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Resumo

O presente estudo aborda a problemática do lixo plástico nos oceanos,

globalmente crescentemente reconhecida devido aos seus impactos adversos nos

ecossistemas aquáticos. O aumento contínuo da produção global anual de plásticos, a

durabilidade desses materiais e sua baixa degradabilidade contribuem para a formação de

grandes aglomerados, especialmente de microplásticos (< 5mm). Pellets plásticos são

microplásticos de origem primária, fabricados em grandes quantidades já em pequena

escala de tamanho a fim de facilitar seu transporte. A maior parte dos pellets plásticos

encontrados no ambiente são feitos de polietileno, polipropileno e poliestireno, polímeros

produzidos resistentes que no ambiente marinho levam muito tempo para se degradar. Os

pellets podem sorver poluentes orgânicos persistentes (POPs) e representar uma ameaça à

vida marinha, se ingeridos por organismos e/ou liberarem os poluentes de volta ao meio,

induzindo a exposição aos poluentes e podendo causar efeitos adversos nesses

organismos. Este estudo teve como foco pellets plásticos coletados em diferentes regiões

em colaboração com o programa International Pellet Watch (IPW). Seu objetivo principal

foi avaliar a toxicidade desses pellets por meio de ensaios ecotoxicológicos com embriões

de bolacha-do-mar (Mellita quinquiesperforata) e mexilhão (Perna perna), a partir de

lixiviados preparados com pellets em concentrações ambientais realistas. Foram

realizados dois testes: o primeiro usou amostras de pellets de 7 diferentes regiões do

Atlântico e embriões de Mellita quinquiesperforata, enquanto o segundo teste foi

realizado com amostras de apenas uma região (Pine Gully, Houston, Texas), e embriões

de mexilhão Perna perna. A análise dos dados do primeiro teste foi realizada com um

teste paramétrico t, e não houve toxicidade em nenhuma das concentrações ou amostras.

No segundo teste foi usada Análise de Variância (ANOVA), tendo sido possível verificar

toxicidade em algumas amostras, em diferentes níveis, sobre o desenvolvimento

embriolarval de Perna perna.O presente estudo evidencia dados sobre a toxicidade de

pellets plásticos em espécies marinhas e também busca contribuir para o monitoramento

global dos impactos dos pellets plásticos nos ambientes marinhos

Palavras-chave: microplásticos, pellets plásticos, poluição marinha, ecotoxicologia

4



1. Introdução

Os primeiros relatos sobre lixo plástico no oceano foram feitos por volta dos anos

1970 (Fowler, 1987, Carpenter et al., 1972, Carpenter and Smith, 1972, Coe and Rogers,

1996, Colton and Knapp, 1974), e na época chamaram pouca atenção da comunidade

científica. Porém, ao longo dos últimos 50 anos, o acúmulo e o descarte incorreto de

resíduos plásticos no ambiente produziram grandes aglomerados de lixo plástico nos rios

e oceanos, e a partir da identificação de suas consequências ecológicas adversas, o tema

passou a receber crescente interesse da comunidade científica. Algumas características do

plástico, como sua leveza, durabilidade, e resistência à corrosão, além do baixo preço,

favorecem seu uso generalizado na indústria e no dia-a-dia, demandando uma produção

cada vez maior (Xu et al., 2019).

A produção global anual de plásticos nos últimos anos vem aumentando

continuamente (Andrady, 2011). De acordo com a UNEP (2021) (Figura 1), a produção

global de plásticos deverá passar de 9,2 bilhões de toneladas em 2017 para 34 bilhões de

toneladas em 2050 (Rochman et al., 2013; Geyer, 2020; UNEP, 2021). Uma das maiores

preocupações em relação a crescente produção de plásticos é sua durabilidade, já que os

plásticos apresentam baixa degradabilidade, e alguns polímeros comuns (polipropileno,

polietileno e poliestireno) possuem baixa densidade, tornando-os persistentes no meio

ambiente (Silva et al., 2016). Os resíduos plásticos apresentam uma grande variedade na

sua composição e tamanho, sendo descritas 5 diferentes categorias de tamanho:

megaplástico (> 100 mm), macroplástico (20–100 mm), mesoplástico (5–20 mm) (Barnes

et al. 2009; de Lucia et al. 2014; Bråte et al. 2016), microplástico (1 μm–5 mm) (Frias

and Nash, 2019), e nanoplástico (1 nm–1 μm) (Hartmann et al. 2015; da Costa et al.,

2016). Os microplásticos representam uma forma predominante de lixo plástico

(Galloway et al., 2017), principalmente no ambiente aquático, com uma distribuição

generalizada nesses ambientes (Yurtsever, 2019a), atingindo até mesmo regiões remotas,

como ilhas, zonas polares e mares profundos (Lusher et al., 2015; Wang et al., 2018).

