microplasticos. Varias
abordagens incluem a digestdo acida/alcalina (por exemplo, NaOH, KOH, HNOze HCI), o uso
de agentes oxidantes (por exemplo H20: e reagente de Fenton) e 0 uso de enzimas (por exemplo,
Proteinase K, celulase e quitinase) nesse processo (PFEIFFER; FISCHER, 2020). Sabe-se que
0 agente oxidante, H202, tem o beneficio de ser mais eficaz na destruicdo de matéria organica
do que NaOH e HCI, sem impactos nos microplasticos.

Alem disso, eles podem ser combinados com uma ou mais metodologias para melhorar
a separacdo de microplasticos. No estudo de DIAZ-BASANTES et al. (2020) os autores
desenvolveram uma abordagem que compreende uma combinacdo de filtracdo usando ago
inoxidavel e digestdo para tratar amostras de bebidas embaladas de leite, refrigerantes e cervejas
para extracdo de microplasticos. Posteriormente, foi realizada a digestdo em H202 utilizando o
decantador do processo de peneiramento. Os autores permitiram que as amostras
permanecessem em 30% de H202 por trés dias, antes de mais analises.

De modo geral, a utilizacdo de protocolos de digestdo envolvendo amostras de bebidas
embaladas raramente é considerada na literatura sobre microplasticos. As principais razdes
parecem ser: (1) as amostras de bebidas utilizadas, incluindo &gua engarrafada, refrigerantes e
cervejas, sdo consideradas de baixo teor organico (gordura) e de carga de particulas quando
comparadas a amostras de ambientes, como aquelas provenientes de estacdes de tratamento de
aguas marinhas e de aguas residuais (MASURA et al., 2015); (2) a menor viscosidade (préxima

a da 4gua) em comparacao com outros produtos alimenticios como o mel permite uma filtracao
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répida em condicdes de laboratdrio, com menor tempo de processamento da amostra e, portanto,
sem a necessidade de passar pela etapa de digestéo.

Assim, essa revisao mostra que desenvolver métodos padronizados de avaliacdo de
micro e nanoplasticos é uma abordagem necessaria para coletar dados sistemicamente e permitir
a reprodutibilidade, comparacdo e anélise conjunta dos dados de diferentes estudos.

No contexto das evidéncias sobre o real impacto da contaminacdo de MPs a saude
humana, apesar de novos dados surgirem ao longo das Ultimas décadas, ainda h4 um nimero
grande de perguntas sem respostas. Como ja referido, a contaminacao por MPs € preocupante
ndo so pelo impacto ecoldgico, mas também por poder comprometer a seguranca alimentar e,
consequentemente, a saude humana (BARBOZA et al., 2018). Mesmo que as evidéncias
cientificas demonstrem a presenca de MPs em diversos produtos alimenticios, ndo ha
suficientes informagdes disponiveis sobre o destino dos MPs no corpo humano ap6s sua
ingestdo (WRIGHT et al., 2017; RIST et al., 2018). Ha dois aspectos a se considerar em relacdo
aos possiveis efeitos nocivos dos microplasticos na saude humana. O primeiro envolve a
ingestdo das préprias particulas plasticas e suas possiveis consequéncias na absorcao intestinal
e difusdo sistémica. O segundo refere-se aos potenciais efeitos toxicoldgicos dos aditivos
quimicos a eles associados.

Quanto aos efeitos toxicoldgicos da ingestdo de MPs, como mencionado anteriormente,
os plasticos podem conter misturas complexas de aditivos para melhorar suas propriedades
fisicas, que podem eventualmente vazar para 0 meio ambiente. Eles podem atuar como veiculos
para produtos quimicos, incluindo aqueles que foram intencionalmente adicionados durante seu
processo de fabricagdo, bem como os contaminantes ambientais que podem ter sido absorvidos
em sua superficie durante seu uso e permanéncia no ambiente, tais com estireno, metais toxicos,
ftalatos, bisfenol A (BPA), bifenilos policlorados (PCBs) e hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHS) (TEUTEN et al., 2009; ROCHMAN et al., 2014; BARBOZA et al., 2018;
HAHLADAKIS et al., 2018). Também deve ser enfatizado que uma ampla gama dos produtos
quimicos usados na fabricacdo de plastico, sdo reconhecidos como toxicos para animais e
humanos, sendo muitos deles considerados carcindgenos, desreguladores enddcrinos e
neurotoxicos (THOMPSON et al., 2009; HAHLADAKIS etal., 2018; ROCHMAN et al., 2013;
WRIGHT et al., 2017). A lixiviacdo ocorrerd principalmente na superficie das particulas de
plastico, e os produtos quimicos podem se difundir continuamente do ndcleo da particula para
a superficie. Portanto, a lixiviacdo de particulas plasticas pode ser uma fonte de exposicéo

