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RESUMO

Este estudo visou estabelecer as bases para uma metodologia
semiautomatizada de identificacdo e quantificacdo de microparticulas de
policloreto de vinila (MP-PVC) em amostras ambientais, utilizando o corante
vermelho do Nilo (NR) e andlise de entropia de imagens de microscopia
eletronica de varredura (MEV). Para tal, foi estabelecido protocolo para o
NR e para visualizagcao do MP-PVC. A exposicdo a radiagdo ultravioleta
(UV-C) controlada foi usada para simular o envelhecimento do MP-PVC.
A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
foi usada para medir as alteracdes quimicas do MP-PVC. Os resultados
apresentam o melhor protocolo para o uso do NR. O envelhecimento
induziu alteracdes significativas na morfologia e composicao guimica
dos MP-PVC, acelerando os processos de degradacao. A andlise por
MEV, combinada com a quantificacdo da entropia das imagens, permitiu
monitorar, com base em teste estatistico, a progressao da degradacao,
evidenciando o aumento da complexidade e heterogeneidade da superficie
das particulas ao longo do tempo. Os resultados do FTIR corroboraram
aqueles identificados por meio do MEV com entropia monitorada,
indicando a ocorréncia de processos de oxidacdo. A combinacdo dessas
técnicas proporcionou a caracterizacao dos efeitos do envelhecimento por
UV-C no MP-PVC, contribuindo para o desenvolvimento de ferramentas
mais eficientes para a identificacdo e o0 monitoramento desses poluentes
em amostras ambientais.

Palavras-chave: microplasticos; policloreto de vinila; analise semiautomatica;
vermelho do Nilo.

m

ABSTRACT
This study aims to establish the foundations for a semi-automated
methodology to identify and quantify polyvinyl chloride microplastics (MP-
PVC) in environmental samples, utilising Nile Red (NR) dye and entropy
analysis of scanning electron microscopy (SEM) images. A specific protocol
for NR staining and MP-PVC visualisation was developed. Controlled UV-C
radiation exposure was used to simulate the aging process of MP-PVC.
Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) was employed to measure
the chemical alterations in MP-PVC. The results identified the optimal NR
staining protocol. Aging significantly altered the morphology and chemical
composition of MP-PVC, accelerating degradation processes. SEM analysis,
coupled with image entropy quantification, enabled monitoring based on
statistical testing of the degradation progression, highlighting increased
surface complexity and heterogeneity over time. FTIR results corroborated
SEM observations, confirming oxidation processes and other chemical
modifications. The combination of these techniques offers a comprehensive
characterisation of UV-C aging effects on MP-PVC, contributing to the
development of more effective tools for monitoring and managing these

pollutants in aguatic environments.

Keywords: microplastic; polyvinyl chloride; semi-automatic analysis;
Nile Red.
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INTRODUCAO

Os microplasticos (MPs) sdo contaminantes emergentes
que figuram como desafio global (TADSUWAN; BABEL,
2021) por causa da sua ocorréncia generalizada no ambiente
e dos seus potenciais riscos aos organismos e a saude
humana (GAO; CIZDZIEL; CHEN, 2023). As particu-
las plasticas menores que 5 mm sio consideradas MPs e
podem ser classificadas como primdrias ou secundarias.
As primarias sdo aquelas advindas de produtos de higiene,
de aplicacdes domésticas ou industriais. Ja as secundarias
sdo derivadas da fragmentagdo do material plastico origi-
nario de agdes intempéricas tanto fisicas quanto quimicas
(KOELMANS et al., 2022).

Atualmente, estudos tém demonstrado que o envelhe-
cimento dos MPs pode alterar a estrutura da sua superficie
e composi¢do quimica (LIU et al., 2021). Por esse motivo,
a previsdo do comportamento do MP a longo prazo no
meio ambiente é um tdpico relevante, no entanto o prin-
cipal desafio ¢ a lenta degradagdo dos MPs em condi-
¢Oes naturais, causada pela pouca exposi¢do a radiagdo
ultravioleta (UV), pelos efeitos biologicos e pelo calor
(ZURIER; GODDARD, 2020). Para identificacdo dos
efeitos da degrada¢do do material em longo prazo, como
alternativa aos processos naturais, podem ser empregados
métodos tecnologicos de envelhecimento em laboratério,
acelerando-o pelo aumento na intensidade dos fatores
degradantes, como, por exemplo, irradiagdo de luz UV-C
(LIU et al., 2021).

