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1. INTRODUCAO GERAL

Atualmente, a preservacdo dos ambientes aquaticos, especialmente das regides
costeiras, € uma das principais preocupacdes mundiais. As zonas costeiras tém sido
afetadas por uma variedade de pressdes antropogénicas (BEBIANNO et al., 2015). Entre
as pressoes exercidas, um dos impactos humanos que constitui grande ameaca para a vida
marinha é a poluicdo ocasionada por detritos plasticos (DERRAIK, 2002). Esta poluicao
vem sendo bem documentada, incluindo registros de acumulagéo em sedimentos costeiros,
na zona peléagica de &reas costeiras rasas ao oceano aberto, e de mares polares aos
tropicos (DOYLE et al., 2011).

Os residuos plasticos podem ser classificados quanto a seu tamanho em megaplastico,
macroplastico, mesoplastico, microplastico e nanoplastico (GESAMP, 2015).

Entre os residuos plasticos, os microplasticos, representam mais da metade da
contaminacao total por plasticos nos oceanos.

Segundo GESAMP (2015) microplasticos sao particulas que apresentam tamanho na
escala de 5 mm a 1nm, sendo subdividos em microplastcos primarios (particulas produzidas
em pequena escala para o uso em industrias de manufaturamento) e microplasticos
secundarios (particulas menores formadas através da fragmentacéo de materiais plasticos
maiores). Dentro dos microplasticos primarios estdo inseridos os pellets plasticos,
pequenos granulos, geralmente com a forma cilindrica ou de disco (< 5 mm de diametro),
sendo compostos por uma diversidade de polimeros, como o poliestireno (PS),
polipropileno (PP), poliamida (Nylon), polietileno (PE), policloreto de vinila (PVC),
polietilenotereftalato (PET), entre outros (ANDRADY et al., 2011; GESAMP, 2015), sendo
os de polietileno, polipropileno, poliestireno os mais comuns (OGATA et al., 2009;
SHIBBER,1982; PRUTER, 1987).

Segundo Ogata et al. (2009) granulos plasticos podem ser involuntariamente perdidos
para o meio ambiente, tanto durante a fabricacdo quanto durante o transporte. Desta forma
pellets podem ser liberados diretamente para o meio marinho ou podem ser levados pelo

escoamento superficial, riachos e aguas de rio que eventualmente levam para o oceano.
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A ocorréncia de pellets plasticos tem sido registrada em ambientes costeiros ao redor
do planeta (OGATA et al.,2009), como no Brasil (IVAR DO SUL et al., 2009; TURRA et al.,
2014), Grécia (KARAPANAGIOTI & KLONTZA, 2008; KARAPANAGIOTI et al., 2011),
Inglaterra (ASHTON et al., 2010), Japdo (ENDO et al., 2005), Jordania (ABU-HILAL & AL-
NAJJAR, 2004), e Nova Zelandia (GREGORY,1978), entre outros. Esta crescente
ocorréncia é bastante preocupante devido aos impactos, ndo sé estéticos, mas quimicos
gue podem ser gerados ao ecossistema, por uma variedade de aditivos quimicos presentes
nos pellets virgens, como os retardantes de chama, plastificantes e emolientes, podendo
ser liberados assim que entram em contato com o ambiente.

O processo de polimerizacdo dos mondémeros que formam os plasticos nunca € 100%
completo, e os monémeros restantes do polimero, tal como estireno e bisfenol-A,
juntamente com catalisadores residuais, podem migrar a partir da matriz do polimero, para
0 meioscom 0s quais eles entram em contato, como por exemplo a agua do mar e
sedimentos, podendo ter maior ou menor lixiviagcdo dos compostos presentes nos pellets
devido a presenca de sais ou materiais organicos que possuam diferentes afinidades com
os mesmos (MOORE, 2008).

Nesse sentido, destacam-se alguns compostos, como éteres de difenila polibromados
(PBDE do inglés polybrominated diphenyl ethers) e seus derivados, que tém sido utilizados
como marcadores ambientais de contaminacdo quimica ocasionada por plastico
(ROCHMAN et al., 2014), devido ao grau de ocorréncia deste material nos oceanos.

Em conjunto com a determinacdo da ampla ocorréncia de pellets observa-se seu
potencial de contaminacédo, devido a sua capacidade de perder e sorver compostos
guimicos do ambiente como PCB, DDE, e HPA, (ENDO et al.,, 2005; FISNER et al.,
2013a,b).

As taxas lentas de biodegradacédo néo significam que os polimeros plésticos e seus
aditivos ndo séo bioativos. A variedade de tamanhos de particulas plasticas disponiveis e
sua persisténcia no meio ambiente significam que microplasticos se tornam menores e
mais toxicos ao longo do tempo, devido a o aumento da superficie de contato (FENDALL
E SEWELL,2009).
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Segundo Farrel e Nelson (2013) mesmo sem a complicacéo de poluentes, a dessorcao
de compostos a partir do proprio microplastico pode ter efeitos deletérios. Carpenter &
Smith (1972), ja sugeriam o possivel efeito e incorporacdo dos PCB utilizados como
plastificantes a biota marinha, o que posteriormente viria a ser comprovado por uma série
de estudos (VON MOOS et al., 2012; BROWNE et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2013; DE SA
et al. 2014). Porém, a maioria dos trabalhos disponiveis contempla o efeito nocivo dos
pellets causados via ingestdo, de modo que ainda € insuficiente o conhecimento sobre os
efeitos das particulas ndo ingeridas, mas que estao presentes no ambiente.

Os potenciais riscos ecolédgicos gerados por microplasticos sao relativamente uma nova
area de investigagdo, e existe atualmente um elevado grau de incerteza em torno desta
guestdo (GESAMP, 2015).

Estudos ecotoxicolégicos vem sendo utilizados para avaliar os possiveis efeitos dos
microplasticos aos ecossistemas, Ferraz et al. (2012) afirmaram que para melhor
compreensao dos riscos ambientais, as analises ecotoxicol6gicas vém se mostrando uma
poderosa ferramenta de avaliacdo para os ambientes aquaticos. De acordo com Blaise
(1991) a ecotoxicologia € a ciéncia que estuda o efeito de uma substancia (ou um conjunto
delas) sobre uma populacéo ou comunidade de organismos. Trata-se de uma ciéncia que
tem permitido avaliar riscos e impactos ambientais por meio de bioensaios agudos e
cronicos, tentando estabelecer a relacdo causa-efeito em diferentes niveis de organizacdo
bioldgica. O uso de métodos ecotoxicoldgicos possui uma série de vantagens, como o baixo
custo, a rapidez, a simplicidade da maior parte dos métodos, e a facil interpretacdo dos
resultados (Chapman & Long, 1983).

Os ensaios agudos sao caracterizados por apresentarem curtos periodos de exposicao,
e respostas severas como imobilidade e mortalidade dos organismos. Os ensaios crénicos
sao definidos por avaliar estagios conhecidos e especificos do ciclo de vida de diferentes
espécies, por meio de distintos periodos de exposi¢cao, pondendo haver variacado temporal
desde horas até dias ou meses, de acordo com a espécie em questdo. As principais
respostas crénicas sdo altera¢des morfoldgicas e diminui¢cao nas taxas de crescimento e/ou

reproducao.
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Segundo Cesar et al. (1997) os ensaios ecotoxicologicos constituem ferramentas
importantes na avaliacdo e monitoramento dos efeitos bioldgicos provocados por
compostos quimicos. Sendo empregados para a verificacdo de impactos em diferentes
matrizes ambientais como agua e sedimento, devido ao grau de importancia destes
compartimentos, interagdo entre 0S mesmos e 0S pProcessos aos quais estao envolvidos
como volatilizagdo, precipitagéo, absorcéo e liberagdao (MANAHAN, 2013), por meio de vias
distintas, como exposi¢cdo a amostra integral (agua e sedimento integral) ou tratamentos
empregando situacdes ambientais (elutriato e interface sedimento-agua), podendo auxiliar
na melhor compreensdo dos possiveis efeitos de compostos lixiviados a partir de pellets
plastiscos a biota aquética.

Considerando a introducdo de pellets plasticos em ambientes marinhos, sua
composicdo, capacidade de adsorcdo de contaminantes, bem como efeitos, o presente
estudo verificara a hipotese de ocorréncia de efeitos toxicos em organismos marinhos
expostos a pellets virgens e coletados em praia, a partir de diferentes rotas de exposicao,
agua e sedimento.

Para verificar esta hipotese, o presente estudo avaliard a capacidade de pellets virgens
e coletados em praia conferir carga toxica a agua e sedimento, bem como avaliar diferentes
vias de exposicdo de orgaismos planctonicos e epibentbnicos. Para tanto o estudo foi
dividido em duas etapas, ora apresentados como capitulos.

O Capitulo 2 apresenta 0s ensaios que tiveram por objetivo avaliar a toxicidade de pellets
virgens e coletados em praia sobre organismos planctbnicos, empregando o
desenvolvimento embriolarval do ourico do mar Lytechinus variegatus como endpoint. Para
tanto, foi empregado o procedimento descrito na Norma ABNT 15350/2012 e foram
avaliados os tratamentos elutriato e interface pellet-agua. O tratamento elutriato consiste
na agitacao vigorosa da amostra a fim de representar a ressuspensao dos pellets, podendo
haver disponibilizacédo de seus compostos a coluna d’agua, simulando situacfes ambientais
como zonas de arrebentacdo ou processos de dragagem. O tratamento interface pellet-
agua reproduz a troca natural do pellet em repouso com a coluna d’agua, sem qualquer
processo de movimentacédo, representando condi¢cdes de ambientes com baixos niveis de

agitacao e ressuspensao.
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O Capitulo 3 apresenta o0s ensaios que tiveram por objetivo identificar os efeitos toxicos
em organismos bentbnicos expostos a sedimento marcado com pellets virgens e coletados
em praia, que consiste na contaminacdo do sedimento com granulos plasticos (spike
sediment), de acordo com o método descrito pela USEPA (2001) e empregando
concentragdes ambientalmente relevantes. Para tanto, empregou-se como organismo teste
0 copépodo epibentdnico Nitocra sp., seguindo o protocolo descrito por Lotufo e Abessa
(2002) e avaliando-se os tratamentos elutriato e sedimento integral. O tratamento elutriato
com sedimento segue a mesma metodologia aplicada anteriormente. O tratamento com
sedimento integral baseia-se na exposi¢cdo dos organismos epibentbnicos ao sedimento
marcado.

