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RESUMO - A presenca de residuos antropogénicos em aguas oceanicas e sua ingestdo por aves
marinhas tem sido alvo de um crescente niimero de estudos. Os Procellariiformes sao particularmente
suscetiveis a ingestao de pléstico, uma vez que se alimentam preferencialmente de pequenas presas
na superficie da dgua, onde os plasticos tendem a flutuar e se acumular. Apds revisao bibliogréfica e
aplicagao pratica de técnicas em campo e laboratério, apresentamos um protocolo padronizado de
amostragem para a avaliagao da ingestéo de plésticos por Procellariiformes que inclui recomendacoes
para opg¢oes de tipos e fontes de amostras, além de adaptagdes a coleta para atender a diversos objetivos
de pesquisa. As amostras podem ser coletadas de animais mortos oriundos da captura incidental em
atividades de pesca; encalhes de praia; aves mortas nas colonias ou centros de reabilitacao; animais
vivos em colbnias ou centros de reabilitacdo; ou amostragem néo invasiva por meio das fezes,
bolos alimentares e ovos nao eclodidos. Além disso, sugerimos tipos de anélises possiveis, materiais
necessarios e rotinas de limpeza para evitar a contaminacao durante a coleta e processamento. O
uso de protocolos padronizados aumenta a consisténcia, comparabilidade e a reprodutibilidade,
permitindo comparacdes entre estudos em escalas temporais e espaciais diferenciadas.

Palavras-chave: Oceano; poluicao; aves marinhas; residuos plasticos.

Methods for Assessing Exposure to Plastic Pollutants in Procellariiformes:
Review and Standardization of Protocols

ABSTRACT - The presence of anthropogenic debris in oceanic waters and their ingestion by seabirds
has been the subject of a growing number of studies. Procellariiformes are particularly susceptible to
plastic ingestion, since they feed preferably on small prey on the waters’ surface, where plastics tend to
float and accumulate. Following an extensive literature review and practical application of techniques
in the field and laboratory by the authors, we present a set of guidelines for sampling Procellariiformes
to assess plastic ingestion. The guidelines suggest several sample type and sample source options,
offering ways to approach different research objectives and overcome logistics constraints. Samples
may be collected from dead beach-cast birds or those caught incidentally by fisheries. It is also possible
to collect samples from live or dead animals in their breeding sites, rehabilitation centers, or non-
invasively through feces, boluses and non-hatched eggs. In addition, we recommend analysis methods,
necessary materials and cleaning routines to avoid contamination during collection and processing.
The use of standardized protocols increases consistency and repeatability, allowing comparisons
between investigations for a number of species, as well as the detection of large-scale spatiotemporal
patterns.

Keywords: Ocean; plastic debris; pollution; seabirds.
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Métodos para Evaluar la Exposicion a Contaminantes Plasticos en
Procellariiformes: Revisién y Estandarizaciéon de Protocolos

RESUMEN - Los estudios sobre la presencia de residuos antropogénicos en el mar y su ingesta por
aves marinas se han incrementado en las Gltimas décadas. Los Procellariiformes son particularmente
susceptibles a la ingesta de plasticos debido a que se alimentan preferentemente de presas sobre la
superficie del mar, donde los pléasticos tienden a flotar y acumularse. Luego de una extensa revision
bibliogréfica y la aplicacién practica de técnicas en el laboratorio y el campo, presentamos protocolos
estandarizados para la colecta de muestras para evaluar la ingesta de plasticos en Procellariiformes.
Estos protocolos sugieren una variedad de tipos y fuentes de muestras y metodologias de colecta de
acuerdo a diferentes objetivos de investigacién. Las muestras pueden ser colectadas de aves muertas
encontradas en la playa o capturadas incidentalmente en pesquerias; de aves vivas o muertas en
colonias reproductivas y centros de rehabilitacién; o de manera no-invasiva en el caso de fecas,
bolos y huevos no eclosionados. Ademas, recomendamos métodos de andlisis, insumos necesarios
y rutinas de limpieza para evitar la contaminacién durante la colecta y procesamiento de muestras.
La implementacién de protocolos estandarizados para la colecta y el andlisis de muestras favorece
la consistencia y repetibilidad de los estudios, permitiendo la comparacién de los resultados y la
deteccién de patrones espacio-temporales a gran escala.

Palabras clave: Océano; polucion; aves marinas; residuos plasticos.

Introducao

Albatrozes e petréis (Procellariiformes)
estdo entre as espécies de aves marinhas mais
ameacadas de extincdo, com populacoes dimi-
nuindo rapidamente e seu estado de conservacao
deteriorando-se acentuadamente nos ultimos anos
(Birdlife International, 2018; Phillips et al., 2016).
Ainda que a captura incidental em atividades
de pesca seja a mais importante causa de
mortalidade e declinio populacional para essas
aves desde o final dos anos 1980, outros fatores
como a introducao de espécies exdticas invasoras
e os patdégenos nas colbnias, a poluicao marinha
e a ingestao de residuos de origem antropogénica
foram reconhecidas como ameacgas para suas
populagoes (Phillips et al., 2016; Dias et al., 2019).