As particulas de MPs apresentam grande intercor-
réncia de formatos, densidades, tamanhos e composicéo,
além de grande capacidade dispersiva (MAZZONI et al.,
2024), o que dificulta o desenvolvimento de metodolo-
gias padronizadas que sejam eficazes para identifica¢ao
do poluente (KOELMANS et al., 2022). A caracterizagiao
dos MPs néo deve ser limitada apenas pela determinagido
de sua microestrutura, mas deve envolver procedimentos
multianaliticos, com técnicas complementares entre si.
Para que um método seja adequadamente aplicado e sub-
sidie todas as caracteristicas do material, ele deve ponde-
rar também a composi¢do da superficie do MP (ZHANG;
WANG; CHEN, 2022). Destaca-se, assim, a importancia

da padronizagao de metodologias para a identificagdo de
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MPs, superando os desafios associados a diversidade de
particulas em amostras ambientais e a necessidade de téc-
nicas complementares para uma caracterizagido completa.

A quantificagdo de MPs por procedimento 6ptico pode
ser aplicada como uma primeira etapa de identificagéo, ja
que permite a diferenciacio do material polimérico para
outros materiais presentes na amostra, determinando sua
quantidade, morfologia e estrutura (VASUDEVA et al.,
2025). Conforme GOmez et al. (2024), a identificacdo de
MPs em amostras ambientais contendo material organico
pode ser realizada pela microscopia, sem pigmentagao das
particulas, apds a digestao da matéria orgéanica e filtragao
da amostra. As técnicas de identifica¢ao visual sdo varia-
das, podendo ser por contagem manual, que normalmente
¢ um processo complicado e demorado, ou por métodos
de estereomicroscopia, microscopia por fluorescéncia,
microscopia eletronica de varredura (MEV) e microsco-
pia de for¢a atomica (WOO et al., 2021).

Uma das dificuldades do processo optico é a grande
diversidade de particulas presentes em amostras ambien-
tais, sendo dificil isolar os MPs dos demais materiais pre-
sentes. Nesse sentido, o uso do corante fluorescente sele-
tivo vermelho do Nilo, ou, em inglés, Nile red (NR), tem
se mostrado promissor. Esse corante é pouco soltvel em
agua e detentor de grande capacidade de dissolu¢ao em
solventes organicos (RUMIN et al., 2015). O uso do NR
associado a ilumina¢ao com comprimento de onda ade-
quado permite localizar MPs ocultos na amostra, ja que,
uma vez aderido a superficies hidrofébicas, como plasti-
cos, resulta em fluorescéncia intensa. Em contrapartida,
quando o NR esta em estado livre, sua fluorescéncia é
minima (CHATTERJEE et al., 2023). Vale ressaltar que,
apesar de esse pigmento ter sido aplicado em uma série
de estudos para identificagdo de MPs, existe uma grande
variagdo relativa as metodologias de pigmentagdo com
diferentes efeitos nas amostras de plastico. Ademais, o
envelhecimento dos MPs quando sujeitos as intempé-
ries, de modo especial a acdo dos raios UV, altera suas
propriedades fisico-quimicas, modificando a interagédo
com o pigmento.

Metodologias de degradagéo térmica, como a pirolise

seguida de cromatografia, sdo eficientes para identificagao
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e quantificagdo de MPs quando se deseja compreender a
quantidade de contaminag¢iao de amostras alimenticias e
ambientais com particulas plasticas, entretanto esse tipo
de andlise pode ser demorado, principalmente quando
comparado com metodologias como espectroscopia
no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
(IVLEVA, 2021). Entre as maneiras de identificagdo da
morfologia do MP, a dispersao dinamica de luz pode ser
uma alternativa, pois permite a medi¢ao de seu tamanho
hidrodinamico, no entanto essa técnica ndo favorece a
quantificagdo da concentragao de particulas suspensas
(ZHANG; WANG; CHEN, 2022). Ja para a identificacdo
quimica, utilizam-se técnicas como FTIR e micro-Raman
(SHRUTI et al., 2022).

O desenvolvimento de procedimento automatizado de
contagem pode aumentar a confianga e encurtar o tempo
de resposta requerido para tomada de decisdao em tempo
adequado. As técnicas de analise automatica apresentam
vantagens para uma grande diversidade de estudos na area
ambiental, porque podem facilitar a obtengao de resulta-
dos mais precisos, bem como garantir a padroniza¢ao de
averiguagao de amostras.