5



Figura 1: Produção e acumulação global de plástico e futuras tendências (Fonte: UNEP 2021)

Fonte: FromPollutionToSolution_redux.pdf (gridarendal-website-live.s3.amazonaws.com

Nesse sentido, os microplásticos representam uma grande preocupação para os

ambientes aquáticos, podendo se originar de fontes primárias ou secundárias. Os

microplásticos (MPs) de fonte primária possuem entre 1 μm e 5 mm e são produzidos em

escala diminuta para a confecção de produtos plásticos, mas também podem ser

produzidos para o uso em produtos de limpeza e estética. Especificamente, os pellets

plásticos são produzidos sob diversas formas, em especial, esféricas, ovóides e

cilíndricas, com tamanhos variando entre 1 a 5 mm, e cores, geralmente claras, brancas

ou transparentes, dependendo da sua composição química e de seu propósito de uso final

(Manzano, 2009). Já os microplásticos de fontes secundárias são resultados da

degradação de restos plásticos maiores (macro e mesoplásticos), devido a processos

físicos, químicos e mecânicos do ambiente (Alomar et al., 2016), que fragmentam o

macroplástico ao longo do tempo gerando milhares de pedaços menores, tornando-os

cada vez mais nocivos ao ambiente aquático, pois essas pequenas partículas de plásticos

se tornam difíceis de serem retiradas do meio ambiente.
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Uma das preocupações relacionadas aos microplásticos é o seu potencial tóxico

para os organismos aquáticos, já que essas partículas podem ser ingeridas por diversos

organismos marinhos, desde pequenos peixes e invertebrados, até aves e mamíferos

marinhos. Segundo EPA (1993), as aves marinhas são os animais que mais ingerem

pellets, cerca de um quarto das espécies de aves marinhas tiveram ingestão de pellets

comprovada. Além disso, os pellets podem transportar compostos químicos tóxicos

adsorvidos à sua superfície (LE et al., 2016; Rios et al., 2007; Taniguchi et al., 2016). Por

exemplo, os poluentes orgânicos persistentes (POPs) são adsorvidos pelos grânulos,

alcançando concentrações que podem ser um milhão de vezes maiores do que a

concentração destes compostos dissolvidos na água. Dessa forma, a ingestão dos pellets

pode acarretar efeitos adversos associados aos POPs, como interferentes endócrinos,

prejudicando o desenvolvimento e a reprodução dos organismos marinhos que os

consomem e, indiretamente os humanos, já que muitos desses organismos, em especial os

peixes, são comuns na dieta humana (Endo et al., 2005; Heskett et al., 2011; Holmes,

Turner, Thompson., 2012).

Entre os resíduos plásticos considerados preocupantes em âmbito global,

destacam-se os pellets plásticos, que são MPs de fonte primária, caracterizando-se como

pequenas partículas de plástico sólido entre 1 e 5 mm e formato arredondado ou

cilíndrico. Essas esferas de plástico são produzidas a fim de facilitar o transporte e o

comércio internacional de polímeros plásticos, já que elas são utilizadas como

matéria-prima para a produção de produtos plásticos. Devido ao seu tamanho reduzido,

os pellets podem ser acidentalmente liberados no mar, e sua dispersão está associada ao

transporte de grandes quantidades, em grande parte ao longo de rotas marítimas (Izar et

al., 2019). Eles podem ser facilmente transportados pelos sistemas de água, dessa forma

se acumulando em ambientes fluviais, terrestres e principalmente nos ambientes

marinhos. Estima-se que cada navio cargueiro transporta aproximadamente 1 bilhão de

pellets plásticos por viagem (Hammer et al., 2012). Para estudar a poluição global por

pellets plásticos, pesquisadores da Universidade de Tóquio criaram, em 2005, o programa

International Pellet Watch (IPW - ver http://pelletwatch.org/), um programa de

monitoramento global voluntário que conta com uma extensa rede de colaboradores ao

redor do mundo, os quais realizam amostragem de pellets em diversos locais, visando

monitorar a poluição por pellets nos oceanos e seu papel como carreadores de poluentes

orgânicos persistentes (POPs). As amostras coletadas têm sido analisadas para a presença

e quantificação de uma série de poluentes, gerando mapas, relatórios e publicações
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científicas. Mais recentemente, o IPW passou a enviar amostras de pellets para nosso

grupo de pesquisa, visando a determinação da toxicidade associada a esses resíduos, e

permitindo uma melhor interpretação dos resultados químicos já obtidos.

Um estudo recente observou alterações no desenvolvimento embrionário do

ouriço-do-mar Lytechinus variegatus, após exposição a pellets plásticos virgens e

encalhados na praia (Nobre et al., 2015). No entanto, as listas de compostos químicos

associados aos pellets ainda são escassas, dificultando a avaliação dos reais riscos

ambientais desses materiais (Li et al., 2015). De todo modo, há alguns compostos que

foram identificados nos pellets plásticos, dentre os quais podemos citar, bisfenol A

(BPA), ftalatos, retardantes de chama (como os éteres difenílicos polibromados (PBDE) e

tetrabromobisfenol (TBBPA)), hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs), bifenilos

policlorados (PCBs), inseticidas organoclorados como o diclorodifeniltricloroetano

(DDT) e seus produtos de degradação, que incluem o diclorodifenildicloroetileno (DDE)

e o diclorodifenildicloroetano (DDD), e metais (Ashton et al., 2010, Endo et al., 2005,

Gorman et al., 2019, Hammer et al., 2012., Holmes et al., 2012, Ogata et al., 2009,

Taniguchi et al., 2016).