Procellariiformes sdo aves particularmente
suscetiveis a ingestao de plastico, pois se
alimentam preferencialmente de presas pequenas
em Aaguas superficiais, sendo que os residuos
plasticos tendem a boiar exatamente nessa
mesma coluna de agua (Titmus & Hyrenbach,
2011; Sebille et al., 2020). Além disso, estudos
recentes mostraram que o biofilme que se forma
na superficie dos residuos plasticos produz
uma assinatura olfativa que se assemelha a do
alimento natural de Procellariiformes, o que
também explicaria a alta frequéncia de ingestao
de residuos nesse grupo (Savoca et al., 2016).
A quantidade crescente de residuos plasticos
circulando nos oceanos (Jambeck et al., 2015),
a crescente evidéncia de sua ingestao intencional

e acidental pelas aves marinhas (Wilcox et al.,
2015) e a lacuna de conhecimento sobre os efeitos
(individuais e/ou populacionais) de sua ingestao
evidenciam a importadncia de priorizar sua
investigacao (Weimerskirch et al., 2003; Parsons
et al., 2008; Grimaldi et al., 2015; Phillips et al.,
2016).

O conhecimento atual sobre os efeitos
negativos dos residuos plésticos na vida silvestre
¢ amplamente baseado em consequéncias
facilmente observadas, como emalhamento,
obstrucao do intestino ou caquexia (Pierce et al.,
2004; Pnhillips et al., 2010; Ryan et al., 2016;
Roman et al., 2019). Muitas dessas interacoes
também incluem efeitos subletais menos visiveis,
até o momento pouco documentados (Rochman
et al., 2014; Limonta et al., 2019; Fossi et al.,
2020). Ainda, a acumulacdo de compostos
quimicos derivados da degradacao dos residuos
plasticos e aditivos como plastificantes (ftalatos)
e retardantes de chama (éteres difenilicos
polibromados — PBDE) ja é documentada em
aves marinhas (Tanaka et al, 2013; 2015;
Hardesty et al., 2015; Tanaka et al., 2020). Muitos
desses compostos sdao potencialmente téxicos
e sao conhecidos por induzir uma variedade
de efeitos cronicos e subletais, incluindo
disfuncédo enddcrina, neurotoxicidade, distarbios
metabdlicos, disrupcao de resposta do sistema
imune, mutagénese e carcinogénese (Prokic et al.,
2019; Puskic et al., 2020). A acumulacao desses
compostos (e.g. a partir de lixiviacdo cronica de
particulas de pléastico retidas no estbmago) pode
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afetar o ciclo de vida e o sucesso reprodutivo
das espécies, potencialmente contribuindo com
reducado populacional em longo prazo (Finkelstein
et al., 2007; Hardesty et al., 2015).

Além dos compostos derivados da
degradacao dos residuos plésticos, compostos
téxicos como bifenilpoliclorados (PCBs) e os pesti-
cidas organoclorados (POCs) possuem afinidade
por particulas poliméricas como o plastico e
tendem a serem adsorvidos pelas mesmas (Mato
et al., 2001; Endo et al., 2005; Rios et al., 2007).
A adsorcao é um fenémeno pelo qual compostos
organicos hidréfobos se concentram e se aderem
na superficie do plastico (Mato et al., 2001; Endo
et al., 2005; Provencher et al., 2018a). A presenca
desses compostos foi detectada em fragmentos de
plastico ingeridos por aves marinhas no Atlantico
Sudoeste (Colabuono et al., 2010).

Para investigar a ingestdao de plastico
nas aves marinhas ¢é importante utilizar uma
metodologia padrao (van Franeker et al., 2011). O
desenvolvimento de métodos para a amostragem
e anélise dos residuos plasticos é uma éarea de
pesquisa importante e emergente (Provencher
et al, 2019; Kiuhn & wvan Franeker, 2020).
Atualmente, Fulmarus glacialis é a Unica espécie
para a qual um protocolo padrao de coleta e
andlise foi adotado para determinar a ingestdo
de residuos plasticos (itens > 1mm) através de
andlise de contetido estomacal (OSPAR, 2015).
Esses métodos foram aplicados com sucesso em
estudos no Atlantico e Pacifico Norte, permitindo
comparacOes entre espécies e ao longo do tempo e
do espaco (van Franeker et al., 2011; Provencher
etal., 2017; Avery-Gomm et al., 2018; Provencher
etal., 2019).

No presente trabalho apresentamos um
protocolo padronizado de amostragem de
residuos plasticos para coletas de albatrozes e
petréis vivos ou mortos e/ou ambiental, de acordo
com diferentes objetivos de pesquisa. Além disso,
sugerimos tipos de andlises possiveis, materiais
necessarios e rotinas de limpeza para evitar a
contaminacdo durante a coleta e processamento
de amostras. Os protocolos aqui apresentados
podem ser aplicados amplamente tanto em campo
por uma equipe inexperiente (e.g. amostragem
ambiental e de aves mortas), bem como por
pessoal especializado no caso de aves vivas ou
equipes executando necropsias completas em
condigcoes controladas. Embora o foco deste

x©

trabalho seja dado a Procellariiformes, essas
diretrizes e recomendacbes sao generalizaveis
para outras espécies de aves marinhas e outros
grupos taxonomicos.

Material e Métodos

Para a pesquisa bibliogréfica foram
usadas as plataformas e bases de dados Google
Scholar, SpringerLink, ScienceDirect, Taylor and
Francis Online, Wiley Online Library na busca
de artigos cientificos peer-reviewed, teses e
dissertacbes. As palavras-chave incluiram “plastic
ingestion”, “plastic debris”, “plastic additives”,
“Procellariiformes”, “seabirds”, “sampling protocol”
e “sample procedure”. Estudos publicados durante
as Ultimas duas décadas em aves marinhas foram
considerados.