O presente trabalho teve como objetivo aprimorar a
identificagdo e a quantificagdo de MPs-PVC, utilizando o
corante NR e a microscopia 6ptica. Também visou con-
tribuir com a proposi¢ao de uma ferramenta semiauto-
matica, multianalitica e qualiquantitativa para monitora-
mento da progressdo do envelhecimento dos MPs-PVC,
por meio da entropia de imagens de MEV, com base em

teste estatistico, e andlises de FTIR.
METODOLOGIA

Preparacao das solucoes

O MP-PVC utilizado tinha tamanho aproximado de 105 um
e a aparéncia de um fino pé branco. Para preparacgio de
sua solugdo, os MPs foram adicionados na agua destilada
em concentragao arbitraria de 30 mg/L e foram adiciona-
das quatro gotas de Extran para quebra da tensdo super-
ficial do MP e garantia de uma solugao mais homogénea.
Ja a solugdo do corante reativo NR foi preparada em duas

concentragoes, 0,1 e 10 mg/L, em metanol. As solucdes

(n, Cad. Téc. Eng. Sanit. Ambient. | v4 n1|2024 1324

de NR foram acondicionadas em vidro ambar e estocadas
em geladeira a 9°C, a fim de evitar o processo de degra-

dacdo da solucio.

Teste de pigmentacdo dos microplasticos

Para determinag¢do da melhor forma de pigmentagao,
foram testadas duas formas de insergao do pigmento na
amostra. Na primeira, o pigmento NR foi inserido dire-
tamente na solugdo padrdo de MP, que posteriormente
foi filtrada em membrana de fibra de vidro, com poros
de 0,7 um. Na segunda, fez-se a filtragao de 100 mL da
solu¢ao padrao de MP na membrana. Depois, a pig-
mentag¢ido do MP foi realizada por meio da disposi¢do
do NR diretamente na superficie do filtro. O objetivo
dos testes foi definir a melhor técnica de pigmentagao,
o volume de solu¢do de trabalho ideal e a concentracdo
de NR. As variaveis foram combinadas como mostrado
no Quadro 1.

Os melhores resultados de pigmentagao foram esco-
lhidos para prosseguimento do estudo. Todas as metodo-
logias de preparagao do pigmento e analises das amostra-
gens foram realizadas em periodo menor que 24 horas, a
fim de evitar perdas de luminescéncia do MP. Os brancos
dos procedimentos foram realizados utilizando a solu-
¢do padrdo de MP na mesma concentragio e volume dos
demais testes, porém sem a etapa de pigmentagao. Apds a
filtragao, pigmentacdo por NR e secagem das diferentes

amostras, as imagens de microscopia foram adquiridas.

Quadro 1 - Condicdes estudadas para membrana de fibra
de vidro

Concentracao de Volume de Método de insercio
NR em metanol solucdo de NR de NR ¢
(mg/L) inserida (ml)
Preé-filtra- Apo6s
cao filtracao
1 X X X
2 X X
3 X X
4 X X
5 X X
6 X X X

NR: vermelho do Nilo.
Fonte: elaborado pelos autores.
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Estudo das variaveis 6pticas: microscopia
Para analise qualitativa da coloragao das amostras, foi utili-
zado um estereomicroscopio com foco motorizado M205 C
(Leica), com algumas adaptacdes, como sugerido por Labbe,
Bagshaw e Uttal (2020). Para isso, foram utilizadas folhas
de papel transparente e flexivel (tipo celofane) nas cores
amarela e verde, como filtros de luz, e adicionou-se tam-
bém iluminagio auxiliar por meio de um canhao de luz
acoplado, para facilitar o direcionamento da luminosidade.
Pelas imagens dos MPs no microscépio, foram verificadas
as varidveis que implicam a aquisi¢do de imagens: intensidade
de cada tipo de filtro, coloragio do filtro acoplado a objetiva,
temperatura e presenca de filtro relativos a luz auxiliar, por-
centagem de brilho da luz principal, uso ou ndo de laser e as
variaveis do software (ganho e exposi¢ao). Para a realizacdo
das avaliacdes das amostras por microscopia, foram feitas
ampliagoes de imagem de 25 e 160 vezes, de modo que fosse

possivel a visualizagdo de forma mais pontual e ampliada.