prolongada a produtos quimicos em tecidos e fluidos corporais, apesar de muitos desses
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produtos quimicos ndo serem persistentes e terem meia-vida curta no organismo (ENGLER,
2012).

Além disso, vérios dos produtos quimicos associados aos MPs podem-se acumular
progressivamente na cadeia alimentar, sofrendo um processo de biomagnificacao,
principalmente no ambiente marinho (KELLY et al., 2007). Isso aumenta consideravelmente o
risco dos efeitos toxicos desses produtos quimicos, especialmente para os principais predadores
e humanos que consomem espécies contaminadas por microplasticos ou por produtos quimicos
liberados por essas particulas apos sua ingestio (HARTMANN et al., 2017). Neste contexto,
devem receber atencgdo especial os ftalatos e o bisfenol A, ja que sua toxicidade foi comprovada
em estudos em animais (THOMPSON et al., 2009; KOELMANS et al., 2016).

Ainda em relacdo aos produtos quimicos presentes no ambiente e potencialmente
adsorvidos pelos MPs, é necessario citar a capacidade dessas particulas de adsorver metais
toxicos, como ja demonstrado em alguns estudos (ASHTON et al., 2010). Entre esses metais,
0 mercurio é de especial relevancia por ser um poluente global e contaminante comum no
ambiente marinho. O mercurio é altamente toxico para animais e humanos e em algumas de
suas formas, particularmente o metilmercdrio, ocorre grande biomagnificacdo na cadeia
alimentar (EAGLES-SMITH et al., 2018).

Alem de produtos quimicos, micrébios e outros organismos também foram encontrados
em detritos de plastico. Esse conjunto de detritos € descrito como "plastisfério”, termo usado
para se referir a um ecossistema que evoluiu para proliferar em ambientes plasticos produzidos
pelo homem. Os detritos plasticos se constituem em um meio de transporte mais duravel do que
outros materiais biodegradaveis para carrear organismos por longas distancias (ZETLER et al.,
2013). Ja foi constatado que algumas dessas comunidades carreiam organismos patogénicos,
como Vibrio spp. (KESWANI et al., 2016; KIRSTEIN et al., 2016), Escherichia coli,
Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus cereus e Aeromonas salmonicida (VIRSEK et al.,
2017). Consequentemente, tem sido sugerido que os detritos plasticos podem aumentar o risco
global de doencgas humanas e animais por meio de novas rotas de contaminacao e infec¢éo, pela
introducdo de patdgenos e de seus vetores em novas areas, ou por migragdes de organismos
contaminados com os patégenos (KESWANI et al., 2016). Além disso, a plastisfera pode
também incluir espécies exoticas invasoras (patdégenos ou nao) que podem contribuir a perda
de biodiversidade e para o aparecimento de outros fatores ecoldgicos e econdémicos de impacto
negativo sobre a biosfera (ZETLER et al., 2013).

Os principais aditivos plasticos alarmantes a satide humana incluem bisfenol A, ftalatos,

retardadores de chama, bromado, triclosan, bisfenonas e organoestanicos. A potencial migracédo
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dos elementos constituintes dos polimeros e dos aditivos adicionados a eles para alimentos e
bebidas, é considerada uma das principais vias de exposi¢cdo humana.