Por fim, o Capitulo 4 apresenta as conclusbes gerais do estudo, bem como
recomendacdes para futuros trabalhos e gestdo de residuos plasticos em ambientes

marinhos.
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Este capitulo esta publicado no peridédico Marine Pollution Bulletin, Volume 92, Issues 1 —
2, 15 March 2015, Pages 99-104. doi:10.1016/j.marpolbul.2014.12.050 (Anexo A)

2. AVALIACAO DA TOXICIDADE DE MICROPLASTICOS NO DESENVOLVIMENTO
EMBRIOLARVAL DO OURICO - DO - MAR LYTECHINUS VARIEGATUS
(ECHINODERMATA; ECHINODEA).

Resumo

Além dos impactos fisiologicos em organismos marinhos causados por microplasticos
ingeridos, a toxicidade causada por substancias lixiviadas a partir dessas particulas no
ambiente requer investigacdo. Para entender este risco poténcial, foi avaliada a toxicidade
de pellets virgem e pellets de plastico encalhados em praia por meio do desenvolvimento
embriolarval do ourico do mar Lytechinus variegatus, simulando as transferéncias de
compostos quimicos a agua intersticial e coluna de agua por ensaios de interface pellet-
agua e elutriato, respectivamente. Ambos 0s ensaios mostraram que pellets virgens
causaram efeitos toxicos, aumentando o desenvolvimento embrionario anémalo, 58,1% e
66,5%, respectivamente. A toxicidade dos pellets de praia foi inferior a dos pellets virgens,
e foi observada apenas para o ensaio de interface pellet-agua. Estes resultados
demonstram que (i) os pellets de plastico atuam como um vetor de poluentes, em especial
para os aditivos plasticos encontrados em particulas virgens; e que (ii) a toxicidade dos
produtos quimicos lixiviados a partir de sedimentos depende da via de exposicado e do

compartimento ambiental na qual se acumulam os pellets.

Palavras—chave: Toxicidade; Ourico do mar; Pellets plasticos; Microplasticos; Poluentes;
Aditivos.
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Abstract

Apart from the physiological impacts on marine organisms caused by ingesting
microplastics, the toxicity caused by substances leaching from these particles into the
environment requires investigation. To understand this potential risk, we evaluated the
toxicity of virgin (raw) and beach-stranded plastic pellets to the development of embryos of
Lytechinus variegatus, simulating transfers of chemical compounds to interstitial water and
water column by assays of pellet—water interface and elutriate, respectively. Both assays
showed that virgin pellets had toxic effects, increasing anomalous embryonic development
by 58.1% and 66.5%, respectively. The toxicity of stranded pellets was lower than virgin
pellets, and was observed only for pellet—-water interface assay. These results show that (i)
plastic pellets act as a vector of pollutants, especially for plastic additives found on virgin
particles; and that (ii) the toxicity of leached chemicals from pellets depends on the exposure

pathway and on the environmental compartment in which pellets accumulate.

Keywords: Toxicity; Sea urchin; Plastic pellets; Microplastics; Pollutants; Additives.

2.1. Introducéo

Fragmentos plasticos representam mais da metade do lixo do oceano (Derraik, 2002) e
0s microplasticos (particulas de plastico com um diametro igual ou inferior a 5 mm; COLE
et al, 2011) vém recebendo a atencédo de agéncias internacionais (GESAMP, 2010) e da
comunidade cientifica (WRIGHT et al, 2013; IVAR do Sul e COSTA, 2014), por causa das
incertezas em relacdo aos seus efeitos ambientais. Pellets de plastico, ou nibs, sdo uma
forma de matéria-prima para a fabricacédo de varios objetos de plastico (EPA, 1990). Eles
séo pequenos (65 mm) e acabam em ambientes marinhos por perdas durante os processos
de producéao, transporte e fabricagdo (THOMPSON et al., 2005). Grandes quantidades de
pellets de plastico estdo sendo encontrados nas zonas costeiras e outros sistemas
marinhos (COLE et al., 2011), e adicionado aos seus potenciais impactos ecoldgicos e
tendéncia de aumento na producéao, pellets de plastico tornaram-se um item de especial

preocupacao para os ambientes marinhos (EPA, 1990).
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Os pellets mais comuns sao derivados a partir de polipropileno, polietileno e poliestireno
(EPA, 1992), e compostos quimicos (tais como emolientes, corantes e antioxidantes) sdo
normalmente adicionados a eles de modo a melhorar o seu desempenho (EPA, 1990, 1992;
TEUTEN et al., 2009). De acordo com Ananthaswamy (2001), muitos destes aditivos sao
toxicos e o0s seus efeitos sobre os organismos podem ser graves.

Browne et al. (2013) mostraram que os aditivos podem contaminar, a partir da ingestéao
de microplasticos (PVC), os corpos de poliquetas, reduzindo sua atividade alimentar e
mostrando efeitos mais severos do que outros poluentes antropogénicos persistentes. No
entanto, ainda ha controvérsia sobre a liberacéo desses aditivos e, portanto, seus impactos
biolégicos (THOMPSON et al., 2004; TEUTEN et al.,, 2009). Os aditivos podem ser
misturados com, ou ligados quimicamente aos polimeros, que poderiam alterar
substancialmente a sua capacidade de lixiviacado e a toxicidade potencial dos pellets de
plastico (EPA, 1992).

Polimeros plasticos, incluindo nibs, também podem agir como veiculos para compostos
hidrofébicos toxicos absorvidos do ambiente (COLE et al, 2011; FISNER et al., 2013a),
aumentando potencialmente a disponibilidade desses poluentes para a biota (GESAMP,
2010; Teuten et al, 2009; BROWNE et al, 2013). DDT, PCB, PAH, nonilfenol e outras
substancias ndo polares podem ser adsorvidas por superficies de plastico (Ward e Kach,
2009; FISNER et al., 2013 a,b), tornando-se disponiveis para 0os animais, principalmente
através da ingestdo (TEUTEN et al., 2009; BROWNE et al., 2013; CHUA et al., 2014). A
maioria destes poluentes é toxica e bioacumulativa, e se lixiviados do pellet e assimilado
pelo organismo, podem ser introduzidos na cadeia alimentar, aumentando a sua
persisténcia no meio ambiente (BROWNE et al., 2013; CHUA et al., 2014).

Pellets de plastico tém o potencial para acumular estes tipos de moléculas, em
concentragfes mais elevadas do que a 4gua do mar, e que podem aumentar de acordo
com o tempo de exposicao, do tipo de resina e suas caracteristicas (MATO et al., 2001;
MCDERMID e MCMULLEN, 2004; HIRAI et al., 2011).

Microplasticos afetam muitas espécies de organismos marinhos, desde suspensivoros e
filtradores, até comedores de depdsito (Cole et al., 2011, 2013; WRIGHT et al., 2013).
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No entanto, 0s seus riscos nao envolvem apenas ingerir o plastico em si (um perigo
fisico), mas também considerar a contaminacdo de organismos por poluentes quimicos
adsorvidos sobre eles (um potencial risco quimico). Devido aos riscos ecologicos e efeitos
toxicologicos, os microplasticos tém recebido crescente atencdo (VON MOOS et al., 2012;
OLIVEIRA et al.,, 2012a,b), mas esses esforcos geralmente envolvem organismos
propensos a ingerir particulas de plastico, gerando uma falta de informagédo sobre
organismos que nao sao susceptiveis de ingeri-los, mas té-los em seus arredores.

Microplasticos vém sendo investigados unicamente como um vetor de compostos
qguimicos (aditivos de polimeros e outros poluentes absorvidos a partir do ambiente) para a
biota marinha e os riscos estariam diretamente relacionados a capacidade destes
compostos serem dessorvidos (lixiviados) a partir deles. Através deste mecanismo, um
maior numero de organismos marinhos poderia ser afetado pela poluicdo dos
microplasticos, tais como organismos da meiofauna e microfitobentos (que vivem na agua
intersticial, onde pellets afundam e tendem a acumular) e seus estagios de desenvolvimento
plancténicos (que vivem na coluna de agua, onde pellets de plastico permanecem desde a
sua entrada no meio marinho até a sua remocao por deposicéo, ingestdo ou degradacao).

O uso de larvas plancténicas para avaliar a toxicidade quimica do microplasticos é
importante para ajudar na compreensao dos impactos sobre processos hioldgicos criticos,
tais como o desenvolvimento larval, o que poderia alterar a estrutura de populagdes e
comunidades.