Processo de envelhecimento por
radiacao ultravioleta C e identificacao por
microscopia eletrénica de varredura e FTIR
O envelhecimento dos MPs foi simulado em laboratdrio por
meio da exposigdo a radiagao UV-Cartificial. O objetivo foi
acelerar a fotodegradacao, imitando os efeitos da exposi¢ao
solar de longo prazo em um periodo mais curto. O tempo de
envelhecimento simulado foi calculado com base na intensi-
dade daradiagdo UV utilizada no experimento e na radiagao
UV anual natural média do Brasil. A razdo da intensidade
de radiagio entre o experimento e as condigdes ambientais
foi calculada conforme Lin et al. (2020) e Han et al. (2021).
De forma simplificada, a estimativa ¢ realizada igualando das
doses (intensidade da radiagdo x tempo) a que estdo sub-
metidas as amostras em ambientes naturais e controlados.
Para tal, 30 g do MP néao pigmentados por NR foram
submetidas a radiagdo UV-C (100 a 280 nm) por meio da
exposicao a um conjunto de seis lampadas Philips TUV de
15 W cada uma, acopladas a um reator. O reator, montado
em caixa feita de aluminio com comprimento de 45 cm,
38 cm de largura e 18 de altura, visa acelerar o envelhe-
cimento natural, conforme descrito por Lin et al. (2020).

O conjunto promove por dia 9 kWh/m?, resultando em
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fator de aceleragdo minimo aproximado da ordem de 20
(razao entre o tempo na natureza e o tempo de laboratd-
rio necessario para a exposicao a mesma dose).

As amostras foram submetidas ao envelhecimento no
intervalo de quatro, seis e 11 dias ininterruptos a 23°C e
40% de umidade do ar. O Quadro 2 mostra a identificagao
das amostras e a quantidade de dias em que foram subme-
tidas ao envelhecimento mecénico acelerado.

O efeito do UV-C sobre as particulas foi avaliado pelo
monitoramento de atributos de textura e rugosidade das ima-
gens obtidas em MEV, modelo MEV Quanta 250 (FEI), com
magnifica¢do de duas mil, cinco mil e 20 mil vezes. Antes das
analises, todas as amostras de MPs passaram pelo processo
de metalizagdo com ouro, para melhoria da condutividade.

Apds a aquisi¢do das imagens via microscopia, o soft-
ware ENVI 5.6 (ENVT, 2009) foi utilizado para o cdlculo de
atributos de textura propostos por Haralick, Shanmugan
e Dinstein (1973), sendo eles: média, variancia, homo-
geneidade, contraste, dissimilaridade, entropia, segundo
momento e correlagdo. Mais especificamente, tais medidas
sao computadas por meio da matriz de coocorréncia de
niveis de cinza, a qual representa a distribuicdo conjunta
das frequéncias com que os niveis digitais (ou niveis de
cinza) sdo observados na vizinhanca de cada pixel da ima-
gem quando comparados com o deslocamento estabelecido
pelo usuario (GONZALEZ; WOODS, 2002). No contexto
deste estudo, foi identificado via experimentagdo que vizi-
nhangas de dimensao 3 x 3 e deslocamentos de um pixel
nas direg¢des vertical e horizontal (i.e., Ah = Av = 1) favo-
recem a geragao de padrdes de textura mediante as ima-
gens analisadas. Ademais, apds observagao cuidadosa dos
atributos de textura extraidos, apenas a entropia revelou

potencial para a analise em questio.

Quadro 2 - Identificacao e dias de envelhecimento das amostras
de microplasticos

Identificagdo das amostras | Dias de envelhecimento

0 Sem envelhecimento (controle)
1 4
2 6
3 1

Fonte: elaborado pelos autores.
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Formalmente, seja ] uma imagem constituida de m
linhas e n colunas, I (x, y) = i indica que o pixel que ocupa
alinha x e coluna y apresenta nivel digital igual a i. Posto
isto, C (i, j, Ah, Av) representa a distribui¢do conjunta
com que os valores de niveis digitais i e j sdo observados
quando uma vizinhanga V (i.e., uma sub-regiao espacial
de dimensao especifica) centrada na posigao (x, y) é com-
parada com a vizinhanga similar de centro (x + Ah, y +
Av). Tal distribui¢do é sumarizada na Equagao 1.

C(i,j,Ah, Av) = Z 1 8(x, y, AR, A) (1)

(xy)ev
Em que:
8(i, j, Ah, Av) =1se (I (x, y) =i) N (I(x+ Ah, y + Av) =j).
Caso contrario, 8(j, j, Ah, Av) = 0.