Embora o enfoque taxonémico das buscas
tenha sido dado para Procellariiformes e aves
marinhas, também foram considerados estudos
para outros grupos taxonémicos que pudessem
ser extrapolados para a Classe Aves. Informacao
sobre o tipo de estudo, metodologia de coleta para
os diferentes tipos de amostras, processamento
e andlise laboratorial foram extraidos de cada
referéncia.

Também foram consideradas na revisao
os comentarios e recomendacdes dos protocolos
apresentados pelas autoras deste trabalho ao
Acordo para a Conservacao de Albatrozes e
Petréis (ACAP) durante a 112 reunido do Comité
Consultivo em 2019, que foram consolidados em
guia de boas préaticas do ACAP (Uhart et al., 2020),
e a aplicacao pratica posterior dos procedimentos
em campo por meio de projeto financiado por este
Acordo.

Neste trabalho, sao tratados como
macroplasticos os residuos > 5mm e micropléasticos
aqueles < 5mm conforme GESAMP (2019).

Resultados e Discussao

Revisao bibliografica e tipos de analises
possiveis

Foram identificadas 70 referéncias para
o desenvolvimento de protocolos padronizados
para investigar a exposicao das aves marinhas
ao pléastico. Na Figura 1 apresentamos o nimero
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de artigos por ano de publicagdo. Somente 10
(7%) destas publicacoes correspondem a estudos
desenvolvidos no Oceano Atlantico Sudoeste,
principalmente com Procellariiformes (Copello &
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Quintana, 2003; Copello et al., 2008; Colabuono
et al., 2009, 2010; Tourinho et al., 2010; Jiménez
etal., 2015; Lenzi et al., 2016; Tavares et al., 2017
Petry & Benemann, 2017; Yorio et al., 2020).

2003 2005 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

Ano

Figural - Visualizacdo em escala temporal do nimero de publicacbes consultadas para a elaboracao dos
protocolos apresentados no presente artigo.

6rgaos e tecidos (compostos aditivos), e itens
triados (compostos aditivos e adsorviveis).

Na revisao das publicacoes disponiveis
até a presente data, em um nivel crescente de
complexidade, observa-se que é possivel executar
ao menos trés niveis potenciais de anélises
(Figura 2): 1) detecgéo, triagem e quantificacao
de itens plasticos em conteido gastrointestinal,
bolos alimentares ou fezes; 2) caracterizagdo dos
itens triados; e 3) andlise quimica de compostos
associados aos plasticos em ovos nao viaveis ou
nao eclodidos, 6leo estomacal, glandula uropigial,

Na Tabela 1 apresentamos toda a bibliografia
consultada para a elaboracdo dos protocolos
presentes neste artigo, de acordo com os tipos de
andlises pretendidas, amostras e fontes. A partir
deste levantamento geral, sdo aprofundados os
materiais e os protocolos de coleta de amostras
recomendados (Tabela 2).

Tabela 1 — Bibliografia consultada para a elaboracdo de protocolos para coleta de amostras tendo em conta
andlise, fonte e tipos de amostra.

Deteccao, triagem e quantificacao de itens plasticos

Carey, 2011; Lavers et al., 2014; Provencher et al., 2014; Copello & Quintana, 2003; Copello et al., 2008;
Phillips et al., 2010, 2020; Yorio et al., 2020.

contetdo gastrointestinal

Mallory et al., 2008; Colabuono et al., 2009; Tourinho et al., 2010; Gray et al., 2012; Codina-Garcia et al.,
2013; Bond et al., 2014; Jimenez et al., 2015; Acampora et al., 2016; Herzke et al., 2016; Poon et al., 2017;
Petry & Benemann, 2017; Ryan, 2008, 2016; Roman et al., 2016, 2019; Hyrenbach et al., 2017; Provencher
et al., 2009, 2014, 2018b, van Franeker et al., 2011; Tavares et al., 2017; Avery-Gomm et al., 2018; Lavers
et al., 2019; Avery-Gomm, 2020; Baak et al., 2020; Padula et al., 2020; Kiihn, 2020; Bourdages et al., 2021;
Hamilton et al., 2021; Kiihn et al., 2021.

contetdo gastrointestinal
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bolos alimentares

Lindborg et al., 2012; Hammer et al., 2016; Lenzi et al., 2016; Hyrenbach et al., 2017; Perold et al., 2020;

Stewart et al., 2020; Ibanez et al., 2020; Yorio et al., 2020; Bond et al., 2021.
fezes Gil-Delgado et al., 2017; Le Guen et al., 2020.

Deteccao, triagem e quantificacao de itens plasticos e Caracterizacao dos itens triados

contetdo gastrointestinal

Lavers et al., 2014; Provencher et al., 2014; Copello & Quintana 2003; Copello et al., 2008; Phillips et al.,

2010, 2020; Yorio et al., 2020; Lusher et al., 2018.

contetdo gastrointestinal

Mallory et al., 2008; Provencher et al., 2009; Gray et al., 2012; Codina-Garcia et al., 2013; Bond et al., 2014;

Acampora et al., 2016; Avery-Gomm et al., 2016, 2020; Tavares et al., 2017; Baak et al., 2020; Yorio et al.,
2020; Kiihn, 2020; Bourdages et al., 2021; Hamilton et al., 2021; Kiihn et al., 2021.