O presente estudo avaliou a toxicidade de pellets de plastico no desenvolvimento
embrionério do ourico do mar Lytechinus variegatus, usando ambos os granulos virgens e
coletados de praias arenosas. Nossa hip6tese € gque pellets virgens seriam mais toxicos
devido a lixiviacao de aditivos, do que pellets coletados em praia, ja que seus aditivos teriam
sido lixiviados, apesar de sua concentracdo potencialmente maior de poluentes organicos
hidrofobicos absorvidos. A outra a hipotese € de que a via de exposicao, isto é, a liberacao
de poluentes para a coluna de agua e agua intersticial, irdo influenciar a toxicidade atraves

da biodisponibilidade dos compostos quimicos a biota.
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2.2. Material e Métodos

Para avaliar a toxicidade externa de pellets de plastico, considerando uma via nao-
ingerida e, portanto, os efeitos por lixiviagdo de aditivos e absorcéo de poluentes na agua,
embrides de L. variegatus foram expostos a granulos virgens e coletados em praia. As
particulas virgens foram utilizadas para analisar a toxicidade potencial de aditivos de
lixiviacdo (HALDEN, 2010; LITHNER et al, 2011.), enquanto que os obtidos em praia foram
escolhidos devido a sua potencial toxicidade, decorrente da dessor¢cdo de poluentes
hidrofébicos sorvidos do ambiente (OGATA et al., 2009; FRIAS et al., 2010; FISNER et al.,
2013a, b).

2.2.1. Pellets de plastico

Granulos de polietileno virgens foram obtidos a partir de uma empresa petroquimica e 0s
coletados em praia foram amostrados aleatoriamente por peneiramento da areia de
superficie na baia de Santos, na costa sudeste do Estado de Sdo Paulo, Brasil (Fig. 1). Os
pellets foram armazenados em frascos de vidro selados e mantidos no escuro a
temperatura ambiente até a realizagdo dos ensaios (24-48 h).

A Regido Metropolitana de Santos € uma area densamente urbanizada e poluida de
grande importancia econdmica. Além dos poluentes provenientes da area urbana (esgotos
domésticos e queima de combustiveis fésseis, por exemplo), Santos é o maior porto da
Ameérica Latina (Porto de Santos) e esta diretamente ligado a um dos mais importantes
complexos industriais no Brasil, o pélo petroquimico de Cubatéo (FISNER et al., 2013b). O
acesso ao polo se da através do estuario de Santos, que aumenta a entrada de poluentes
na area marinha (HORTELLANI et al., 2008). Devido ao transporte de granulos plasticos
pelo porto de Santos, que é responsavel por 50.000 toneladas de granulos / més (FISNER
et al., 2013b), uma grande quantidade de pellets foi reportada anteriormente nesta baia
(TURRA et al., 2014). Pellets de cores diferentes, que vao desde translicido, semelhantes
as virgens, para pellets escuros com maiores concentracdes de poluentes hidrofébicos

(ENDO et al, 2005;. FISNER, 2012) foram encontrados ao longo de suas margens e em
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camadas de sedimentos profundos (MANZANO, 2009). Outros estudos relatam a
contaminacao de pellets por HPA nesta area (FISNER et al., 2013a, b).

2.2.2 Ensaios ecotoxicoldgicos

Os ensaios (interface pellet - agua e elutriato) seguiram os protocolos descritos por
CESAR et al. (2004), EPA (2002) e adaptado por ABNT NBR 15350 (2012), e foram
empregados a fim de identificar possiveis alteracdes na toxicidade ocasionada por pellet a
partir de sua origem (coluna de agua) ou deposicdo (4dgua intersticial de praia),
respectivamente.

O ensaio de interface pellet-agua avaliou a toxicidade da amostra submetida a
movimentos ascendentes de &gua intersticial e da consequente remobilizacdo de
contaminantes a partir de sedimentos (FERRAZ, et al. 2012). O ensaio elutriato avaliou a
toxicidade dos pellets apds episédios de re-suspensao causados por eventos naturais (por
exemplo, ondas) ou atividades humanas (por exemplo, de dragagem). Para ambos 0s
ensaios, trés experimentos foram realizados com trés tratamentos (controle de agua do
mar, pellets virgens e pellets coletados em praia) e empregou quatro repeticdes para cada
tratamento. Para cada ensaio e replica, 100 larvas foram contadas aleatoriamente e
analisadas com um microscoépio de luz (400x) observando a ocorréncia de desenvolvimento
andmalo, o que resulta numa frequéncia relativa (%) do normal (ou a reducéo em condic¢des
normais) desenvolvimento causada pelos compostos lixiviados a partir dos pellets.

Para a interface pellet-agua, foi adaptado a partir do método de Cesar et al. (2004). Nessa
preparacado, 2 mL de pellets plasticos (virgem ou coletados em praia) foram adicionados em
tubos e presos com auxilio de rede de plancton com um anel de plastico, onde 8 ml de agua
do mar foi adicionado. O sistema permaneceu estatico durante 24 h, posteriormente 0s
ovos fertilizados foram colocados nos tubos. Depois de um periodo de desenvolvimento
embrionario de cerca de 24 h, as larvas foram fixadas por adicdo formaldeido 4% de para
posterior analise.

O tratamento elutriato foi adaptado a partir ABNT NBR 15350 (2012), 200 ml de pellets
foram colocados em béqueres de 1 L e completados com 800 ml de agua do mar filtrada.
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A solucgéo foi agitada no aparelho de Jar-teste durante 30 min e deixou-se repousar
durante 24 horas (condigcdo estatica). Apds este periodo, 4 aliquotas de 10 ml cada foram
recolhidas a partir do sobrenadante e colocados em tubos de ensaio, onde também foram
adicionados os ovos fertilizados. Como realizada para a interface pellet-agua, depois de um
periodo de desenvolvimento das larvas normais, o contetdo dos tubos de ensaio foi fixado
com formaldeido a 4% e depois analisado.

Temperatura, oxigénio dissolvido, pH e salinidade foram monitorados em todos os
ensaios, seus niveis estavam dentro dos padrdes exigidos para o desenvolvimento normal
de embrides de L. variegatus, de acordo com a ABNT NBR 15350 (2012).

Com os dados satisfazendo os pressupostos necessarios para a andlise de variancia
(ANOVA), uma ANOVA bi-fatorial foi realizada para cada ensaio separadamente,
comparando tratamentos (controle sem pellets, pellets virgens, e pellets coletados em praia)
e ensaios (1, 2) e as diferencgas entre a toxicidade da virgem e recolhidos e 3). O teste de
Tukey a posteriori foi realizado para identificar as diferencas significativas entre pellets.
Para a execucdo da ANOVA bi-fatorial sobre os possiveis efeitos pellet-agua (diferencas
entre o controle e os tratamentos expostos), os dados foram transformados por meio de

raiz quadrada.
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Fig. 1. A &rea de estudo. (A) Brasil. (B) O Estado de Sdo Paulo e sua costa central em detalhe. (C) Baia de
Santos indicando a localizacdo de amostragem de pellet na Praia do Boqueirdo (ponto branco).
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2.3. Resultados

A exposicéo a pellets de plastico induziu efeitos toxicos sobre os embrides de ouricos do
mar. Para o ensaio de interface pellet-agua, houve aumento no desenvolvimento anémalo
de larvas em relagdo ao controle (%), pellets recolhidos em praia variaram de 17,2% a
53,3%, com uma média de 34,6% para todos os estudos (Tabela 1). Para 0 mesmo ensaio,
os tratamentos com granulos virgens tiveram um aumento de 55,2% a 61,9% dos embrides
com o desenvolvimento anormal, e uma média de 58,1% (Tabela 1).

No ensaio elutriato, as diferengas entre os tipos de pellets (virgem e praia) foram maiores
do que os resultados obtidos no ensaio de interface pellet-agua (p <0,001, ANOVA 2 vias),
enquanto as diferengas entre os estudos foram menos evidente (P> 0,05, ANOVA 2 vias).
Os pellets coletados em praia tiveram um efeito menor sobre o desenvolvimento larval, e
em comparacao o numero de embrides anémalos encontrados foi inferior ao no controle.
Neste caso, o aumento andémalo de larvas em relagdo ao controle (%) variou de 3,0% a
10,1%, com uma média de 4,8% para todos os ensaios (Tabela 1). Os pellets virgens, no
entanto, causaram aumento das frequéncias de desenvolvimento anémalo de 52,0% para
84,6%, e uma média de 66,5% em relacdo ao controle (Tabela 1).

O ensaio de interface pellet-agua mostrou um impacto significativo para ambos os tipos
de pellets em todos os ensaios, com diferencas em relacéo a tratamentos (desenvolvimento
anormal: controle < coletado em praia < virgem, Tabelas 1 e 2, Fig. 2A). Para o tratamento
elutriato, no entanto, houve uma interacao significativa entre tratamento e ensaio (p <0,001,
Tabela 1, Fig. 2B) e os efeitos adversos foram encontrados apenas para os pellets virgens,
com uma diferenca notavel do controle em todos os ensaios (desenvolvimento anémalo:
controle = pellets coletados em praia < virgem, Tabelas 1 e 2, Fig 2B). Embora nao
houvesse uma diferenca entre os testes (p <0,001, Tabela 2, Fig. 2B), isso ndo afeta o
efeito significativo que os pellets virgens causam ao desenvolvimento embriolarval do ouri¢co

do mar.
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Tabela 1
Reducéo percentual no desenvolvimento embriolarval causada pela interface pellet - agua e elutriato,

relacionadas com as condi¢des controle (sem pellets) para cada ensaio, medias, e para ambas as amostras
pellets coletados em praia e virgem.

Média
Ensaioftratamento Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 dos
(%) (%) (%) Ensaios
(%)
Interface pellet-agua
. 53.3 312 17.2 34.6
Pellets coletados em praia
Pellets virgens 55.2 61.9 57.4 58.1
Elutriato
10.1 7 X 4.
Pellets coletados em praia 0 6 3.0 8
Pellets virgens 52.0 84.7 64.2 66.5

Tabela 2
Resultados da ANOVA bi-fatorial comparando (1) tratamento (controlo sem granulos, pellets virgens, e pellets
recolhidos na praia) e (2) ensaio (1, 2, e 3) entre ensaios (interface pellet-agua e elutriato).