Com base na distribui¢ao representada por tal matriz
associada a posi¢ao (x, y), o atributo de textura denomi-
nado de entropia é definido pela Equagdo 2 (ESPINOSA;
BAILON; LAGUNA, 2021).

E(x,y) = —Zijlog(Zij) (2)

Em que:
Z,.j = a frequéncia relativa a ocorréncia de C (i, j, Ah, Av);
parax=1,..,mey=1, .., n.

Ainda, para comparar os efeitos dos diferentes tempos
de envelhecimento, foi aplicado o teste ndo paramétrico
de Wilcoxon com nivel de confianca de 90%. Para analise
quimica do efeito da a¢do da radiagao UV-C, empregou-se
a FTIR utilizando um espectrofotdometro modelo Prestige
21 (Shimadzu) que avaliou as amostras com zero, quatro,

seis e 11 dias de envelhecimento.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Pigmentacao dos microplasticos

No decorrer do procedimento identificativo, evidenciou-se
que as diferentes metodologias de pigmentagdo promoviam
resultados distintos. As membranas 1, 2 e 5, pigmentadas

com a solugdo do corante na concentragdo de 0,1 mg/L,
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apresentaram os menores graus de pigmentacdo, e em suas
imagens de microscopia sem ampliagao nao foram verifi-
cadas particulas pigmentadas. As membranas com tingi-
mento mais relevante foram 3, 4 e 6, todas com concentra-
¢do de NR de 10 mg/L, revelando que essa concentragdo
foi a que produziu os resultados mais satisfatdrios relativos
ao objetivo da pesquisa, ainda que, conforme destacado
por Shruti ef al. (2022), a concentragdo de 1 mg/mL tenha
sido aplicada na maioria dos estudos por eles ponderados.

Entre as amostras com concentragao de 10 mg/L, a pig-
mentag¢do da membrana 3 foi a menos nitida, apesar de ser
viavel identificar aglomerados de MPs nas imagens sem
ampliacdo. Quando aplicada a ampliacdo de 160 vezes, ndo
foi possivel distinguir os MPs com facilidade, por causa
da sua baixa luminescéncia , podendo ainda serem con-
fundidos com a rugosidade da membrana. As duas pig-
mentagdes mais promissoras foram as das amostras 4 e 6,
0 que permite concluir que o volume mais indicado para
melhores visualizacdes é de 1 mL. Condicoes semelhan-
tes foram descritas por Hengstmann e Fischer (2019), que
aplicaram o mesmo volume de corante com o NR solu-
bilizado em cloroférmio, e Meyers et al. (2022), com dis-
solu¢do em acetona. A maior luminescéncia também foi
percebida nas membranas submetidas a aplicagao de NR

diretamente em sua superficie.

Estudo das variaveis 6pticas: microscopia
A realizacdo de diferentes combinacdes entre as varidveis
opticas primordialmente testadas por Labbe, Bagshaw e
Uttal (2020) evidenciou que algumas propiciavam melho-
res resultados na aquisi¢do das imagens. O filtro verde
apresentou melhor resposta quando acoplado na objetiva,
enquanto a camada de filtro amarelo deveria ter sido alo-
cada juntamente com a luz auxiliar. O aumento da quanti-
dade de camadas do papel celofane apenas gera o escure-
cimento das imagens, e ndo significa melhor visualizagao
das particulas plasticas. Assim, utilizou-se apenas uma
camada de filtro amarelo e verde.

Observou-se que a luz auxiliar de coloragdo branca
apresentou melhor resposta que o laser verde, que oca-
sionava a degradacdo acelerada da amostra, verificada

na perda de coloragéo por parte do material polimérico.

17




Colombo, ACM. et al.

A obtencao das imagens geradas por diferentes arranjos
de variaveis pticas permitiu definir que a melhor combi-
nagdo se refere a brilho da iluminagéo principal em 0% e
coloragao de iluminagdo auxiliar de 3,050 k. As configu-
ragOes de software utilizadas foram: exposi¢ao de 101 ms
e ganho de 45. A imagem obtida das métricas e variaveis
definidas como padrao ¢ apresentada na Figura 1.

Pela imagem de microscopia mostrada na Figura 1, foi
possivel observar que, além de minusculas particulas de
MP pigmentadas, aglomerados maiores reagiram total-
mente com o corante NR. Destaca-se que a utilizagdo de
microscopia para entendimento do envelhecimento de
MPs é muito difundida, entretanto conta-se com o fator de
subjetividade do entendimento humano para analise das
imagens obtidas, podendo entdo nao ser o método mais
eficaz para respostas precisas e padronizadas. Tais resulta-

dos convergem com aqueles verificados por Lu et al. (2023),

Fonte: elaborada pelos autores.