Hé& pouca informacéo sobre a lixivia¢do direta de aditivos em tecidos organicos, mas um
mondmero quimico que devido a sua frequéncia e potenciais efeitos adversos a satide humana
tém apresentado grandes preocupacfes € o bisfenol A (BPA). O BPA é um mondmero
amplamente utilizado na producdo de plasticos de policarbonato e resinas epOxi para
revestimentos de latas de alimentos e bebidas. Numerosos estudos mostraram que o BPA pode
migrar do policarbonato e contaminar alimentos e bebidas (GUART et al., 2013). A ingestdo
oral de BPA é considerada a principal via de exposi¢cdo humana. Outras vias de exposi¢do séo
a inalacéo de poeira doméstica e a absor¢éo pela pele ao manusear materiais impressos. O BPA
é indubitavelmente absorvido pelo organismo e estudos mostraram que mais de 95% da
populacdo nos Estados Unidos, Europa e Asia ja foi exposta a0 BPA (GALLOWAY et al.,
2010; VANDENBERG et al., 2010).

O BPA exerce sua atividade bioldgica principalmente pela interacdo com receptores de
horménios esteroides, exibindo atividades estrogénicas e antiandrogénicas (LEE et al., 2003).
Hé evidéncias crescentes de estudos epidemiolégicos e laboratoriais de que a exposi¢do ao BPA
estd associada a efeitos adversos a salde humana, incluindo doencas cardiovasculares,
alteracdes no sistema reprodutor masculino e canceres mediados por hormoénios, como cancer
de mama e céncer de prostata, além de alteracfes neurocomportamentais (MA et al, 2022;
MICHALOWICZ, 2019). Devido as fortes evidéncias do potencial deletério do BPA a salde
humana e como ele era utilizado na composicdo de mamadeiras plasticas, seu uso em
mamadeiras produzidas e comercializadas no Brasil foi proibido pela Agéncia de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) em setembro de 2011 (RDC n. 41/2011, ANVISA).

Dentro desse contexto, na atual fase de conhecimento cientifico, apesar de incipientes,
as evidéncias que mostram haver contaminagdo das cervejas em alguns paises, incluindo o
Brasil, sdo um importante alerta de &mbito social e cientifico, que envolve e se direciona as
industrias produtoras, aos gestores em salde publica, aos cientistas e a populagéo brasileira e
mundial, que representam o ponto final dessa cadeia de manufatura-comércio-consumo. Neste
aspecto, este estudo corrobora a importancia de a sociedade cientifica desenvolver novos
estudos que permitam aprofundar o conhecimento sobre o real impacto dos MPs nos varios
aspectos da saude humana, a curto, médio e longo prazo, pois ndo envolve apenas a questdo da
cerveja, mas todos os demais produtos, nutricionais ou ndo, que fazem parte da rotina da
populacdo mundial. Conhecer o problema € um dos passos essenciais para a proposta de

solucdes factiveis e resolutivas.



54

6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostram a presenca de microplasticos em todas as marcas de
cerveja comercializadas no Distrito Federal. Entretanto, a contaminacdo foi observada na
totalidade das marcas em seu envasamento em lata, mas apenas em uma marca com
envasamento em garrafa de vidro. Na andlise quantitativa, a concentracdo média de particulas
de microplasticos/litro de cerveja em lata foi superior aos valores descritos em outros estudos.

Néo foi possivel analisar a existéncia ou ndo de correlacdo entre potencial de
contaminagdo por MPs e fonte de agua utilizada na producdo das 20 diferentes marcas de
cerveja estudadas.

Houve significativa variagdo nos niveis de contaminacdo entre as marcas pesquisadas,
mas diferentes niveis de contaminacdo foram encontrados em marcas manufaturadas em uma
mesma cidade. Entretanto ndo se teve acesso a informagdo se as industrias de uma mesma
cidade utilizam a mesma fonte de dgua na producdo da cerveja, ndo se podendo vincular ou
desvincular a correlacdo entre contaminacéo e fonte de agua utilizada nesses casos.

As variacGes de métodos, aquisicdo de dados e tipos de instrumentos utilizados na
analise de MPs dificultam a comparacgédo dos nossos resultados com outros estudos.

Os dados deste estudo e a reviséo da literatura corroboram o alerta e a importancia de
se realizar mais estudos em ambito nacional e mundial, e que possam ser compartilhados e
agregados, nas varias instancias da pesquisa clinica e pesquisa basica, para se entender o real

impacto dos MPs na satde humana.
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