ANOVA 2 vias S5 df MS F P
Tratamento
Interface peliet-agua 75,993 2 37.997 20084  =0.001
Ensaio 0.570 2 0.285 0.151 0.861
Tratamenio Ensaio
10.414 4 2.603 1.376 0.263
Tratamento
Elutriato 25,835.056 2 12,917.528 620.041 <0.001
Ensaio 1,276.389 2 §38.194 30.633 =0.001
TratamentoEnsaio 1,066.611 4 266.653 12.799 <0.001
Interface pellet-agua Elutriato
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Fig. 2. Proporcao de desenvolvimento larvar normal (%) nos trés ensaios (a) Ensaio de interface pellet-agua;
(B) Ensaio elutriato, comparando o controle (agua do mar), pellets coletados em praia e pellets virgens. Letras
diferentes (a, b, c) representam diferencas significativas no teste a posteriori de Tukey. Para interface pellet-
agua a interacao entre o tratamento e ensaio nao foi significativa, e, por conseguinte, o teste de Tukey
comparou a média dos valores totais (A). O teste de Tukey para o ensaio elutriato foi feita separadamente

para cada ensaio, devido a interacao significativa entre tratamento e ensaio (B).

2.4. Discusséao

Para ambos os tratamentos, pellets virgens provaram ser téxicos em todos 0s ensaios,
ao contrario dos granulos coletados na praia em Santos, que ndo apresentam toxicidade
perceptivel no ensaio de interface pellet-agua. Esta diferenca sugere que pellets recolhidos
na praia tendem a ter uma menor toxicidade do que os pellets virgens, embora a toxicidade
de pellets virgens possa variar em funcdo dos diferentes aditivos utilizados na sua
composigao.

Juntamente com o0 uso generalizado de produtos de plastico pela sociedade
contemporanea, as preocupacoes cientificas e governamentais sobre os seus aditivos
guimicos também surgem (MEEKER et al., 2009). No entanto, ndo se sabe muito sobre 0s
riscos para o ambiente marinho e biota. Ingestdo de microplasticos por organismos
marinhos pode transmitir aditivos plasticos (CHUA et al., 2014; Browne et al., 2013) e estes
aditivos sdo geralmente toxicos, causando efeitos fisiolégicos quando assimilado pela biota
(EPA, 1992; Teuten et al., 2009; BROWNE et al., 2013).

Os nossos resultados sé@o consistentes com os achados de Browne et al. (2013), que
também observaram que os aditivos, aparentemente, causam mais danos para 0s
organismos que outros poluentes que podem ser absorvidos por polimeros plasticos.
Neste estudo, no entanto, os poliquetas assimilaram maiores quantidades de poluentes
(poluentes organicos persistentes e aditivos de plastico) através da ingestdo de
microplasticos contaminados, ao invés de particulas de sedimentos, enquanto 0S N0sSsos
resultados acrescentam a possibilidade de efeitos fisiologicos ndo de ingestdo, mas a partir
da absorcdo de compostos lixiviados a partir de pellets de plastico através da parede do

corpo. Embora dessorcao simulada de poluentes organicos de microplastico a gua do mar
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mostrou-se menor do que em organismos que ingeriram pellets (BAKIR et al., 2014), o
presente estudo mostrou que os compostos lixiviados de pellets de plastico representam
uma via toxica adicional para as larvas do ourico — do - mar L. variegatus.

No entanto, devido as politicas do setor de privado, ndo temos informacfes adicionais
sobre o tipo e a concentragdo de aditivos plasticos aplicadas nos granulos de polietileno
virgem utilizada no presente estudo, dificultando as discussoes.

Uma vez que alguns aditivos plasticos, tais como ftalatos, ao serem lixiviados a partir da
matéria em particulas podem ser facilmente biodegradados no meio marinho
(Teuten et al., 2009), este pode ter um efeito rapido quando aditivos séo liberados de suas
particulas carreadoras (i.e. pellets) para a dgua do mar. Esta possibilidade enfatiza a
importancia de se evitar a perda direta de pellets de plastico virgens em habitats marinhos
durante a fabricacéo e transporte.

A toxicidade causada por pellets encontrados no ambiente costeiro, por sua vez, pode
estar relacionada com o0s poluentes hidrofébicos sorvidos sobre eles, e sua
biodisponibilidade (capacidade de dessorcao e assimilacéo por parte dos organismos). Em
areas intensamente urbanizadas e industrializadas, as muitas fontes de poluentes facilitam
a presenca de contaminantes organicos na coluna de dgua (KARAPANAGIOTI et al., 2011;
MATO et al., 2002), e as caracteristicas apolares dos pellets de plastico tornam-os
transportadores eficientes destas substancias (OGATA et al.,, 2009). Na verdade, altas
concentracGes de poluentes organicos tém sido registradas em granulos recolhidos em
praias (por exemplo, MATO et al., 2002; ENDO et al., 2005; FISNER et al., 2013a, b) e
evidéncias mostram que alguns desses poluentes sédo preferencialmente sorvidos nos
fragmentos de plastico em vez de no sedimento (Teuten et al., 2007). No entanto, a
distribuicdo de compostos organicos dentro (KARAPANAGIOTI e KLONTZA, 2008) e entre
(ENDO et al., 2005; FISNER et al., 2013a,b) pellets ndo esta bem esclarecida, e esta
distribuicdo pode ser relacionada com as diferengas significativas encontrada entre 0s
ensaios.

Teuten et al. (2009) observaram que os processos de sorcao e dessor¢cado desempenham
um papel importante na distribuicdo e os impactos dos contaminantes. A toxicidade
potencial de pellets de plastico pode ser influenciada por processos de adsorcdo e
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dessorc¢do, que por sua vez irdo variar devido a diferentes caracteristicas, tais como (i) a
afinidade dos poluentes para o polimero plastico, e para a solucdo de lixiviacao
(considerando o seu comportamento isolado e também como uma mistura complexa); e (ii)
o periodo de tempo em que o plastico persiste no meio ambiente, isto é, a sua
degradabilidade.

As propriedades dos polimeros plasticos podem influenciar a qualidade e quantidade dos
poluentes absorvidos sobre eles (KARAPANAGIOTI et al.,, 2011; HIRAI et al.,, 2011;
FISNER, 2012; BAKIR et al., 2012.), o que poderia estar relacionado com a taxa de sorcéo
destes compostos em funcao das propriedades da resina (FRIES e ZARFL, 2012).

Embora isto possa resultar em concentragcfes elevadas de poluentes organicos em
alguns granulos de plastico, mas também pode diminuir a sua biodisponibilidade, como
sugerido pelos resultados de Browne et al. (2013) e CHUA et al. (2014).

Os estudos sobre pellets de polipropileno indicam que a distribuicdo de compostos dentro
dos polimeros depende da composi¢cdo quimica da solucédo de contato dos pellets o que
torna claro que a cinética é um fator de influéncia para o granulo de plastico
(KARAPANAGIOTI e KLONTZA, 2008; BAKIR et al., 2014). Considerando que os poluentes
organicos estdo presentes no ambiente como uma mistura, 0 seu comportamento
competitivo para sorcdo em particulas hidrofébicas também deve ser considerado (BAKIR
et al., 2012), como demonstrado para o fenantreno (Phe) e o DDT.

O desgaste de granulos de plastico também pode influenciar a sorcdo de poluentes
(ENDO et al., 2005). Maiores concentragdes de PCB e HPA foram identificadas em pellets
mais escuros em comparacdo com 0s mais claros, uma vez que as suas cores estao
relacionadas com o periodo de exposicéo a luz solar e fontes de contaminacéo (ENDO et
al., 2005; FRIAS et al., 2010; FISNER, 2012). Devido ao elevado estado de degradacao
dos pellets de plastico devido a idade (tais como o aumento da area de superficie devido a
marcas de abraséo), Endo et al. (2005) e Ogata et al. (2009) sugeriram igualmente que
estas particulas tendem a ter uma maior capacidade de sorcéo. Outros pesquisadores, no
entanto, descobriram que as concentracbes de HPA adsorvido por pellets de plastico
recolhidos na baia de Santos variam ao longo da costa (FISNER et al., 2013b) e com a
profundidade (FISNER et al., 2013a), e sugerem que 0 processo de sorcao para pellets de
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plastico é influenciado ndo s6 pelas suas caracteristicas e periodo de persisténcia no
ambiente, mas também pelo nivel local de contaminacéo.

Uma vez que todas estas inferéncias nao foram previstas, a maneira aleatéria com que
os granulos foram coletados na praia pode ter resultado na presenca de uma grande
variedade de poluentes quimicos lixiviados nos ensaios de elutriato. Esta heterogeneidade
pode explicar a interacdo entre os tratamentos e os ensaios de elutriato. Outra razao que
explicaria porque apenas os pellets virgens apresentaram toxicidade nos elutriatos pode
ser pelo fato de alguns compostos adsorvidos as particulas volatilizam mais rapidamente
guando submetidos a processos de mistura turbulenta (CESAR et al., 2004; Moore, 2008).