Figura 1 - Microscopia do melhor resultado (Teste 11) com
pigmentacdo por vermelho do Nilo

Tabela 1 - Medidas de diametro dos microplasticos

]

que orientam o seu empregado apenas para observagoes
preliminares de macromorfologia, coloragio e estrutura

da superficie do MP.

Processo de envelhecimento por

radiacdo ultravioleta C e identificacdo por
microscopia eletrénica de varredura e FTIR

As amostras envelhecidas foram avaliadas por meio da
microscopia aplicando-se as melhores condigdes de pig-
mentagdo e variaveis Opticas determinadas em etapa preli-
minar da pesquisa. Os resultados das medi¢cdes do didme-
tro de particulas aleatdrias verificadas nas imagens obtidas
do estereomicroscdpio estdo na Tabela 1.

A analise dos valores médios dos didmetros das parti-
culas plasticas envelhecidas em diferentes tempos eviden-
ciou que quanto maijor o tempo de envelhecimento menor
o valor médio do diametro. Assim, por mais que algumas
medidas de didmetro da amostra 3 ainda sejam equipara-
veis aquelas visualizadas na amostra sem envelhecimento,
na média, as particulas sdo menores. Tais resultados sao
corroborados por Lin et al. (2020), que verificaram que o
envelhecimento das particulas por intermédio de radia-
¢do UV-C propicia a quebra do MP em particulas ainda
menores. Sabe-se que o tempo de envelhecimento das par-
ticulas adotado neste estudo ainda ndo é representativo
das caracteristicas de MPs que podem ser encontradas em
amostras ambientais. Dessa forma, infere-se que, quanto
mais envelhecidas sio as amostras, mais acentuadas serio
as quebras e diminui¢oes de intensidade de luminescéncia.

Os resultados também evidenciaram que, quanto mais
envelhecidas as amostras, mais fortes eram as colora¢oes roxas
verificadas no perimetro das particulas plasticas diretamente

em contato com a membrana, podendo indicar o aumento

Medidas (um)

1 2 3 4 5 6 Média das medidas
Amostra O 3291 1454 1339 1500 24,86 1709 1960
Amostra 1 2106 126 14,78 1767 1700 1032 1560
Amostra 2 1917 19m 589 1668 960 136 1360
Amostra 3 8n 22,2 758 974 2412 487 12,80

Fonte: elaborada pelos autores.
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da superficie de contato e a deposi¢do do pigmento em tais
localidades, dada a mudanga na rugosidade das particulas
plasticas decorrente da radiagao UV-C, como também rela-
tado por Luo et al. (2022). O processo de envelhecimento
por UV-C realizado nesta pesquisa mostrou a ocorréncia de
mudangas na coloragio das microparticulas plasticas. Os MPs
novos detinham coloragao esbranquicada, ja os MPs mais
envelhecidos se tornaram mais amarelados, o que corrobora

com o apresentado por Li et al. (2022), que comprovaram

a rea¢do de oxida¢do do material por causa da sua colora-
¢do amarelada, apds 24 dias de envelhecimento por radia-
¢do UV em particulas de MPs de poliestireno, poliamida e
polietileno. De acordo com He et al. (2023), esse é um dos

indicadores de envelhecimento efetivo do MP.

Analise por microscopia eletrénica por varredura
O Quadro 3 apresenta as imagens do MEV obtidas para as

particulas de MP, divididas em fun¢éo da sua magnificagao.

Quadro 3 - Efeito do envelhecimento analisado em microscopia eletrénica de varredura

";Z";:gifi° enve?liiii?ﬁento Ampliacdo 2k Ampliacdo 5k Ampliagao 20k
0] Sem envelhecimento
1 4
2 6
3 1

Fonte: elaborado pelos autores.
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Os resultados evidenciam que as imagens com magnifi-
cacio de duas mil vezes com envelhecimento de 11 dias
aparentam ter diminuido de tamanho quando compara-
das as particulas de MP sem envelhecimento e com qua-
tro dias de envelhecimento.

Verificada a dificuldade de avaliacdo dos MPs de forma
visual, as imagens foram submetidas a métodos numéricos
analiticos. Tornou-se imprescindivel identificar se a magni-
fica¢do seria um fator de influéncia nos resultados das ana-
lises numéricas. Por isso, os valores de entropia, para cada
um dos tempos de envelhecimento, correlacionados as suas
respectivas magnificacdes, foram apresentados na Figura 2.