Segundo dados do programa de monitoramento International Pellet Watch (IPW)

alguns dos principais contaminantes já encontrados nos pellets plásticos são PCBs,

DDTs, Hexaclorociclohexano (HCH) e Nonilfenol (NP), embora restem muitos outros

grupos químicos a serem estudados nestes materiais. Portanto, como os pellets são

carreadores importantes de poluentes químicos nos mares do planeta, passa a ser

importante avaliar sua capacidade de produzir efeitos tóxicos sobre os organismos

marinhos. Assim, o desenvolvimento de estudos ecotoxicológicos usando pellets

plásticos representa uma demanda atual, sendo importante para estimar potenciais

impactos que os pellets podem causar sobre os ecossistemas costeiros e marinhos.

2. Objetivo

O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade de pellets plásticos coletados ao

redor do mundo pelo IPW, a partir da realização de ensaios ecotoxicológicos com

embriões de bolacha-do-mar (Mellita quinquiesperforata) e mexilhão (Perna perna)

usando lixiviados (SE100) preparados a partir desses pellets plásticos, em concentrações

ambientais reais. Esperamos também que a realização deste projeto possa contribuir para
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o International Pellet Watch (IPW) e o monitoramento dos impactos globais desses

resíduos sobre os ambientes marinhos.

3. Materiais e Métodos

3.1 Origem dos pellets plásticos usados no presente estudo

Para a realização do presente estudo, foram utilizados pellets plástico de 7

diferentes regiões distribuídas pelo globo (Figura 2), os quais foram enviados por

voluntários e pesquisadores parceiros do IPW: (1) Pine Gully, Houston, Texas, EUA; (2)

Normandie, França; (3) Delaware, EUA; (4) Port Aransas [1], Texas, EUA; (5) Ais

George, Santos, Brasil; (6) Port Aransas [2], Texas, EUA; (7) Playa La Esperanza, Porto

Rico.

Figura 2. Mapa mostrando a localização dos pontos de coleta de pellets plásticos. (1) Pine Gully, Texas, EUA; (2) Normandie, França;

(3) Delaware, EUA; (4) e (6) Port Aransas, Texas, EUA; (5) Santos, Brasil; (7) Playa La Esperanza, Porto Rico.

3.2 Caracterização do pellets microplástico

Os pellets plásticos podem ter diversos formatos, sendo eles, ovóides, esféricos ou

cilíndricos, possuem um tamanho médio de 1 a 5 mm, e possuem diversas cores, sendo os

brancos e transparentes mais comumente encontrados em praias, assim como os de

coloração amarelada, mais intemperizados. A maior parte desses pellets encontrados nas

praias é feita de polietileno (PE), polipropileno (PP) e poliestireno (PS) (EPA, 1992;

Costa et al., 2010), o que lhes oferece mais resistência a diferentes temperaturas e

ambientes. Além disso, como já mencionado, os pellets podem constituir carreadores
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químicos para alguns compostos tóxicos e persistentes que não se dissolvem na água

(Endo et al., 2005; Ogata et al., 2009).

No presente estudo, por sua origem variada e questões como tamanho mínimo da

amostra (i.e., nº de pellets), os pellets usados nos experimentos são de diferentes

colorações e formas, o que pode implicar em tempos diferentes em que esses MPs

permaneceram no ambiente antes de chegar às praias onde foram coletados. Alguns

estudos mostram que a partir do amarelamento de pellets é possível estimar o seu tempo

de permanência no ambiente, sendo os mais claros com menor tempo de permanência no

ambiente e os mais amarelados com maior tempo, e também os mais contaminados

(Fisner et al., 2017; Fanini & Bozzeda, 2018; Zanetti, 2019). Para uma representação

mais realista da exposição dos organismos-teste, a escolha dos pellets para os

experimentos ecotoxicológicos foi feita de maneira aleatória, sem distinção de tipo de

material, coloração ou degradação (Figura 3).

Figura 3: Pellets plástico usados no primeiro teste

Os pellets obtidos foram analisados em dois testes, da seguinte forma: o primeiro

experimento visou avaliar as amostras recebidas das diferentes regiões do mundo, usando

lixiviados preparados com concentrações reais. Esse teste visou obter uma análise mais

global sobre a toxicidade dos pellets plásticos, e usou concentrações realistas, que

estariam aproximadamente na média para dados globais (Delaeter et al., 2022). Já no

segundo experimento, foram utilizados apenas pellets da região (1) Pine Gully (Houston,

Texas, EUA), para a qual havíamos recebido uma quantidade maior de amostras, com

maior refinamento de amostragem, ou seja mais amostras de diferentes pontos de uma

mesma região. Para esse teste, os lixiviados foram preparados com o dobro da

concentração de pellets usada no primeiro experimento (ainda dentro da faixa de

concentrações realistas, porém já na faixa média superior, ou seja, considerando o valor

médio acrescido do desvio superior). No experimento, foi usada então uma nova
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Dispersão Estoque (SE100), e sua diluição em 50%, visando comparar os resultados com

o primeiro experimento realizado.