O ensaio elutriato simula os potenciais riscos para os organismos na coluna d’agua, e
por isso a solucdo experimental (pellets em agua do mar) foi agitada. Esta agitacdo, no
entanto, pode ter aumentado a velocidade de volatilizacdo de alguns poluentes lixiviados a
partir dos pellets coletados, sugerindo que os pellets que permanecem na coluna de agua
por periodos mais longos (tal como polietileno de baixa densidade) sdo mais susceptiveis
de perder seus compostos adsorvidos e tornam-se menos téxicos do que aqueles que
afundam rapidamente. Em Ultima analise, essa diferenca entre pellets, demonstra que
aqueles encontrados em praias representam o risco ambiental mais provavel no que diz
respeito aos impactos ambientais relacionados com a ndo ingestao. Nao menos importante,
ela também mostra que a metodologia de exposi¢do pode influenciar as conclusbes da
avaliacao dos riscos ambientais, destacando a importancia do uso de mais de um ensaio
ecotoxicolégico para avaliar a toxicidade de microplasticos, incluindo os diferentes
compartimentos ambientais.

Este estudo avaliou a toxicidade da exposicado externa para pellets de plastico e, por
inferéncia, outros microplasticos, aumentando a nossa compreensao dos efeitos adversos
deste poluente na biota aquatica. Em nossos experimentos, pellets virgens (devido a
lixiviacdo de aditivos) foram mais prejudiciais, em seguida, pellets de plastico ja presentes
no ambiente marinho, complementando as conclusdes de Browne et al. (2013) para
microplasticos ingeridos, que denota a capacidade dos granulos de causarem danos
imediatamente apds a sua introducdo em habitats marinhos. A toxicidade variavel
observada para os pellets recolhidos em praia é relacionada com as concentracdes
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altamente variaveis de hidrocarbonetos absorvidos a partir do ambiente e pela capacidade
de dessorcdo destes poluentes a partir dos pellets. Isto poderia ser diferente dos pellets
virgens, uma vez que as suas concentracoes de aditivos (obtidos a partir de uma fabrica)
devem ser aproximadamente as mesmas por pellet. Com base nestes dois diferentes
ensaios, podemos concluir que os pellets depositados no ambiente podem causar mais
danos a agua intersticial do que quando ressuspensos, podendo lixiviar para a coluna
d’agua. O uso de larvas como modelos sugere que a toxicidade externa também pode ser
uma questao importante para avaliar ameacas em ambientes marinhos onde pellets virgens

sdo liberados.
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3. ESTUDO DO IMPACTO DE MICROPLASTICOS EM SEDIMENTOS MARINHOS.

Resumo

A poluicdo devida ao lixo marinho tem recebido grande atencdo nos ultimos anos, e
residuos plasticos tém sido considerados responsaveis por mais da metade da sua
composicdo. Dentre esses residuos encontram-se os pellets, granulos plasticos de
diferentes polimeros oriundos da indudstria, utilizados como matéria prima para fabricacéo
de diferentes objetos. Atualmente, hd uma crescente ocorréncia desse material no ambiente
marinho oriundo de atividades portuéarias e industriais. Devido a sua porosidade, apresenta
alta capacidade de associacdo a contaminantes, principalmente organicos, atuando como
um carreador quimico propiciando o transporte e exposi¢cdo de poluentes a organismos
marinhos. Nesse contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a toxicidade de
pellets plasticos na matriz ambiental sedimento por meio de ensaios ecotoxicoldgicos
empregando o copépodo harpacticoida epibenténico Nitocra sp. Foram avaliados efeitos
crénicos em organismos expostos aos tratamentos elutriato e sedimento integral por meio
de sedimentos marcados com pellets virgens e pellets de praia. Foi observada toxicidade
no tratamento com sedimento integral marcado com pellets virgens e pellets coletados em
praia, o que pode estar associado aos aditivos oriundos do processo de fabricacdo de
pellets de polipropileno e a diversa quantidade de compostos sorvidos a partir do ambiente,

no caso dos pellets de praia.

Palavras-chave: Nitocra; Inibicao reprodutiva; Pellets Plasticos; Sedimento; Toxicidade.
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Abstract

The pollution due to marine litter has received huge attention in the last years, and plastic
wastes have been responsible for more than half of its composition. Among these residues,
pellets, plastic beads of different polymers from industry, have been used as raw material
for the manufacture of different products. Currently, there is an increasing occurrence of this
material in the marine environment, which is associated to port and industrial activities. Due
to their porosity, plastic pellets have a high capacity of adsorbing contaminants, especially
organic, acting as a chemical carrier that can transport and facilitate the exposure of marine
organisms to such pollutants. In this context, this study aims to evaluate the toxicity of plastic
pellets in marine sediment, through ecotoxicological tests employing the harpacticoid
epibenthic copepod Nitocra sp. Chronic effects on organisms exposed to different
treatments (elutriate and whole sediment) were evaluated, considering sediments marked
with virgin and beach-stranded plastic pellets. The sediments treated with both pellets
induced chronic toxicity to the copepods, which can be associated with additives derived
from polypropylene pellets manufacturing process and varying the amount of sorbed

compounds from the environment.

Keywords: Nitocra, Reproductive inhibition, Plastic Pellets, Sediment, Toxicity.
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3.1. Introducéo

Historicamente, o desenvolvimento econdmico e tecnoldgico tem levado ao surgimento
de novos produtos. Um dos setores que apresentou grande desenvolvimento nesse periodo
foi o relacionado com a extracdo, transporte, refino e comercializagdodo petréleo (setor
petrolifero ou de petréleo e gas). Devido a grande diversidade de usos do petréleo e seus
derivados, o petrdleo se tornou essencial para o ser humano, tanto em suas atividades
industriais, como em atividades cotidianas. Entre os materiais derivados do petroleo mais
utilizados estdo os polimeros plasticos. Segundo Wang et al. (2016) plasticos séo
considerados 0s materiais mais versateis ja inventados pelo homem, pois quase todos os
produtos usados no cotidiano o contém, tornando se assim uma parte essencial do estilo
de vida moderno (PLASTIC EUROPE, 2012).

Devido as suas diversas propriedades uteis, o plastico levou a inimeros avangos
tecnoldgicos, a economia de energia, a melhoria da satde do consumidor, e com custos de
transporte reduzidos fizeram com que os plasticos se tornassem um dos fatores de impacto
mais drasticos e observaveis no ambiente (ZARLF et al.,2010), devido ao alto descarte
inadequado e a perda dos mesmos durante os processos de producgéo, termomoldagem e
transporte.

Polimeros sintéticos tém sido inseridos no meio marinho, em quantidades que
acompanham proporcionalmente seu nivel de producdo ao longo do ultimo meio século.
No entanto, nas ultimas duas décadas do século 20, a taxa de deposicdo no ambiente
acelerou e ultrapassou a taxa de producéo, devido a disposicéo inadequada dos residuos,
e 0s plasticos sdo agora um dos poluentes mais comuns e persistentes em aguas oceéanicas
e praias ao redor do mundo (MOORE, 2008; BARBOZA et al., 2015).

Desde a década de 1970, diversos estudos relacionados a ocorréncia de polimeros
plasticos em ambientes marinhos vém sendo publicados (CARPENTER & SMITH, 1972,
CARPENTER et al., 1972; KARTAR et al., 1973; HAYS & CORMONS, 1974; SHIBBER,
1979), em vérias localidades ao redor do mundo, demonstrando o alcance e o grande

impacto do microplastico ao ambiente marinho. Mais recentemente, estudos visando
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caracterizar quimicamente esses microplasticos também passaram a ser realizados (MATO
et al., 2001; ENDO et al.,2005; OGATA et al., 2009; FISNER et al. 2013a,b).

Em um estudo realizado no Atlantico Sul, no qual foram coletadas amostras de agua e
peixes e feitas analises de éteres de difenila poliboromados (PBDE, do inglés polybrominated
diphenyl ethers), Rochman et al. (2014) afirmaram que a presenca desses compostos e
seus congéneres € indicativa da contaminacdo quimica oriunda de materiais plasticos, de
modo que os PBDE poderiam ser considerados marcadores da poluicédo por plasticos.

Segundo Zarlf et al. (2011) programas de monitoramento de poluicdo por plastico tém
sido implementados em escalas global e local, entre eles destaca-se o International Pellet
Watch que vem monitorando a ocorréncia e o nivel de contaminantes sorvidos em pellets
plasticos encontrados ao longo de praias do mundo todo. Turner & Holmes, (2011) afirmam
gue as fontes de pellets sdo tanto de origem terrestre quanto marinha havendo perdas
significativas ao longo do manuseio, transferéncia e transporte.

Amaioria dos pellets plasticos é composta por polimeros de baixa densidade, porém Van
Cauwenberghe et al. (2015) afirmaram que plasticos com uma densidade que excede a da
agua do mar (> 1,02 g cm 3) afundam e podem se acumular nos sedimentos. No entanto,
através da modificacdo da densidade por meio de processos de sor¢cdo e acumulo de
compostos e formacéo de biofilme, pellets de baixa densidade aumentam sua massa, e tém
se depositado em sedimentos de praia e de fundo dos oceanos. Sendo assim, podem se
tornar onipresentes no ambiente marinho, onde ha evidénciade que os sedimentos sdo um
importante sumidouro deste material (VAN CAUWENBERGHE et al., 2015).

Recentemente diversos estudos tém demonstrado os impactos do microplastico sobre a
biota, principalmente via ingestdo (VON MOOS et al., 2012; BROWNE et al., 2013; DE SA
et al., 2014; VAN CAUWENBERGHE et al., 2015), mas s&o poucos o0s estudos que avaliam
0S impactos por exposi¢cao externa ou ndo ingestao, via coluna d agua ou sedimento.

Sedimentos sdo uma importante matriz do ambiente aquatico, sendo compostos por
misturas de materiais particulados como silte, argila e areias, e também matéria organica
viva e morta. Sao reservatérios de uma variedade de residuos bioldgicos, quimicos e
poluentes em corpos hidricos (Manahan, 2013). De acordo com Abessa (2002), o

sedimento constitui importante compartimento dos ecossistemas aquaticos, sendo
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reconhecido como o principal destino para as substancias introduzidas nos oceanos e por
acumular estes compostos em niveis muito mais elevados que agueles observados na
coluna de agua adjacente. Além disso, inUmeros processos quimicos, fisicos e biolégicos
podem ocasionar a liberacdo dos contaminantes dos sedimentos para a coluna de agua,
produzindo riscos para a biota.