Lusher et al., 2015, 2018 (mamiferos marinhos).

bolos alimentares

Nilsen et al., 2014; Lenzi et al., 2016; Alvarez et al., 2018; Perold et al., 2020; Ibanez et al., 2020; Stewart et

al., 2020; Yorio et al., 2020; Bond et al., 2021.

fezes Le Guen et al., 2020.

Lusher et al., 2018; Nelms et al., 2019 (mamiferos marinhos)

Analises quimicas

Tanaka et al. 2015.
6leo da glandula uropigial ~ Hardesty et al., 2015.

6leo estomacal

6leo estomacal

itens plasticos de contetido
estomacal

tecido adiposo, abdominal
e musculo peitoral, 6rgaos
(figado)

Neumann et al., 2021.

Tanaka et al., 2015; Kiithn, 2020; Kiihn et al., 2020.
Tanaka et al., 2013, 2015, 2018, 2019; Herzke et al., 2016; Neumann et al., 2021.

Tanaka et al., 2013, 2015, 2020; Herzke et al., 2016; Commendatore et al., 2018; Padula et al., 2020;

Fossi et al., 2012, 2014; Baini et al., 2017 (mamiferos marinhos).

6leo da glandula uropigial =~ Hardesty et al., 2015; Tanaka et al., 2020.

0V0Ss ndo-viaveis ou nao- Jaspers et al., 2005; Polder et al., 2008; Braune et al., 2015; Commendatore et al., 2018.

eclodidos

bolos alimentares Tanaka et al., 2019.

contetido estomacal Rios et al., 2007.

contetido estomacal Colabuono et al., 2010; Yamashita et al., 2011; Herzke et al., 2016; Provencher et al., 2018a.

bolos alimentares Rios et al., 2007; Tanaka et al., 2019.

Os métodos analiticos usados para deteccédo
e triagem de itens plasticos sao diversos e depen-
dem do tamanho dos itens plésticos analisados,
do tipo de amostra e da quantidade de material
organico na mesma. No entanto, podem ser
agrupados em trés subcategorias: (a) exame visual
a olho nu (Avery-Gomm, 2020); (b) exame visual

com microscépio éptico (com ou sem coloracao
fluorescente seletiva utilizando vermelho do Nilo)
(e.g. Avery-Gomm et al., 2018; Padula et al,
2020); e (c) digestao da amostra com subsequente
filtragao e anélise visual (usualmente utilizado para
itens menores a 1mm e/ou amostras com elevado
conteido de matéria organica) (e.g. Provencher
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et al., 2018b; Lavers et al., 2019; Hamilton et al.,
2021).

Outro conjunto de andlises possiveis
inclui a caracterizagao dos itens triados: (a) fisica
(tamanho, forma, tipo, cor) de acordo com os
cédigos estabelecidos por United Nations Joint
Group of Scientific Experts on Scientific Aspects of
Marine Environmental Protection (GESAMP, 2019)
(e.g. van Franeker et al., 2011; Provencher et al.,
2017); (b) quimica, de acordo com os cédigos
utilizados pela Society of Plastics Industry (Nilsen
et al., 2014) e por espectroscopia (e.g. Lusher
et al, 2015, 2018; Avery-Gomm et al., 2016,
2020; Alvarez et al.,, 2018; Nelms et al., 2019).
A espectroscopia de infravermelho transformada
de Fourier (espectroscopia FTIR) e Raman, sao
aplicadas para verificar se os itens suspeitos sao
polimeros sintéticos, para determinar a compo-
sicao geral dos itens isolados, ou ambos.

Por ultimo, encontram-se andlises quimicas
para identificar e quantificar compostos associados
aos plasticos (aditivos e adsorviveis) através do

uso de técnicas envolvendo cromatografia gasosa
e outros métodos de deteccao de componentes
quimicos (e.g. Hardesty et al., 2015; Tanaka
et al., 2020). Este conjunto de anélises engloba
procedimentos que requerem a implementacao
de medidas de limpeza especificas e a coleta de
amostras de controle, também denominadas
brancos. Brancos tratam da obtencéo de amostras
de controle negativo para verificar a existéncia de
contaminacdo cruzada por particulas de pléstico
procedente de outras fontes durante a coleta e
processamento de amostras (Tanaka et al., 2020).

Como primeiro passo para tomar qualquer
decisao em relacao ao protocolo a ser escolhido,
deve-se selecionar o tipo de andlise de acordo com
a pergunta-chave a ser respondida, bem como a
disponibilidade de recursos e equipamentos, além
dos objetivos da pesquisa. Propoe-se um fluxo de
pesquisa com diferentes alternativas de anélises
e tipos de amostras de acordo a perguntas-chave
associadas os objetivos de pesquisa (Figura 2).
Os protocolos de coleta e armazenamento de
amostras podem ser consultados na Tabela 2.

Perguntas-chave As aves marinhas L

ingerem plastico?

plasticos encontrados
nas aves marinhas?

Os plasticos recuperados
possuem afinidade
(adsorvem) por os

compostos organico
persistentes ?

Os compostos derivados
de plastico (aditivos) sdo
absorvidos pelas aves
marinhas?

Detecgdo, triagem
e quantificagdo de
itens plasticos

Tipos de anélises

Tipos de amostras
> Fezes

Caracterizagdo
dos itens
plasticos triados

v v | v v
=" | Ovos n3o-viaveis
ou ndo-eclodidos
v

» Boloalimentar |« —

Andlise quimica de
compostos associados aos
plasticos

Adsorviveis

Figura 2 - Fluxo de pesquisa para a avaliagédo de ingestao de plésticos com diferentes alternativas de andlises e
tipos de amostras de acordo a perguntas-chave associadas os objetivos de pesquisa. Fonte de amostra:
cinza escuro (ave viva ou morta), cinza claro (ambiental).