3.3 Bolacha-do-Mar (Mellita quinquiesperforata)

A bolacha-do-mar da espécie Mellita quinquiesperforata, invertebrado marinho

da classe Echinoidea, é encontrada abundantemente em regiões neotropicais e

subtropicais, e pode ser comumente encontrada nas praias brasileiras, na zona infralitoral,

onde elas ficam logo abaixo da superfície de areia, distribuindo-se paralelamente à linha

de costa (Wellner, 2012). Embriões de M. quinquiesperforata vêm sendo usados cada vez

mais em testes e estudos ecotoxicológicos, pois os adultos são organismos resistentes, ou

seja, podem ser mantidos por longos períodos em laboratório. Além disso, indivíduos

adultos de M. quinquiesperforata têm a capacidade de produzir um grande número de

gametas em curtos períodos de tempo e podem ser usados repetidamente para a extração

do mesmo, diminuindo os custos laboratoriais (Wellner, 2012). Apesar de não ser possível

identificar os indivíduos macho e fêmea no campo, em laboratório a identificação dos

gametas é simples, já que eles se diferem pela cor. Além desses fatores, embriões de M.

quinquiesperforata apresentam uma alta sensibilidade a diversos tipos de contaminantes

(Laitano et al., 2015; Mello et al. 2020), e trata-se de um organismo propenso a ter

contato com os pellets plásticos, os quais se acumulam no sedimento das praias (Coppock

et al. 2017; Imhof et al. 2018).

3.4 Mexilhão (Perna perna)

O mexilhão Perna perna possui ampla distribuição latitudinal, ocorrendo do norte

do Espírito Santo até o sul do Rio Grande do Sul (Fernandes, 1981), e habita as regiões

superior do infralitoral e entre-marés, onde se fixam a qualquer rocha ou estrutura rígida

imersa. São invertebrados do filo Mollusca (classe Bivalvia) e seus ovos e embriões vêm

sendo comumente utilizados em testes ecotoxicológicos, além de serem capazes de

produzir um grande número de gametas (Zaroni et al., 2005). Assim como a

bolacha-do-mar, também não é possível identificar o dimorfismo sexual de P. perna em

campo, mas seus gametas possuem diferentes colorações, sendo possível fazer a

identificação dos sexos em laboratório, após a indução da liberação de gametas.
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No hemisfério norte há muitos estudos ecotoxicológicos analisando seu

desenvolvimento embrionário de mexilhões, como por exemplo, os trabalhos elaborados

por Bayne (1965); Bayne et al. (1975); Cherr et al. (1990); Davis (1961); Fichet et al.

(1998); His & Beiras (1995); e Hunt & Anderson (1993). No Brasil, o mexilhão P. perna

possui grande potencial de aplicabilidade em testes de toxicidade, pois respeita os

requisitos de Greenberg et al. (1992) como espécie bioindicadora, sendo elas:

disponibilidade ao longo do ano; adaptabilidade a condições laboratoriais; sensibilidade

aos compostos químicos; importância econômica e ecológica comprovada. Além disso, o

mexilhão P. perna é morfologicamente muito semelhante às espécies encontradas na

América do Norte e que possuem testes padronizados pela EPA (1991) e ASTM (1992),

como por exemplo, Mytilus edulis e M. galloprovincialis. Por ser um organismo filtrador

e possuir hábitos sedentários, embriões de P. perna vêm sendo cada vez mais usados

devido a sua habilidade de bioconcentrar poluentes se enquadrando como organismos

sentinelas apropriados para estudos laboratoriais de toxicidade, segundo a NBR 16456

(ABNT, 2016).

3.5 Preparo dos lixiviados

Para o preparo das amostras de lixiviado do primeiro teste foi feita uma solução

estoque (SE100) de pellets plásticos. Foram adicionados 200 mL de água do mar filtrada

e autoclavada em béqueres de 500 mL, e em cada um foram adicionados

aproximadamente 0.200 g de pellets plástico de cada uma das regiões, para se obter uma

concentração 100% da solução. As soluções (SE100) foram sonicadas inicialmente por 8

minutos e depois de devidamente lacradas, foram armazenadas a 4 °C, em geladeira, por

5 dias. A partir da solução estoque de lixiviado foram feitas as diluições e a montagem

das réplicas em tubos de ensaios de vidro contendo 10 ml de amostra, sendo feitas 4

réplicas por concentração. Para tal, a SE100 foi diluída em água do mar filtrada e

autoclavada, a fim de obter três concentrações diferentes: 1%; 10%; 100% da SE100,

além do controle (água do mar filtrada e autoclavada sem amostras de pellets plástico).

Para o segundo teste, também foi preparada uma solução estoque de lixiviado

(SE100) de pellets plástico, porém nesse segundo teste foram usadas as amostras de

apenas uma região (Pine Gully, Houston, Texas, EUA), conforme já mencionado. Para

esse experimento, a quantidade de pellets usada na preparação do lixiviado foi o dobro

das concentrações usadas no experimento 1. Dessa forma foram adicionados
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aproximadamente 0.400 g de pellets plásticos e 200 mL de água do mar filtrada e

autoclavada nos béqueres para se obter uma concentração de 100% da solução.