Por sua capacidade de acumular contaminantes ao longo do tempo e pela sua
importancia ecoldgica, os sedimentos tém sido utilizados como importantes indicadores da
saude dos ecossistemas aquaticos, sendo hoje considerados tdo importantes em
avaliacbes ambientais quanto a coluna d’agua ou a bioacumulagdo em organismos
marinhos (Abessa, 2002).

Nesse contexto, o presente estudo visa identificar os efeitos toxicos em organismos
bentdnicos expostos a sedimento marcado com pellets virgens e coletados em praia em
concentragfes ambientalmente relevantes. Para tanto, empregou-se como organismo teste
0 copépodo epibentbnico Nitocra sp exposto a elutriato e sedimento integral durante 10

dias, e posterior avaliacdo da sua performance reprodutiva.

3.2. Material e Métodos

3.2.1 Coleta de amostras

O sedimento controle para realizacdo dos ensaios foi obtido na praia do Engenho d’Agua,
localizada no municipio de llhabela, no litoral norte de SP, local este escolhido por se
apresentar como Otima area de referéncia, conforme estudos preteritos realizado por Fenilli
(2012) onde o sedimento local apresentou maiores taxas de reproducao para copepodas
guando comparados a outras areas controle, alem disso este local ja vem sendo utilizado
por diversos estudos (ABESSA, 2002; ABESSA et al, 2005) como area controle. Apés
coletado o sedimento foi transferido para saco plastico, levado a laboratoério e colocado em

refrigeracdo a 4°C, até sua utilizagao.
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Em laboratério a matriz sedimentar foi seca em estufa a 60°C e separada em 2 fracdes
sendo uma para controle e preparacdo das amostras para teste, com pellets de praia,
obtidos na praia do Boqueirdo, localizada no municipio de Santos, litoral centro de SP e
pellets virgens (polipropileno), obtidos a partir de uma industria, e a segunda fracdo para a

realizacdo das analises de sedimento.

3.2.2 Andlises sedimentoldgicas

A anadlise granulométrica foi realizada a partir do método descrito por MCCAVE
&SYVITSKI (1991) onde foram pesadas 3 aliquotas de 100 g de sedimento seco em estufa,
para a realizagdo do peneiramento, foi utilizado um conjunto de peneiras de diferentes
didametros (seguindo a escala de phi), apés o peneiramento foram pesados os sedimentos
retidos em cada malha e posteriormente foram classificados segundo a escala de
Wentworth (1922).

Para a determinacdo teor de matéria organica (M.O) ASTM (2000) foram pesadas 3
aliquotas de 10 g de sedimento seco, em cadinhos de porcelana secos e pesados, em
seguida os mesmos foram colocados em mufla a 500°C por um periodo de 3 horas,
posteriormente essas amostras foram deixadas em dessecador para resfriar, e apés
atingirem temperatura ambiente as mesmas foram pesadas, a diferenca de peso obtida
entre o peso inicial e o peso final € o teor de matéria organica da amostra.

O teor de carbonato de calcio (CaCOs) foi determinado a partir do método descrito por
HIROTA & SZYPER (1975), sendo pesadas 3 aliquotas de 30 g de sedimento seco, apos
pesagem foi adicionado acido cloridrico (HCI) 15% cobrindo toda amostra por um periodo
de 24 h, posteriormente a amostra foi lavada em papel filtro (seco em estufa e pesado em
balanga anteriormente) com agua destilada e colocada em estufa a 60 °C para secar por
um periodo de 48 h, apés estes procedimentos o papel filtro com a amostra foi pesado, a
diminuicao de peso da amostra inicial para a final apos a digestao acida, € o teor de CaCOs

das amostras.

3.2.3 Ensaios Ecotdxicologicos
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Para realizacdo dos experimentos foram preparadas amostras de sedimento marcado
com pellets (figura 3), seguindo metodologia “spiked” adaptada da USEPA (2001), onde
houve a mistura do sedimento com os pellets com o auxilio de um aparelho de jar-rolling
por 15 minutos, baseado em concentra¢cdes ambientalmente relevantes (3 pellets : 140g de
sedimento) obtidas a partir do trabalho realizado por Turra et al. (2014), onde foram
encontrados valores acumulados de 25.000 pellets/m3, ap6s a marcacdo, 0S mesmos
ficaram em repouso por 7 dias em camara fria e escura para que 0S contaminantes
presentes no sedimento entrassem em equilibrio, havendo a troca entre os pellets e o
sedimento, para a posterior realizagdo dos ensaios empregando os tratamentos de elutriato

e sedimento integral.
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Figura 3 — Preaparo do sedimento marcado para realizacdo dos ensaios empregando 0s

tratamentos de elutriato e sedimento integral.

O tratamento elutriato foi realizado seguindo o protocolo descrito pela USEPA (2003),

sendo as amostras colocadas em béquer na proporcdo de 1 parte de sedimento
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marcadopara 4 partes de agua do mar (salinidade 17, filtrada em membrana de 0,45 pm e
autoclavada), sofrendo agitacédo por 30 minutos e deixada em repouso por 24h. Apés esse
periodo séo retirados 10 ml do sobrenadante de cada amostra (controle, pellet virgem e
pellet praia) e colocado em 4 réplicas de tubos de ensaio para a realizacdo do mesmo.

Para a realizacdo do tratamento com sedimento integral as amostras (controle, pellet
virgem e pellet praia) foram dispostas em 4 tubos de ensaio cada, sendo 2ml de amostra e
8 ml de agua do mar (salinidade 17, filtrada em membrana de 0,45 um e autoclavada) e
deixadas em repouso por 24h em camara fria para que as mesmas entrem em equilibrio
para posterior exposi¢cao dos organismos.

Os ensaios com uso do organismo Nitocra sp seguiram a metodologia proposta por
Lotufo e Abessa (2002) (tabela 2). Para o ensaio cronico, foram adicionadas 5 fémeas
ovadas em 4 réplicas por tratamento, onde ficam expostas por um periodo de dez dias em
camara de germinacdo com fotoperiodo de 12/12h e sdo alimentados no quinto dia de
ensaio, para que os organismos ndo morram por falta de alimento. O ensaio € encerrado
com a adicéo de 125 ul de formol e 1ml do corante rosa de bengala para posterior contagem
dos individuos jovens (nauplios e copepoditos), avaliando a taxa de reproducdo dos

organismos (prole/fémea).
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Tabela 3 - Critérios (parametros e condicionantes) para realizacdo e validagcdo do ensaio cronico com o

copépodo Nitocra sp.

Ensaio Crbnico

Nitocra sp. (Lotufo & Abessa, 2002)

Parametros Condic¢des

Temperatura 25+ 2°C

Fotoperiodo 12 h/12h
Sistema de Ensaio estético

Recipientes - teste
Volume Total
Réplicas
Estagio de vida
Organismos/Réplica
Critério de aceitacao
Salinidade
Agua de diluicio
Duragao do ensaio

Leitura

tubos de vidro
10 ml
4
adulto
5 fémeas ovadas
reproducdo no controle
17 - 35 ppm
agua marinha natural filtrada (0,45 um) e autoclavada

10 dias

contagem de nauplios e copepoditos

3.2.4 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade através do teste de Chi-

quadrado (X?) e homogenidade e variancia por meio do teste de Barttlet's. Apds terem sido

aprovados nos pré-requisitos, foi aplicada andlise de variancia (ANOVA) 2 vias,

separadamente para cada tratamento (elutriato e sedimento integral), comparando a

possivel diferenca entre as amostras (controle, pellet virgem e pellet praia) a fim de



a7

identificar o tratamento que apresentou diferenca significativa em relagédo ao controle, e
ensaios (1, 2 e 3), posteriormente foi aplicado teste de Bonferroni para comparagédo de

meédias a fim de identificar diferenca entre as amostras.

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Sedimentologia

A analise granulométrica demonstrou predominancia de areia fina (33,3 %) e areia muito
fina (49%), apresentando uma porcentagem de finos (silte e argila) de 13,69 %. Nas
analises de matéria organica e carbonato de calcio foram obtidos os teores de 3 % e 8,10

% respectivamente conforme apresentado na tabela 4.

Tabela 4 — Analises sedimentoldgicas referentes ao sedimento controle, tamanho do gréo, classificagao
seguindo a escala de Wentwhorth, porcentagem dos graos e finos (silte e argila), teor de matéria organica
(%) e teor de carbonato de célcio (%).