Protocolos padronizados de coleta e
armazenamento de amostras

As referéncias consultadas utilizam-se de
amostras coletadas de aves mortas (59%), vivas
(9%), ou ambas (4%). Entretanto, nos ultimos
anos, observa-se um aumento de trabalhos que

se utilizam de amostragem nao invasiva por meio
da coleta de fezes, bolos alimentares e ovos, tanto
como Unica fonte (21%) ou em combinacao
com amostras de aves vivas e/ou mortas
(7%). A Tabela 2 apresenta as consideracoes
metodoldgicas padronizadas para a coleta e
armazenamento de amostras de acordo com sua
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fonte e seu tipo, bem como de acordo com a
andlise a ser realizada.

Aves mortas (e.g. oriundas da captura
incidental, encalhes de praia, mortas nas colonias
ou centros de reabilitagao): a coleta pode ser
executada em carcacas recém obtidas ou arma-
zenadas congeladas. A necropsia do espécime
deve ser realizada, preferencialmente, dentro de
um ambiente controlado (e.g. laboratério) para
reduzir o risco de contaminacdo. A contaminacao
oriunda do ambiente é especialmente prejudicial
para futura andlise de poluentes nas amostras
coletadas e/ou investigacao da presenca de itens
menores que 1mm. As carcagas frescas nao sao
requisito obrigatério para a andlise, contudo,
quando ha predacao por carniceiros deve-se notar
se houve dano ou retirada do trato digestério. O
trato gastrointestinal (es6fago, pro-ventriculo,
ventriculo e intestino), 6rgaos, tecidos e glandula
uropigial podem ser coletados por meio da
dissecagado ou durante a necropsia (detalhes da
coleta na Tabela 2).

Aves vivas (e.g. em centros de reabilita-
cao ou colbnias): detalhes da coleta das amostras
(e.g. conteido estomacal e d6leo de glandula
uropigial) sdo apresentados na Tabela 2. O trabalho
com aves vivas requer treinamento especifico e
deve estar restrito a pessoas com experiéncia para a
atividade. O contetido estomacal (sélido e oleoso)
pode ser coletado por regurgitacdo espontanea
voluntéria (Phillips, 2006; Provencher et al., 2014;
Mclnnes et al., 2016). A lavagem estomacal (ou

emética) é altamente invasiva e nao recomendada
para esse proposito. A regurgitacao forcada pode
causar danos e mortalidade, além de incutir viés
as amostras obtidas (Provencher et al., 2019).
Além disso, o ventriculo dos Procellariiformes
(exceto o dos albatrozes) é separado do pro-
ventriculo por um istmo no qual os itens rigidos
podem permanecer alojados e, portanto, nao
serdo facilmente regurgitados (Furness et al.,
1985). Por estes motivos, as técnicas envolvendo
a regurgitacdo raramente rendem uma amostra
completa (Provencher et al., 2019).

Ambiental: Detalhes sobre a coleta de
amostras ambientais podem ser consultados
na Tabela 2. Fezes frescas, bolos alimentares
do ninho e das imediagbes, e ovos (nao viaveis
ou nao eclodidos) sdao amostras Uteis e nao
invasivas para a determinagao da ingestao de
residuos plasticos (itens < bmm e > 1Imm) e
contaminantes associados, e que nao requerem
a manipulacdo das aves. Bolos alimentares sao
materiais nao digeriveis contendo itens alimentares
naturais, mas também podem conter residuos de
origem antropogénica. Bolos sdo regurgitados
espontaneamente por adultos ou ninhegos um
pouco antes de sua saida e independéncia dos
ninhos, além de serem encontrados nos ninhos e
nas imediagbes (Hyrenbach, 2017; Provencher
etal., 2020). A coleta das fezes pode ser combinada
com estudos de DNA para a determinacao tanto
da ingestao de residuos poliméricos como da dieta
de um individuo (Nelms et al., 2019).

Tabela 2 — Protocolos padronizados de coleta e armazenamento de amostras, separadas por tipo de andlise, fonte

e tipos de amostra.

Aves vivas — contetido gastrointestinal

Obter regurgitos inclinando a cabeca da ave e massageando
gentilmente o estbmago e garganta e coloca-los em saco pléastico
hermético.

Para anélise dos itens plasticos < 1mm coloque os regurgitos em
recipiente de vidro.

Aves mortas — contetido gastrointestinal

Durante necropsia, extrair e amarrar as extremidades do trato
gastrointestinal e coloca-lo em saco plastico hermético.