Por meio da Figura 2 é possivel observar que os niveis
de magnificagdo ndo influenciaram de forma direta a
entropia média de cada um dos tempos de envelheci-
mento. Dessa maneira, infere-se ser possivel a analise
de apenas uma magnificagdo, como representativa das
demais. Em vista disso, foi escolhida a magnificacao de
dois mil para que a entropia fosse analisada com maior
detalhamento em diferentes niveis de cinza na imagem em

28 bits. A Figura 3 mostra o comportamento das entropias

relacionadas a cada faixa de nivel de cinza, para os perio-
dos de envelhecimento estudados, quatro, seis e 11 dias.
Na Figura 3 é possivel verificar que, em algumas con-

di¢des, a medida de entropia é sensivel as alteracdes de

Fonte: elaborada pelos autores.

Figura 2 - Efeito da magnificacdo das imagens da microscopia
eletrénica por varredura no parametro entropia média

Fonte: elaborada pelos autores.
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Figura 3 - Entropia em diferentes dias de envelhecimento: (a) quatro, (b) seis, (c) 11 dias
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textura afetadas pelo envelhecimento, sendo possivel ates-
tar que é uma variavel importante para o entendimento do
envelhecimento sob as particulas poliméricas. Para valo-
res de entropia maiores que 2, existem maiores diferen-
cas em rela¢do aos tempos de envelhecimento estudados.
A distribuicao de pixel se concentra nas maiores classes
de entropia, sendo mais marcada para os intervalos de
quatro e seis dias.

Os resultados do teste paramétrico de Wilcoxon
indicaram que ndo ha diferenca estatisticamente signi-
ficativa entre os periodos de envelhecimento de quatro
e seis dias (p = 0,256), contudo a comparagdo entre o
periodo de 11 dias de envelhecimento e os periodos de
quatro (p = 0,081) e seis (p = 0,095) dias revelou dife-
rengas estatisticamente significativas. Embora prelimina-
res para essa aplicacdo, verifica-se que o uso dessa ferra-
menta tem potencial para analise de envelhecimento de
MP, no entanto sio demandadas novas pesquisas para
confirmar a tendéncia observada.

Destaca-se que a utilizacdo de MEV para averiguagao
das modificagdes na superficie de MPs foi aplicada tam-
bém pelos estudos de Li et al. (2022) e Li et al. (2024), nos
quais foram identificadas quebras nas estruturas de MPs
submetidas a 20 ou mais dias de irradiacao UV. Apos a
decorréncia do periodo de envelhecimento, constatou-se
que os MPs que antes apresentavam superficies lisas e pla-
nas se tornaram asperos e enrugados, e as particulas que
inicialmente apresentavam medidas variaveis de 2-4 ym
passaram a enquadrar-se como nanoplasticos. No atual
estudo, nédo foi possivel identificar alteracdo na morfo-
logia dos MPs de forma visual, sem auxilio de métodos
analiticos, podendo esse fato ser explicado pelo periodo
de tempo de envelhecimento mais curto do que aqueles
empregados nos estudos supracitados. Dessa maneira, é
possivel afirmar que, quanto maior o desprendimento de
tempo no envelhecimento do MP, maiores serdo a fragi-
lizagdo, a presencga de rachaduras e a geracao de radicais
livres (ZHU et al., 2020).

Analise por FTIR
A analise por FTIR possibilitou a identificagdo quimica das

amostras de MP que passaram por diferentes intervalos

(n, Cad. Téc. Eng. Sanit. Ambient. | v4 n1|2024 1324

de envelhecimento. Os difratogramas dessas amostras sao
apresentados na Figura 4.

Os difratogramas das amostras de MP-PVC que pas-
saram pelo processo de envelhecimento pela radiagao
UV-C mostraram que a oxida¢ao do material comegou
com seis dias de irradiagdo e aumentou gradualmente.
Isso é comprovado pelo aparecimento do pico de carbo-
nila em 1.716 cm’’, pois, de acordo com Lin et al. (2020),
o0s picos de absor¢iao proximos a 1.720 cm™ se referem
ao alongamento de grupos carbonila (C = O), e a forma-
¢do de estruturas carbonilicas comprova a decomposi¢ao
efetiva de ligacdes quimicas do material pela exposigdo a
radiagdo UV (HE et al., 2023).