Posteriormente, os lixiviados foram sonicados por 8 minutos, e depois mantidos em

frascos devidamente lacrados, sendo armazenados por 5 dias a 4°C. partir da solução

estoque (SE100) foram feitas 2 diluições, 50% (equivalente à SE100 do primeiro

experimento) e 100%, cada uma delas com 4 réplicas por concentração, além do controle.

3.6 Toxicidade dos lixiviados sobre o desenvolvimento embriolarval de

Mellita quinquiesperforata

Com as réplicas feitas após os lixiviados, foi feito um teste de toxicidade crônica

de curta duração, utilizando embriões de M. quinquiesperforata. As bolachas-do-mar

foram coletadas em praias da Baixada Santista (SP) e aclimatadas em laboratório,

visando à obtenção dos gametas e posterior exposição de seus ovos recém-fecundados às

soluções-teste. Para isso, foi utilizada uma adaptação do protocolo experimental descrito

pela Norma Técnica NBR 15350 (ABNT, 2023), que descreve testes com ouriços-do-mar,

com ajustes posteriores propostos por Laitano et al., (2015) para bolachas-do-mar.

A obtenção dos gametas foi induzida a partir de choque osmótico. Com o auxílio

de uma seringa hipodérmica, 0,5mL de solução de cloreto de potássio (KCl), foi injetada

na região aboral das bolachas-do-mar (Laitano et al., 2015). Os gametas masculinos e

femininos coletados foram inicialmente examinados em microscópio óptico a fim de

examinar sua viabilidade. A partir da obtenção dos gametas viáveis foi feita a

fecundação, pela adição de 1-2 mL de solução espermática à solução de óvulos. Após

essa adição, a solução foi agitada por 10 minutos para permitir a fecundação. Após esse

tempo, a fecundação dos óvulos foi confirmada através da observação da membrana da

fertilização em microscópio óptico (Nascimento et al., 2002). A partir da visualização da

membrana de fertilização em pelo menos 70% dos ovos (Laitano et al., 2015), foram

adicionados cerca de 500 ovos recém-fecundados em cada uma das réplicas de cada

concentração, sendo mantidos nos tubos de ensaio, em condições controladas, por cerca

de 36-42 horas, até que os embriões atingissem o estágio pluteus.

Após 36-42 horas, as réplicas foram fixadas pela adição de 0,5 mL de solução

tamponada de formaldeído a 10%. Em seguida, foi feita a contagem dos primeiros 100

embriões das subamostras de cada réplica, contabilizando os embriões com
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desenvolvimento normal e anormal. No grupo controle, os embriões devem alcançar uma

taxa mínima de 70% de desenvolvimento normal para a viabilidade do teste (Laitano et

al., 2015). Antes e após o experimento, os parâmetros físico-químicos (pH, salinidade,

concentração de oxigênio dissolvido, temperatura) foram analisados com um sensor

multiparâmetro adequado. Os resultados foram planilhados e, em seguida, foram

analisados pelo teste paramétrico t.

3.7 Toxicidade dos lixiviados sobre o desenvolvimento embriolarval de

Perna perna

Para o segundo teste, também foi realizado um teste crônico de curta duração,

porém com embriões do mexilhão (Perna perna) seguindo a norma técnica NBR 16456

(ABNT, 2022). Os mexilhões foram coletados e aclimatados no laboratório, onde foram

limpos e separados a fim de evitar a contaminação com outros organismos.

Assim como a bolacha-do-mar, os mexilhões são animais de fertilização externa e

a liberação de gametas podem ser induzidas por algumas técnicas, nesse experimento nós

usamos o choque térmico. Inicialmente os organismos foram mantidos em bandejas com

água do mar filtrada e autoclavada, em temperatura ambiente (25°), sendo então

transferidos para tanques contendo água refrigerada (15-20°) e subsequentemente a água

aquecida (32°) (Bayne et al, 1976). Após a liberação, os gametas masculinos e femininos

foram separados com o uso de um conta-gotas em diferentes béqueres e analisados em

microscópio óptico a fim de confirmar a sua viabilidade. A partir da obtenção dos

gametas viáveis foi feita a fecundação. Para a fecundação foram adicionados 1-2 mL de

solução espermática à solução de óvulos, e em seguida a solução foi levemente agitada

por 10 minutos para permitir a fecundação. Após esse tempo, a fecundação dos óvulos foi

confirmada através da observação da membrana da fertilização em microscópio óptico

(Nascimento et al., 2002). A partir da análise dos embriões recém-fecundados, foram

adicionados cerca de 500 ovos em cada uma das réplicas, em suas respectivas

concentrações. O sistema-teste foi devidamente mantido por cerca de 24-48 horas em

incubadora, sob condições constantes, até que as larvas atingissem o estágio larval D

(véliger).