Para anédlise dos itens plasticos < 1mm envolva em uma folha dupla
de aluminio limpa antes de colocé-lo no saco pléstico hermético.

saco pléstico hermético

recipiente de vidro limpo, com uma folha de aluminio sob a
tampa (ou use tampas com revestimento PTFE)

armazenar sob congelamento para andlise/transporte

bandeja de metal

férceps, pincas, tesouras limpas, lamina de bisturi nova e
esterilizada para dissecacao

linha de algodao

saco plastico hermético

folha dupla de aluminio nova

armazenar sob congelamento para anélise/transporte
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Coletar os bolos alimentares com a pinca e colocé-los
individualmente em sacos pléasticos herméticos.

pinga (ou férceps) limpa

sacos plasticos herméticos

folha dupla de aluminio limpa

Para anélise dos itens plésticos < 1mm envolva em uma folha dupla ¢ armazenar sob congelamento ou secar o material e armazena-lo
de aluminio limpa antes de coloca-lo no saco plastico hermético. em um local seco e escuro até o momento da analise

Coletar fezes em tubos de tampa de rosca. ¢ espétulas de madeira descartaveis
* tubos de tampa de rosca
* armazenar sob congelamento para transporte/analise

Obter regurgitos inclinando a cabeca da ave e massageando * recipiente de vidro limpo, com uma folha de aluminio sob a
gentilmente o estbmago e garganta e coloque-os em recipiente de tampa (ou use tampas com revestimento PTFE)
vidro. * armazenar sob congelamento para transporte/analise

Massagear gentilmente a gléndula na base anterior da cauda, entao  * espéatula de ago inoxidéavel limpa e esterilizada

pressionar ligeiramente até que verta 6leo (uma gota). ¢ tubo de vidro com folha de aluminio sob a tampa (ou tampa de
Recolher o exsudato com uma espatula de aco inoxidavel limpa e rosca com revestimento PTFE)

colocar em tubo de vidro. armazenar sob congelamento para transporte/analise

Secar a glandula com filtro e guarda-lo em um envelope de folha de ¢ filtro de microfibra de vidro, envelope de folha de aluminio limpa
aluminio. armazenar sob congelamento para transporte/analise

Durante necropsia, extrair e amarrar as extremidades do trato * bandeja de metal
gastrointestinal, e colocar em saco plastico hermético. Embrulhar em ¢ férceps, pingas, tesouras limpas, ld&mina de bisturi nova e
uma folha dupla de aluminio limpa antes de colocéa-lo diretamente esterilizada para dissecacao

no saco plastico hermético. linha de algodao
saco plastico hermético
folha dupla de aluminio limpa

armazenar sob congelamento para andlise/transporte

Durante a necropsia, excisar a glandula uropigial inteira. bandeja de metal

Embrulhar em uma folha dupla de aluminio antes de coloca-la em férceps, pincas, tesouras limpas, lamina de bisturi nova e
saco pléstico hermético. esterilizada para dissecacao

folha dupla de aluminio limpa

saco plastico hermético

armazenar sob congelamento para transporte/ anélise

Durante a necropsia, coletar fragmentos de figado (> 5g), musculo * bandeja de metal

(> 3g) e tecido adiposo (> 2g). férceps, pingas, tesouras limpas, lamina de bisturi nova e
Embrulhar em uma folha dupla de aluminio antes de colocar em esterilizada para dissecagao

saco pléstico hermético. folha dupla de aluminio limpa

saco pléstico hermético

armazenar sob congelamento para transporte/ anélise

Coletar ovos dos ninhos com luvas nitrilicas. ¢ folha dupla de aluminio limpa
Embrulhar os ovos individualmente com uma folha dupla de * saco plastico hermético
aluminio antes de colocar em saco pléstico hermético. * armazenar sob congelamento para transporte/ anélise

Coletar os bolos alimentares com pinga e envolvé-los pinca (ou férceps) limpa

individualmente em uma folha dupla de aluminio limpa antes de * sacos pléasticos herméticos

colocéa-lo no saco pléstico hermético. folha dupla de aluminio limpa.

armazenar sob congelamento ou secar o material e armazena-lo
em um local seco e escuro até o momento da andlise
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Rotinas de limpeza para evitar a
contaminacao durante a coleta de
amostras

Medidas rigidas de limpeza de todo o
material utilizado nos procedimentos devem ser
adotadas, especialmente se a coleta de amostras
também for destinada para a identificacdo e
triagem de itens menores que 1mm e/ou para
a andlise quimica de compostos associados aos
plasticos (aditivos e/ou adsorviveis). Durante
a coleta de amostras, o contato com plasticos,
latex e outros (e.g. luvas, sacos, tubos, seringas,
etc.) deve ser evitado. Devem ser usadas
exclusivamente luvas nitrilicas para este fim.

Recomendacoes especificas: Lavar
minuciosamente com agua corrente, detergente
e uma escova com cerdas naturais os materiais
necessarios como os tubos de vidro, bandejas
de metal, bancada e utensilios reutilizaveis
(e.g. pingas, tesouras, bisturis). Logo ap0s,
aplicar trés enxagues de cloro (diluicao 1:100)
e alcool (diluicao 3:1 em agua destilada). Este
procedimento deve ser realizado antes da coleta
de amostras e entre necropsias;

1. Se houver intencédo de realizar a andlise
quimica, inclua a limpeza dos tubos de vidro
e utensilios reutilizdveis com os solventes:
metanol (ou acetona), diclorometano
(DCM) e hexano, nesta ordem, trés vezes
cada.

2. Todas as folhas de aluminio antes de sua
utilizacdo devem ser aquecidas a 450°C
por seis horas em mufla (mufladas). Alguns
utensilios também podem ser muflados desta
forma em alternativa ao uso de solventes,
desde que o material seja resistente a
temperatura e tempo de forno.

3. Durante a amostragem de aves mortas, use
sempre uma lamina nova de bisturi para
cada animal a fim de evitar a contaminacgao
entre individuos.

4. Para evitar contaminagao cruzada por
particulas de plastico de outras fontes
durante anélises de microplasticos menores
de 1mm, todos os materiais e instrumentos
devem ser cobertos com papel aluminio
muflado (450°C por seis horas) quando nao
estiverem em uso.