Nesta pesquisa, o comportamento da formagao das estru-
turas carbonilicas foi verificado nos trés estagios de enve-
lhecimento do MP, no entanto mesmo o maior periodo de
envelhecimento adotado (11 dias) descreve uma fase inicial
de degradagio com alta reatividade e oxidagdo do material,
conforme evidenciado por Luo et al. (2023). Destaca-se que
o comportamento do envelhecimento via radiagdo UV
constatado nesta pesquisa se mostrou semelhante ao enve-
lhecimento realizado por meio de plasma de descarga elé-
trica (Zhou et al., 2020). Em ambos os processos, houve o
aumento do indice de carbonila mesmo ap6s a passagem

de um curto periodo de tempo de envelhecimento.

220
200-
180—-
160—-
140—-

120

Sem Envelhecimento

100

80

60

T 2 T ¥ T ¥ T X T ¥ T k. T X 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Comprimento de onda (cm'1)

Fonte: elaborada pelos autores.

Figura 4 - Difratogramas de microplasticos de policloreto de
vinila envelhecido em diferentes tempos de exposi¢cao
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CONCLUSOES

A combinagédo de técnicas utilizadas descritas pelo pro-
cedimento multianalitico quantiqualitativo e a correlagao
entre elas permitem o monitoramento da progressao da
degradacido do MP. Evidenciou-se que a microscopia é um
método visual qualitativo para contagem e avalia¢ao da
degradagao do corante. Igualmente, o FTIR, importante
para identificagdo da mudanga na composi¢ido quimica
dos MPs, e 0 MEV, juntamente com a analise da entropia
da imagem, sdo primordiais para validagao da mudanca
na textura do MP exposto ao fator de envelhecimento.

A exposi¢ao controlada a radiagdo UV-C, com poténcia
instalada de 9 kWh/m? (dia), induziu a degradagio acelerada
do MP-PVC. A analise por MEV revelou alteragoes signifi-
cativas na morfologia das particulas de PVC ap6s 11 dias de
exposi¢dao ao UV-C em condigdes controladas. A entropia
da imagem, uma medida quantitativa da complexidade e
heterogeneidade da superficie, demonstrou aumento pro-
gressivo com o tempo de exposi¢ao, indicando a formagao
de novas estruturas e a intensificagdo da degradagao.

A FTIR corroborou os resultados da MEV, evidenciando
alteracdes na estrutura quimica do PVC, como a oxidagéo
e a formagdo de novos grupos funcionais. A combinagdo
das técnicas de MEV e FTIR permitiu uma caracteriza-
¢do mais completa do processo de degradagao, correlacio-
nando as alteragdes morfoldgicas observadas pela MEV
com as modificagdes quimicas identificadas pela FTIR.

A entropia da imagem como ferramenta quantitativa
para avaliar as alteragdes na textura das particulas de PVC
demonstrou ser uma abordagem eficaz para monitorar o
processo de envelhecimento. Os resultados obtidos neste
estudo permitiram o desenvolvimento de uma metodolo-

gia semiautomatica para a quantificagdo e caracterizagdo

de amostras ambientais contendo MPs. Os resultados do
teste paramétrico de Wilcoxon aplicados para entender a
diferen¢a na entropia das imagens adquiridas de cada um
dos niveis de envelhecimento do MP indicaram diferengas
estatisticamente significativas entre as imagens de 11 dias
quando comparadas com as de seis e quatro dias, o que indica
um envelhecimento mais potencializado desse periodo em
diante. Embora preliminares para essa aplicacéo, verifica-se
que o uso dessa ferramenta tem potencial para analise de
envelhecimento de MP, no entanto sio demandadas novas
pesquisas para confirmar a tendéncia observada.

O estudo, apesar de fornecer avangos a tematica emergente
deidentificagao de MPs, apresenta lacunas na padronizagio das
imagens adquiridas por microscopia Optica e na semiautomatiza-
¢ao para identificagao dos MPs em amostras. Recomenda-se que
em trabalhos futuros o tempo de envelhecimento das amos-
tras seja ampliado, por meio do aumento do periodo de expo-
sicdo ao UV-C, para que sejam analisadas novas correlagoes
associadas ao comportamento de outros MPs (polipropileno,
polietileno etc.), bem como seja confirmada a tendéncia das
andlises realizadas para entropia. Adicionalmente, sugere-se
0 monitoramento das alteracdes da estrutura molecular do

plastico e seus efeitos na degradacdo do MP.
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