Após as 24-48 horas as réplicas foram fixadas pela adição de 0,5 mL de solução

tamponada de formaldeído a 10%. Em seguida, foi feita a contagem dos primeiros 100

embriões das subamostras de cada réplica, contabilizando os embriões com
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desenvolvimento normal e anormal. No grupo controle, os embriões devem alcançar uma

taxa de 70% de desenvolvimento normal para viabilidade do teste (ASTM 1992). No

início e no término do experimento, os parâmetros físico-químicos (pH, salinidade,

concentração de oxigênio dissolvido, temperatura) foram analisados com uma sonda

multiparâmetros. Os resultados foram planilhados e, em seguida, foram analisados por

Análise de Variância (ANOVA).

4. Resultados

Os resultados dos experimentos realizados com embriões de bolacha-do-mar e

mexilhão estão dispostos nas figuras 4 e 5 respectivamente. No teste 1 (Figura 4) é

possível observar uma taxa adequada no desenvolvimento larval normal do controle,

segundo proposto por Laitano et al. (2015). Nas diferentes concentrações (1%, 10%,

100%), as taxas de desenvolvimento embrionário foram elevadas, similares à taxa

observada no grupo controle, não havendo diferença estatística significativa em nenhuma

das amostras. Portanto, nenhuma amostra analisada no primeiro experimento foi

considerada tóxica.

Figura 4: Desenvolvimento embrionário deMellita quinquiesperforata no teste 1. Não houve diferença significativa em

nenhuma das concentrações e amostras.
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Já no teste 2 (Figura 5) é possível observar que houve um desenvolvimento larval

normal no controle, assim como e em várias amostras, como S1 (50%, 100%), S2 (50%,

100%), S3 (50%, 100%), S4 (50%, 100%), S5 (100%), S9 (50%), S10 (50%), S11 (50%),

e S12 (50%). Entretanto houve diferença significativa entre as outras soluções em relação

ao controle. Neste teste, houve toxicidade para os embriões de P. perna. Na amostra S6, a

concentração de 100% apresentou toxicidade. Também foi possível observar que em S13,

S14, e S15 na concentração 50% houve diferença em relação ao controle, havendo

toxicidade em uma concentração ambiental real de pellets. Para estas amostras, na

concentração 100% foi possível observar um grau maior de toxicidade em relação a

outras amostras. Por outro lado, nas amostras S2, S3 e S4 (50%) houve um número maior

de indivíduos normais comparado com o controle, indicando ausência de toxicidade e até

um melhor desempenho dos embriões.

Figura 5: Desenvolvimento embrionário de Perna perna no teste 2. Em S5, S6 E S7 não foi possível obter os dados de

50% pois não havia amostras de pellets suficientes para a preparação das soluções

5. Discussão

Os pellets têm sido considerados carreadores de diversos poluentes orgânicos

persistentes, tais como PCBs e DDTs (Takada, 2006), sendo capazes de induzir
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toxicidade a organismos marinhos. Porém os resultados obtidos em estudos

ecotoxicológicos recentes com pellets plásticos são controversos, pois em alguns casos

foi observada toxicidade, enquanto em outros casos não, como por exemplo nos trabalhos

de Silva et al. (2016) e Barbosa et al. (2017). Os autores apontam várias causas para essa

variação na toxicidade, como a variabilidade da contaminação nos pellets, as diferentes

formas de exposição da biota aos contaminantes associados aos pellets, e variação de

sensibilidade das espécies (Thornton et al, 2022), além do fato de que muitos estudos

usam quantidades não realistas de pellets ou MPs. Assim, para um melhor entendimento

da ecotoxicidade associada aos pellets, é necessário usar concentrações realistas e

espécies que potencialmente estarão expostas direta ou indiretamente aos pellets, como

feito no presente estudo.

O IPW possui um banco de dados sobre a natureza e os níveis de contaminação de

pellets em algumas praias do mundo. E a partir desses dados de contaminação de POPs

nos pellets do IPW, foi feita uma tabela (Tabela 1) que indica os níveis de contaminação

encontrados para PCBs e DDT de cada região. As figuras 6 e 7 também foram obtidas no

site do IPW (pelletwatch.org) e mostram o indicador de contaminação de PCBs e DDTs

em ng/g. De acordo com esse indicador, para cada POP são estabelecidas faixas de

concentração que indicam níveis de contaminação diferentes, variando entre não poluído

e extremamente poluído.

A contaminação por bifenilas policloradas (PCBs) no meio ambiente ocorreu no

passado, devido a liberação de efluentes industriais em mananciais e de resíduos em

depósitos de lixo e aterros, sem qualquer precaução. Uma vez presentes no ambiente, as

moléculas de PCB não se decompõem quimicamente com facilidade e permanecem por

longos períodos nesse meio, se incorporando com facilidade ao ciclo da água e do solo

(Penteado & Vaz, 2001).