Andlises sedimentoldgicas

& (mm) Escala de Wentworth % % M.O % CaCOs;
2,00 - 1,00 Areia Muito Grossa 0, 23
1,00 - 0,50 Areia Grossa 1,54
0,50 - 0,25 Areir.sl Média 2,13 3,00 8,10
0,25- 0,125 Areia Fina 33,30
0,125 - 0,075 Areia Muito Fina 49, 00
> 0,075 Silte e Argila 13, 69

As analises sedimentoldgicas demonstraram um sedimento com predominio de areia muito
fina, apresentando uma porcentagem de finos (silte e argila) de 13,69 %, com 3 % de teor
de matéria organica e 8,10 % de carbonato de calcio (CaCOs), evidenciando um sedimento

com caracteristicas que propiciam maior afinidade com compostos organicos hidrofobicos.
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3.3.2. Elutriato

Para os 3 ensaios de elutriato ndo foram observadas diferencas significativas dos
tratamentos em relagéo ao controle como demonstra a figura 4, 5 e 6, contudo o ensaio 1
apresentou diferenca entre a amostra com pellet virgem e a amostra com pellet coletados

em praia, tendo a primeira amostra apresentado menor taxa de reproducdo comparado a

segunda respectivamente (p < 0,05).
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Figura 4 — Resultados do primeiro ensaio de toxicidade crbénica sobre a reproducéo do copépodo Nitocra sp,
empregando o tratamento elutriato, comparando o controle com pellet virgem e pellets praia, apresentando
suas médias reprodutivas nimero de proles/pelo numero de fémeas e desvio padrao respectivamente. A letra
“a” indica amostras sem diferenga estatistica em relacéo controle. As letras “b” e “¢c” representam diferenga
significativa entre as amostras.
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Figura5 — Resultados do segundo ensaio de toxicidade cronica sobre a reproducdo do copépodo Nitocra sp,
empregando o tratamento elutriato, comparando o controle com pellet virgem e pellet praia, apresentando
suas médias reprodutivas nimero de proles/pelo numero de fémeas e desvio padréo respectivamente. A letra
“a” indica amostras sem diferenca estatistica.
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Figura 6 — Resultados do terceiro ensaio de toxicidade cronica sobre a reproducgédo do copépodo Nitocra sp,
empregando o tratamento elutriato, comparando o controle com pellet virgem e pellet praia, apresentando
suas médias reprodutivas nimero de proles/pelo numero de fémeas e desvio padréo respectivamente. A letra
“a” indica amostras sem diferenca estatistica.

3.3.3. Sedimento Integral

Foram realizados 3 ensaios com sedimento integral, no ensaio 1 (figura 7) foi
observada toxicidade para a amostra contendo pellets virgens (p < 0,01), e pellets coletados
em praia (p < 0,05) apresentaram diferenca em relacdo ao controle. No ensaio 2 (figura 8)
nao foram observadas toxicidade em ambos os tratamentos. Para o ensaio 3 (figura 9) ndo

se encontrou diferenca estatistica das amostras em relagéo ao controle.
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Figura 7 — Resultados do primeiro ensaio de toxicidade crdnica sobre a reproducdo do copépodo Nitocra sp,
empregando o tratamento com sedimento integral, comparando o controle com pellet virgem e pellet praia,
apresentando suas médias reprodutivas nimero de proles/pelo numero de fémeas e desvio padrao
respectivamente. As letras “a” e “b” indicam grupos de amostras com diferenca estatistica.
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Figura 8 — Resultados do segundo ensaio de toxicidade crdnica sobre a reproducédo do copépodo Nitocra sp,

empregando o tratamento com sedimento integral, comparando o controle com pellet virgem e pellet praia,
apresentando suas médias reprodutivas nimero de proles/pelo numero de fémeas e desvio padrao
respectivamente. A letra “a” indica amostras sem diferenca estatistica.
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Figura 9 — Resultados do terceiro ensaio de toxicidade cronica sobre a reproducédo do copépodo Nitocra sp,
empregando o tratamento com sedimento integral, comparando o controle com pellet virgem e pellet praia,
apresentando suas médias reprodutivas nimero de proles/pelo numero de fémeas e desvio padrdo

respectivamente. A letra “a” indica amostras sem diferenga estatistica.

Uma questdo que deve ser considerada diz respeito a composicdo dos pellets virgens
testados no presente estudo. Os pellets virgens sao de polipropileno, segundo Brandon et
al. (2016) tendem a se tornar mais frdgeis em condicionantes ambientais quando
comparados a outros polimeros como o polietileno de alta e baixa densidade, aumentando
sua capacidade de adsover ou liberar contaminantes nas matrizes ambientais. Mato et al.
(2001) afirmam que pellets plasticos de polipropileno encontrados em ambientes marinhos
tem concentracdes de PCB e DDE de 100.000 a 1.000.000 de vezes maiores que aguas
marinhas ao seu entorno.

Um fato relevante € que muito dos aditivos encontrados em microplasticos como 0s
ftalatos (Di-n-butilftalato, Di-etilfitalato e Di-metilftalato), alquifendis (nonilfenél 500 a 3300
mg/g e), bisfenol-a (BPA), retardantes de chama bromados (PBDE 5 & 30 % do peso total
do plastico) e triclosan (0,1 a 5 % do peso total do plastico) (ASCER, 2015; INOUE et al.,
2001; DARNERUD et al., 2001; BRAID & WALE,2002), sdo desrreguladores endocrinos,
gue sdo compostos conhecidos por gerar anomalias nos sistemas reprodutivos e alteracdes
no processo de vitelogénese de animais (Bila & Dezotti, 2007), podendo estar associado a
dimuicao das taxas de reproducao observadas no presente estudo.

Um fator que difuculta uma avaliacdo mais precisa dos pellets virgens, € que ndo se sabe
ao certo quais compostos sao adicionados, e em quais concentracoes, esses aspectos
variam conforme o polimero e sua aplicacéo final, sendo a composicao destes aditivos
mantidas em sigilo pelas industrias (ASCER, 2015).

Microplasticos introduzidos no ambiente marinho podem sorver compostos organicos
hidrofébicos exdgenos por uma seérie de fatores, como tipo de polimero e condicionantes

ambientais, que influenciam na sua capacidade de sor¢cdo. Um dos grandes desafios na
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avaliacdo dos potenciais impactos dos compostos organicos hidrofébicos sorvidos pelos
microplasticos e entender se 0s mesmos estdo em equilibrio com outras fases no ambiente
(ZICCARDI et al., 2016), tornand-se disponiveis a biota.

Diversos estudos vém demonstrando que plasticos se comportam como carreadores
guimicos no ambiente, devido sua capacidade de sor¢cdo e desorcdo, apresentando
variagdo nas concentragcbes de compostos como os encontrados em fragmentos por Hirai
etal. (2011), ZPCBs (1 a 436 ng.g?t), ZHPAs (1 2 9297 ng.g'), PBDE (BDE- 47 e BDE -209
- 0,3 2 9909 ng.g™), alquifendis (Nonilfenol 0,3 a 3936 ng.g* e Octifenol 0,1 a 1530 ng.g™),
>DDT ( DDE, DDD, DDT - 0,2 a 198 ng.g™), Bisfenol — A (0,2 a 729,7 ng.g™*) ou em pellets
por Van et al. (2012), HPAs (18 2 210 ng.g!), PCBs ( 3,8 242 ng.g?), Clordanos (1,8 2 170
ng.g!) e DDT (0,56 a 64 ng.g™).

Em estudo realizado ao longo do litoral do estado de S&ao Paulo, Taniguchi et al. (2016)
encontraram altas concetragdes de PCB’s (£51PCBs 818 ng.g*! e Z13PCBs 551 ng.g?),
PBDEs (ZPBDEs 2 ng.g'), HPAs (ZHPAs 8540 ng.g* e Z16HPAs 1256 ng.g!) e pesticidas
organoclorados (ZDDTs 441 ng.g, HCB 44,4 ng.g*, Mirex 55,8 ng.g?, ZHCHs 1,48 ng.g°
1, ZClordano 22,9 ng.g') em pellets coletados na regido de Santos (area de obtencéo de
pellets no presente estudo), sendo que Santos apresentou as maiores médias de
concentracfes de compostos nos pellets, quando comparados a praias de outros

municipios do litoral do estado.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram as diferentes possibilidades dos
pellets depositados em sedimento apresentarem efeitos conforme as condicionantes a
guais sdo expostos. Sobre vigorosa agitacao (elutriato), ndo foram observados efeitos para
as amostras em ambos 0s ensaios, contudo quando em repouso (sedimento integral) as
mesmas ja demonstram seu potencial de gerar efeito, o que fica evidenciado principalmente
no ensaio 1, onde as amostras contendo pellet virgem e pellet praia apresentaram
toxicidade. No segundo e terceiro ensaios nao foram observadas diferengas estatisticas em
relagdo ao controle, mas se nota uma diminuicdo no numero de descendentes gerados,
especialmente no ensaio 3, onde a diferenga ndo encontrada em relagéo ao controle pode

estar relacionada ao alto desvio padrao.
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A auséncia de efeito nos ensaios empregando o tratamento elutriato pode estar ligada
ao fato da presenca de ligantes no sedimento como finos (silte e argila), matéria organica,
carbonato de calcio e a microbiota (microfitobentos, bactérias e fungos) a ele associado,
tendo estes maior afinidade com o0s contaminates presentes nos pellets como
hidrocarbonetos alifaticos, ftalatos, PCB, PBDE, entre outros, que quando remobilizados
apresentam pouca ou nenhuma interacdo com a agua, outro fator ha considerar segundo
Manahan (2013) € a formacao de coloides hidrofobicos (particulas organicas associadas a
compostos apolares), que apresentam menor interacdo com a coluna d’agua, devido a sua
estabilidade de cargas na camada superior.

O ensaio cronico de sedimento integral com o copépodo bentbnico Nitocra sp.
apresentou diferenca estatistica significativa para as amostras com pellet virgem e pellet
coletados em praia, tendo estes apresentado menor taxa reprodutiva em relacdo ao
controle. Esse resultado é corroborado pelos ensaios empregando larvas de ourico-do-mar
Lytechinus variegatus, onde granulos virgens e de praia apresentaram toxicidade quando
exposto ao tratamento interface pellet-agua onde ndo ha agitacdo da amostra, Li et al.
(2015) em estudo agudo empregando larvas de craca Amphibalanus amphitrite expostos a
lixiviados de diferentes polimeros também observou toxicidade para os plasticos oriundos
da industria.