Q

Recomendacoes especificas para
procedimentos que envolvam deteccao,
triagem e caracterizacao dos itens
plasticos

Macroplasticos: Para a triagem e andlise
dos macroplésticos, o conteido estomacal,
regurgitos e bolos podem ser lavados e peneirados
por uma malha de aluminio de 5mm (ou 1mm se
for desejado identificar também os microplasticos
posteriormente) para facilitar a separacdo dos
itens maiores. Os itens recuperados devem ser
secos a temperatura ambiente e armazenados até
a andlise visual. Boas préticas para categorizacao
fisica (tamanho, cor, tipo, etc.) dos itens e
apresentacao dos resultados estdo detalhadas em
Provencher et al. (2017) e GESAMP (2019). Ainda,
a caracterizagdo quimica dos itens triados por
espectroscopia e particularmente Gtil para verificar
se os itens suspeitos sao polimeros sintéticos, para
determinar a composicéo geral dos itens triados,
ou ambos (FTIR associada a Reflexao Total
Atenuada ATR: Alvarez et al., 2018; Lusher et al.,
2018; Nelms et al., 2019; Avery-Gomm, 2020).

Microplasticos: A andlise dos microplas-
ticos requer etapas adicionais de pré-tratamento
das amostras. A seguir, fornecemos um guia
geral para a deteccado, triagem, quantificacao e
caracterizacao dos microplasticos:

Passo 1: remocdo do material inorgdnico de
amostra: pode ser usada uma solugdo de
5mol/L de NaCl (flutuagdo ou sedimentacdo
fracionada) para separar areia e outros mate-
riais inorganicos dos itens plasticos (Provencher
et al.,, 2019). Caso as amostras nao sejam
Umidas, podem ser posicionadas por uma a
duas horas em recipiente com agua destilada
pré-filtrada a fim de hidrata-las antes do
processamento.

Passo 2: remocdo do material orgdanico de
amostra: proceder com a digestao enzimatica
(e.g. Proteinase K, Lipase), acida (e.g. HNO,,
HCIO,, CH,0,), alcalina (e.g. KOH e NaOH) ou
oxidagéo (e.g. H,O,) (Cole et al., 2014; Lusher
et al., 2017; Provencher et al., 2018b; Lavers
et al., 2019). Para garantir a decomposicao
completa recomendamos incluir a incubacao
em forno de secagem a 40°C. (Nota: este
passo deve ser utilizado para itens < 1mm e/ou
amostras com elevado conteido de matéria
organica). Considerar que dependendo do tipo
de digestao utilizada, a integridade do plastico
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presente nas amostras pode ser afetada (e.g.

alteracoes de coloracao e massa), conforme
especificado por Lusher et al. (2017).

Passo 3: triagem dos itens plasticos (filtrado
de amostras): a malha utilizada determina
o tamanho minimo que é desejado para a
amostragem. Peneiras de um milimetro sao
comumente utilizadas e recomendadas para
o diagndstico de microplasticos (1-5mm). Para
particulas menores (< 1mm) é recomendada
uma segunda filtracao a wvacuo usando
equipamentos como um funil de vidro de
Blichner com um filtro. Cada laboratério pode
adotar diferentes tipos de filtro que serao
necessarios no caso da caracterizacao de
polimeros por espectroscopia, dependendo
dos equipamentos disponiveis. Posteriormente,
os itens triados de forma individual e/ou em
filtros devem ser colocados em placa de Petri
lavada com agua destilada pré-filtrada cobertos
por uma folha de aluminio e mantidas por pelo
menos 24h a temperatura ambiente ou no
minimo 12h em um forno de secagem a 40°C.

Passo 4: identificacdo visual (deteccao),
quantificacdo e caracterizacdo dos itens
plasticos: Para particulas de 1-bmm, a

avaliacdo visual é geralmente realizada em
estéreo-microscopio (Provencher et al., 2014,
2018b; Padula et al.,, 2020). Para facilitar sua
identificacdo recomenda-se coloragdo com
vermelho do Nilo, o qual faz com que as
particulas de pléastico se tornem fluorescentes
sob luz azul (Maes et al., 2017). Apés, seguir a
quantificacéo e categorizacao fisica (tamanho,
cor, tipo, etc.) (Provencher et al, 2017,
GESAMP, 2019). Ainda, a -caracterizacao
quimica dos itens triados por meio de técnicas
espectroscopicas é particularmente til para
a confirmacao da anélise visual dos plasticos.
Caso a particula atinja um tamanho menor a
500um, a magnificacdo é necesséria. Para tal,
hé duas opc¢des: microscopia infravermelha (IR)
(500-50um) e microscopia Raman (50-1um)
(ambas as técnicas também séo citadas como
microespectroscopia) (Kappler et al., 2016).

A triagem e andlise de microplasticos,
especialmente particulas plasticas menores que
1 mm, requer ambiente controlado, minimizando
a contaminacao da amostra. Recomendacbes
incluem trabalhar em fluxo laminar ou ambiente
de ar filtrado, mantendo as amostras cobertas com
papel aluminio que tenha sido preparado com

aquecimento em mufla (450°C por seis horas)
caso haja intervalos em sua manipulacao ou
processamento (Provencher et al., 2019). A equipe
do laboratério deve utilizar jalecos, se possivel,
em cores de facil deteccao (e.g. laranja ou rosa-
choque) para que se detectem com facilidade as
fibras oriundas das roupas utilizadas no laboratério
durante o processamento das amostras.