Por sua vez, o Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDTs), é um inseticida considerado

um dos poluentes mais perigosos devido à sua capacidade de bioacumulação (ATSDR,

2002b). O DDT começou a ser utilizado na Segunda Guerra Mundial para a prevenção de

doenças causadas por piolhos e posteriormente começou a ser mundialmente utilizado na

agropecuária por conta do seu baixo preço e elevada eficiência (D’Amato, 2002) A

estimativa da meia vida do DDT, pelo processo de biodegradação, varia de 2 a mais de 15

anos (Jesus, 2002), e também causam preocupação pelo seu nível de toxicidade, já que

também podem se bioacumular nos microplásticos encontrados no ambiente.
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Figura 6: Indicador de contaminação por DDT em pellets

Fonte: (Google Map :: International Pellet Watch)

Figura 7: Indicador de contaminação por PCBs em pellets

Fonte: (Google Map :: International Pellet Watch)

Tabela 1: Concentração de PCBs e DDT encontradas em pellets nas regiões de estudo, tabela 1 foi criada a partir dos

dados do IPW, com dados das concentrações de PCBs e DDT das regiões mais próximas em que os pellets foram

coletados.

Baseado na tabela 1, é possível observar que as concentrações de PCBs e DDTs,

em cada uma das regiões, é relativamente distinta. Relacionando com o teste 1, a

concentração de PCBs principalmente em (2) Normandie, França e (5) Ais George,

Brasil, é alta, variando entre altamente poluído (200 ~ 500 ng/g) e extremamente poluído

(mais de 500 ng/g). Porém no primeiro teste realizado com embriões de bolacha-do-mar

(Mellita quinquiesperforata) não foi possível observar toxicidade crônica em nenhuma
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Locais Concentração de
PCBs ng/g

Concentração de DDT
ng/g

(1) Pine Gully, Houston, Texas (Upper
Galveston Bay, Seabrook)

sem dados sem dados

(2) Normandie, França 1945.0 11.0

(3) Delaware, EUA 94.0 73.0

(4) Port Aransas, Texas, EUA 45.0 n.a.

(5) Ais George, Santos, Brasil 406.0 171.4

(6) Port Aransas (2), Texas, EUA 45.0 n.a.

(7) Playa La Esperanza, Puerto Rico 301.0 n.a.



amostra, nas diferentes concentrações testadas (1%, 10% e 100%). Esses resultados

sugerem que a concentração de pellets em condições ambientais reais ainda não apresenta

grande potencial para gerar toxicidade, ou seja, numa baixa densidade de pellets a

quantidade de contaminantes transferidos para a água seria pequena, ainda que os pellets

estejam contaminados, como é o caso da amostra coletada na França. Essa quantidade de

substâncias liberadas depende da concentração dos compostos nos pellets, mas também

depende da polaridade dessas substâncias; aquelas muito apolares tendem a permanecer

adsorvidas nos pellets, pela sua baixa afinidade com a água. Sabe-se que, no ambiente, os

pellets passam por processos de intemperismo e degradação, tornando-se mais ásperos e

irregulares, permitindo o aparecimento de rachaduras e cavidades (Fotopoulou &

Karapanagioti, 2015), os tornando mais propensos a adsorção de alguns contaminantes.

Além disso, os pellets contaminados podem sofrer reações químicas ao serem expostos à

luz solar ou outros fatores ambientais, podendo alterar sua estrutura química e fazendo

com que o tempo de absorção e adsorção de seus contaminantes mudem (Albertsson et al.

1987). Portanto, o intemperismo pode, em alguns casos, favorecer a retenção dos

poluentes nos pellets e dificultar sua lixiviação para água, reduzindo portanto a

toxicidade para organismos planctônicos, como é o caso dos embriões de bolacha-do-mar.

Também é importante citar o grau de amarelamento dos pellets, que pode estar

relacionado ao tempo de permanência desses pellets no meio ambiente (Carson et al.,

2011, Fanini & Bozzeda, 2018; Edo et al., 2019; Zanetti, 2019). Pellets com alto grau de

amarelamento também foram relacionados com maiores concentrações de contaminantes

(Mato et al., 2001; Endo et al., 2005; Frias et al., 2010; Holmes et al., 2012; Fisner et

al., 2017), embora, como mencionado acima, eles não estejam necessariamente

biodisponíveis ou sejam lixiviados para a coluna d’água.

O segundo teste foi feito a partir das amostras de apenas uma região (1) Pine

Gully, Houston, Texas, porém não há dados das concentrações de contaminantes nos

pellets desta região, impossibilitando a correlação dos resultados obtidos no experimento

com os contaminantes ali presentes. Porém, dados existentes mostram contaminação

moderada nos sedimentos nas lagunas e áreas estuarinas próximas a Houston (Camargo

et al., 2021; Harmon et al. 2003), que poderiam ajudar a explicar a toxicidade associada

aos pellets dessa região. No respectivo teste realizado com embriões de mexilhão, foi

possível observar toxicidade em algumas amostras, nas concentrações de 50% 100%.

Porém a maior concentração gerou mais amostras tóxicas, o que poderia ser esperado, já

que o primeiro teste feito com concentrações ambientais reais médias nós não obtivemos

19



resultados significativos de toxicidade. Neste segundo experimento, apenas 3 amostras

exibiram toxicidade nas concentrações ambientais médias de pellets, e nas amostras S13

e S15 as taxas de desenvolvimento embrionário estiveram acima de 50%; apenas em S14

o desenvolvimento embrionário foi altamente reduzido, de modo que este segundo

experimento tem bom grau de concordância com os resultados do primeiro teste. No

entanto, como em 100% houve um maior número de amostras tóxicas, a partir desses

resultados podemos especular que o aumento de concentração de MPs no ambiente em

um futuro próximo pode resultar em elevadas taxas de toxicidade para o desenvolvimento

e reprodução dos mexilhões P. perna.