Um fator a se considerar ao efeito apresentado é que muitos compostos apresentam
afinidade com a matéria organica associada ao sedimento, disponibilizando uma via indireta
de contaminacdo de microplastico devido a ingestdo da matéria organica como alimento
pelos organismos.

Compostos como os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) e as bifenilas
policloradas (PCBs), quando em contato com sedimentos tendem a se associar
preferencialmente ao carbono organico, mesmo que estes componham apenas de 5 a 7%
aproximadamente a matriz sedimentar (MANAHAN,2013), alguns compostos especificos
como o fenantreno (HPA), mesmo em contato com a coluna d’agua ou sedimento tendem
a ter maior afinidade com o polimero, apresentando menor biodisponibilidade para os
organismos (TEUTEN et al., 2007).
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Importa também considerar a microbiota associada ao sedimento, microorganismos que
vivem em uma matriz auto-produzida composta por substancias extracelulares como
polissicarideos, proteinas, acidos nucléicos e lipidos (FLEMMING & WINGENDER, 2010),
e que apresentam grande afinidade com os compostos hidrofébicos, fazendo com que os
mesmos possam se associar ao biofilme, ficando assim biodisponivel a organismos que
vivem e se alimentam no sedimento.

O estudo realizado por Bejgarn et al. (2015), por meio de testes agudos empregando o
copépodo Nitocra spinipes, demonstra que diferentes lixiviados obtidos de diversos
materiais plasticos, sobre distintas condicionantes ambientais, podem apresentar variacao
em sua toxicidade dependendo dos fatores pH, temperatura e irradiagdao. Tal fato pode
explicar a diferenca encontrada no presente estudo.

Browne et al. (2013), em seu estudo de ingestdo de particulas plasticas por poliquetas,
observou que as maiores taxas de contaminacao foram por ingestéo de particulas plasticas
do que por ingestao dos graos de sedimento contaminados com as mesmas, o que vai de
acordo com trabalhos pretéritos que demonstram que resinas virgens e expostos ao
ambiente podem causar efeitos adversos a diferentes organismos (BROWNE et al. 2013;
DELLA TORRE et al. 2014; NOBRE et al. 2015).

Nossos resultados demonstram a importancia de se estudar diferentes vias de
exposicdo, pois as distintas respostas obtidas nos tratamentos elutriato e sedimento
integral, pode se dar a manipulacdo dos mesmos, pois para o tratamento elutriato a uma
vigorosa agitacdo de curta duracdo,o que ndo se faz suficiente, para a passagem de
compostos do sedimento para a coluna d’agua, devido ao fato de tais compostos
possivelmente terem se associado a matéria organica ou microbiota presentes no
sedimento indisponibilizando-os. . No tratamento de sedimento integral ndo ha
movimentacgao, facilitando a ligagado dos compostos presentes nos pellets com as diferentes
partes que compde o sedimento como carbono organico e microbiota, o que faz com que a

mesma apresente menor variacao ou perda de compostos.
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3.4. Concluséao

Pellets sdo capazes de conferir toxicidade aos sedimentos marinhos, e os resultados
obtidos no presente estudo demonstram efeitos crénicos em organismos epibenténicos.
Uma vez que as concentracdes utilizadas nos ensaios sdo ambientalmente relevantes,
pode-se afirmar que granulos plasticos (virgens e coletados em praia) representam um risco
ambiental aos ecossistemas ao qual sao inseridos, independentemente da ingestéo, devido

a sua composicao e seu comportamento como adsorventes e carreadores de xenobidticos.
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4. CONCLUSOES FINAIS

Pellets plasticos sdo toxicos e capazes de contaminar matrizes ambientais (aAgua e
sedimento) e gerar efeitos a biota associada. As respostas obtidas nas matrizes agua e
sedimento demonstram a importancia de se estudar diferentes compartimentos, além de
diferentes vias de exposicado, como elutriato, interface pellet-agua e sedimento integral.

Para organismos planctonicos a toxicidade dos pellets de praia foi inferior a dos pellets
virgens, e foi observada apenas para o ensaio de interface pellet-agua. Estes resultados
demonstram que os pellets atuam como um vetor de poluentes a partir do momento que
sdo introduzidos no ambiente, em funcdo dos aditivos encontrados em patrticulas virgens.
Porém, larvas expostas a elutriato e interface pellet-dgua apresentaram retardo ou
anomalias no desenvolvimento embriolarval.

Os organismos epibentonicos apresentaram efeitos cronicos apenas quando expostos
ao sedimento integral, o que pode estar relacionada as caracteristicas da composi¢cao do
sedimento, como matéria organica, carbonato de calcio, carbono organico e microbiota
associada que interagem com 0s compostos apolares tornando-os menos biodisponiveis
ao elutriato. No entanto, sdo capazes de conferir toxicidade ao sedimento marinho e efeitos
cronicos em organismos epibentonicos.

Uma importante diferenca entre os estudos com agua e sedimento deve-se ao emprego
de uma abordagem mais mecanistica com 0s organismos planctdnicos, quando altas
concentragbes de granulos foram utilizadas a fim de observar se pellets ndo ingeridos
gerariam efeitos sobre a biota. No entanto, nos ensaios com sedimento se utiliza uma
abordagem baseada na avaliagdo do risco ecolégico, uma vez que concentracdes
ambientalmente relevantes foram adotadas e efeitos toxicos foram observados sobre a
reproducao de um organismo benténico.

Futuros ensaios de longa duragdo com diferentes endpoints e 0 uso de biomarcadores
fazem-se necessarios para melhor compreensdo dos mecanismos de acdo sobre
organismos aquaticos, além de ensaios de bioacumulagdo para avaliar a degradagéo ou

depuracéo e se compreender o risco ambiental de microplasticos em ambientes costeiros.
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Para melhor compreensdo dos efeitos a biota oriundos da contaminacdo quimica de
pellets no sedimento, se faz importante a avaliacdo por meio de estudos dos mecanismos
de acdo dos compostos presentes nos pellets, através do uso de biomarcadores, pois
estudos anteriores ja demonstraram a capacidade de polimeros plasticos gerarem efeitos
fisiologicas e comportamentais em organismos, alteracdes celulares como desestabilidade
da membrana lisoss6mica, processos inflamatérios, respostas imunologicas, sitesmas
antioxidantes, efeitos neurotoxicos, genotoxicidade, mudanca no perfil de expresséo génica
(VON MOOS et al., 2012; AVIO et al., 2015) e perda no desempenho e eficiéncia predatéria
(DE SA et al., 2014).
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Apart from the physiological impacts on marine organisms caused by ingesting micmoplastics, the toxicity
caused by substances leaching from these particles into the environment requires investigation. To
understand this potential risk, we evaluated the toicity of virgin (raw) and beach-stranded plastic pel-
lets to the development of embryos of Lytechines variegones, simulating transfers of chemical compounds
tointerstitial water and water column by assays of pellet-water interface and elutriate, respectively. Both
aszays showed that virgin pellets had tooic effects, increasing anomalous embryonic development by
58.1% and 665X respectively. The toxicity of stranded pellets was lower than virgin pellets, and was
ohserved only for pellet-water interface assay. These results show that (i) plastic pellets act as a vector
of pollutants, especially for plastic additives found on virgin particles; and that (i) the toxicity of leached
chemicals from pellets depends on the exposure pathway and on the envimonmental compartment in
which pellets accumulate.

@ 205 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introd uction

Pastic fragments comprise more than half of ocean litter
(Derraik, 2002 ) and microplastics {plastic particles with a diameter
of 5 mm or less; Cole et al., 2011} are now receiving attention from
international agencies (GESAMP, 2010} and the scientific commu-
nity (Wright et al, 2013; Ivar do Sul and Costa, 2014}, because of
the unce rtaintes regarding their environmental effects. Plastic pel-
lets, or nibs, are a form of raw material for the manufacture of var-
ious plastic abjects (EPA, 1990), They are small (<5 mm} and end
up into marine environments by losses during the processes of pro-
duction, transport and manufacturing (Thompson et al, 2005).
Large quantities of plastic pellets are being found on coastal areas
and other marine systems (Cole et al, 2001}, and added to their
potential emlogical impacts and tendency to increase in produc-
tion, plastic pellets have become an item of particular concern
for marine environments {EPA, 1990).

The most common pellets are derived from polypropylene, poly-
ethylene and polystyrene (EPA, 1992}, and chemical compounds
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(such as emollients, colorants and antioxidants) are usually added
to them in order to enhance their perfformance (EPA, 1990, 1992,
Teuten et al., 2009). According to Ananthaswamy (2001), many of
these additives are toxic and their effects on organisms can be
severe. Browne et al. (2013) showed that additives can leach from
ingested microplastics (PVC) into the bodies of worms, redudng
their feeding activity and showing worse effects than other persis-
tent anthropogenic pollutants, However, there is still controversy
regarding the release of these additives, and therefore their biolog-
ical impacts (Thompson et al., 2004; Teuten et al, 2009), Additives
can be mixed with or chemically bound to polymers, which could
substantially change their capacity of leaching and the potential
taxicity of plastic pellets (EPA, 1992)

Plastic polymers, including nibs, cn also act as wehides for
toxic hydrophobic compounds absorbed from the environment
(Cole et al., 20011; Fisner et al, 2013a), potentially increasing the
availability of these pollutants to the biota (GESAMP, 2010;
Teuten et al., 2009, Browne et al., 2013). DDT, PCBs, PAHSs, nonyl-
phenols and other nonpolar substances can adsorb on plastic sur-
faces (Ward and Kach, 2009; Fisner et al, 2013ab) becoming

available for animals mainly through ingestion (Teuten et al.,

2009; Browne et al, 2013; Chua et al, 2014). Mast of these
pollutants are toxic and bicaccumulative, and if leached from
pellet and assimilated by an organism, an be introduced into