Coleta de brancos: Recomenda-se a
obtencao de controles negativos ou brancos para
detectar a presenca de contaminacdo cruzada por
particulas de plastico procedente de outras fontes
durante a coleta e processamento de amostras.
Para esse fim, é necesséario coletar triplicatas sem
conteddo amostral, que fornecerdo informacao
sobre potenciais contaminacoes no ambiente
durante amostragem (“branco amostral”) e
no momento dos procedimentos laboratoriais
(“branco de procedimento”).

Branco amostral: Colocar um papel de filtro
limpo em placa de Petri lavada com é&gua
destilada pré-filtrada e deixéa-la aberta em areas
préximas a estacao de amostragem.

Branco de procedimento: Processar em paralelo
a um lote de amostras no laboratério um papel
de filtro limpo, usando o mesmo equipamento
e reagentes pela mesma duragdo, como se
fosse uma amostra.

Recomendacoes especificas para
procedimentos que envolvam analise
quimica de compostos associados ao

plastico

As diretrizes para coletas que visem deteccao
de compostos quimicos sao apresentadas na
Tabela 2. O aprofundamento em relacao aos
procedimentos especificos e equipamentos
utilizados para a realizacao das andlises quimicas
dos compostos associados nao faz parte dos
objetivos deste trabalho, para maior detalhamento,
consultar referéncias citadas na Tabela 1.

Se possivel, amostras corporais (glandula
uropigial, tecidos/érgéos) e itens plasticos oriundos
do contetido estomacal devem ser coletados do
mesmo animal a fim de relacionar a deteccao
de compostos quimicos, tanto nos itens plasticos
recuperados, como nas amostras corporais.

Para obter informacao sobre uma possivel
contaminacao da amostra por compostos quimicos
aditivos e/ou adsorviveis, se recomenda coletar

Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade

Biodiversidade Brasileira, 11(3): 1-16, 2021
DOI: 10.37002/biobrasil.v11i3.1829



Métodos para Avaliacao da Exposicao a Poluentes Plasticos em Procellariiformes: Reviséo e Padronizacao de Protocolos ‘

O

brancos durante a amostragem de aves vivas em
campo (“branco ambiental”) e/ou das aves mortas
no laboratério (“branco da dissecacdo”). Para
coletar uma amostra de branco, agite durante um
minuto um tubo de vidro no ar (ou qualquer outro
utensilio como uma espéatula de metal ou filtro
de microfibra de vidro). Coloque no vidro uma
folha de aluminio aquecida (450°C por seis horas,
em mufla) sob a tampa. Etiquete-o com a data,
local, hora etc. e adicione a palavra “branco”.
Nesse caso de preparacao da amostra para
anélises quimicas, os tubos de vidro, espatulas ou
filtros devem ser sempre pré-lavados conforme
indicado em “Rotinas de limpeza para evitar a
contaminacdo durante a coleta de amostras” com
os solventes metanol (ou acetona), diclorometano
(DCM) e hexano, nesta ordem, trés vezes cada.
Adicionalmente, no ambiente de processamento
das amostras, também poderd ser realizado
outro branco (“branco de procedimento”). Esse
serd processado com as outras amostras para
garantir que nao héa contaminacao durante o
processamento das amostras no laboratério.

Conclusao

Mesmo que os primeiros relatos de ingestao
de residuos plésticos tenham sido publicados na
década de 60 (Provencher et al., 2017; Kihn &
van Franeker, 2020), a partir da década de 2000
foi produzido um incremento significativo de
trabalhos sobre a interacao dos plasticos com as
aves marinhas, incluindo mais de 200 espécies
(Kahn et al., 2015; Kihn & van Franeker, 2020).
Ha consenso de que a avaliacao da exposicao ao
plastico nas aves marinhas requer a adocao de
métodos padronizados para facilitar a comparacao
entre espécies e para detectar padroes espaco-
temporais (van Franeker et al, 2011; Avery-
Gomm et al.,, 2016; Provencher et al., 2014). A
revisao apresentada no presente trabalho fornece
o cenério atual das diretrizes, métodos, opcoes
selecionadas e recomendagdes de padronizacao
existentes.

Amplamente mencionada ao longo dos
artigos obtidos nessa revisao, uma das principais
dificuldades da aplicacao de métodos de avaliacao
da ingestao de itens plasticos menores que 1mm e
exposicao a contaminantes (aditivos e adsorviveis)
em Procellariiformes é a potencial contaminacao
das amostras, uma vez que aos mesmos podem
estar presentes desde a vestimenta utilizada pelos

0

pesquisadores aos préprios insumos laboratoriais.
Além da coleta de brancos ou controles negativos,
a minimizagao desse desafio pode ser atingida pela
padronizacao de procedimentos e um treinamento
rigoroso para o desenvolvimento das atividades de
obtengao, processamento e anélise das amostras.

O avanco da preocupacao em relagao
a poluicdo dos oceanos e seus efeitos sobre a
biodiversidade é crescente e o investimento em
pesquisa e avaliacao dos efeitos da contaminacao
por plastico em animais marinhos também. Neste
contexto de produgao cientifica crescente sobre
o tema, as recomendagoes apresentadas devem
ser reavaliadas sistematicamente para incorporar
tecnologias mais recentes, faceis e baratas tao logo
estejam disponiveis e validadas.
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