Nos resultados obtidos no teste 2 é também possível observar que as soluções,

tanto em 50% quanto em 100%, tiveram resultados diferentes, já que algumas amostras

(ou soluções) não apresentaram toxicidade, enquanto outras coletadas na mesma praia

foram tóxicas. Os pellets plásticos no ambiente possuem uma grande dispersão

impulsionada principalmente pelo vento e correntes marinhas (Eriksen et al., 2014), dessa

forma o pellet plástico pode funcionar como um vetor transportador de poluentes para

outras regiões (Mato et al., 2001; Endo et al., 2015; Rios et al., 2007; Bakir et al., 2012;

Taniguchi et al., 2016). É fato que ao alcançar o ambiente marinho os pellets podem

absorver contaminantes, entre os principais como citado anteriormente estão os POPs,

como Bifenilos Policlorados (PCB), Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT), que são

contaminantes que podem agir como desreguladores endócrinos nos organismos,

causando alterações hormonais e no sistema endócrino fazendo com que as larvas não se

desenvolvam (Ogata et al., 2009; Holmes et al., 2012).

Uma possível explicação para esse resultado do teste 2, é que ainda não existem

análises químicas dos contaminantes nem do tipo de material do pellet, portanto não

temos como estimar ao certo a natureza e grau da contaminação associada a cada

conjunto de pellets. Uma outra interpretação dos resultados é que pela proximidade entre

os pontos de coleta, pode ser, que a deposição de pellets contaminados e não

contaminados seja aleatória, assim parte das amostras apresenta toxicidade e outra não.

Sem as informações de contaminantes dessa região, não é possível distinguir os tipos de

contaminantes ou associar a toxicidade a um ou mais grupos químicos. Dessa forma é

possível que os tratamentos com maior efeito tóxico tenham sido preparados com pellets

mais contaminados, ou com contaminantes que foram mais rapidamente liberados na

água.
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Silva et al. (2016) realizaram testes ecotoxicológicos com embriões de P. perna

utilizando a metodologia de interface pellet-água proposta por Nobre et al. (2015), que

consiste na utilização de uma rede de plâncton presa a um anel plástico fazendo com que

os pellets plástico ficassem submersos na solução a fim de poder avaliar os efeitos de

toxicidade dos pellets através da liberação na água. No mesmo trabalho Silva et al. (2016)

os autores também realizaram experimento onde os pellets ficaram soltos na superfície

dos béqueres usados como câmara-teste. Os resultados obtidos nos dois estudos

mostraram toxicidade significativa, sendo que a porcentagem de larvas anormais ou

mortas foi significativamente maior no experimento usando a malha submersa com os

pellets. No entanto, pode ter havido interferência da malha sobre as larvas.

Em outro experimento Barbosa et al. (2017) realizaram um estudo onde foram

avaliados efeitos agudos de microesferas de polietileno sobre D. magna, nesse

experimento a mortalidade cumulativa e não cumulativa observada não foi superior a

10% dentro do período de exposição recomendado pela OCDE (OECD, 2004), e após 96

horas de exposição, a mortalidade não foi significativamente diferente em relação a

outros períodos de exposição. Esse estudo evidencia que nem sempre os MPs causam

toxicidade nos organismos marinhos.

De todo modo, para entender melhor o comportamento dos compostos químicos

associados aos pellets, é necessário dispor das composições químicas dos microplásticos,

assim como ter perfis mais completos sobre os contaminantes que podem estar associados

a eles, de modo a compreender com uma maior exatidão a relação entre as possíveis

causas de toxicidade.

6. Conclusão

O presente estudo evidencia dados sobre a toxicidade de pellets plásticos em

espécies marinhas. Conforme o resultado, foi possível observar que lixiviados preparados

a partir de pellets plásticos coletados em diversos locais do mundo não causaram

alterações no desenvolvimento embriolarval de M. quinquiesperforata, em concentrações

ambientais reais, sugerindo baixa contaminação ou que eventuais contaminantes

químicos não alcançavam concentrações suficientes nos lixiviados para causar toxicidade

nesta espécie. Porém no segundo teste realizado com P. perna, somente com lixiviados

coletados em Houston, Texas, EUA, foi possível observar diferentes níveis de toxicidade

das amostras em relação ao desenvolvimento embriolarval, principalmente nas
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concentrações maiores (100%), mostrando que mesmo sendo amostras da mesma região

os pellets possuem diferentes níveis de toxicidade. Para que essa pesquisa esteja mais

completa, se faz necessário realizar análises químicas dos pellets tanto em relação ao seu

material quanto em relação aos seus contaminantes. De maneira geral, os pellets plásticos

representam uma ameaça a biota aquática, no entanto, faltam informações na literatura a

respeito da sua toxicidade sobre diferentes espécies.
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