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Resumo

A acdo antropica é responsavel por originar grande parte dos microplasticos
presentes em ambientes marinhos e de agua doce, os quais podem ser ingeridos
por diversos organismos, incluindo o zooplancton. O presente estudo teve por
objetivo determinar valores, em peso seco, de microplasticos (mp) ingeridos por
microcrustaceos em um reservatorio eutrofizado e poluido (Reservatério de Barra
Bonita, Rio Tieté). Foram coletadas 60 amostras de zooplancton com rede cénica de
plancton de 68um de abertura de malha durante margo de 2023. Antes da fixagéo
em formol 4%, utilizou-se agua gaseificada comercial gelada para anestesia dos
organismos, evitando-se regurgitacées. Os organismos foram identificados ao nivel
especifico sob estereoscopio e microscopio. Para a digestdo, testou-se 3
concentragdes de KOH (10, 15 e 20% p/v), em estufa a 60°C por 1h em lotes de 10
espécimes para cada espécie. Apos verificar os melhores resultados de digestéao
entre as concentracdes, optou-se em usar as de 10% e 15% em cladoceros e a de
20% em copépodes. Com uma balanga analitica de preciséo (Sartorius 215) de 6
casas, 0s organismos com mp foram pesados individualmente apds a secagem, e
em seguida o mp foi removido e pesado separadamente. Foram digeridos 11.267
espécimes de 13 espécies, sendo elas: Daphnia gessneri (Herbst, 1967),
Diaphanosoma birgei (Korinek, 1981), Moina minuta (Hansen, 1899), Ceriodaphnia
cornuta (Sars, 1886), Notodiaptomus iheringi (Wright, 1935), Notodiaptomus
cearensis (Wright, 1936), Mesocyclops meridianus (Kiefer, 1926), Metacyclops
mendocinus (Wierzejski, 1892), Thermocyclops decipiens (Kiefer, 1929),
Acanthocyclops robustus (Sars, 1863), Microcyclops anceps (Richard, 1897),
Mesocyclops ogunnus (Onabamiro, 1957) e Mesocyclops longisetus (Thiébaud,
1912), divididos em 1725, 1010, 120, 1001, 1020, 200, 120, 150, 200, 1001, 1005,
165 e 150 individuos, respectivamente. Entre os copépodes, 2000 e 1500
organismos de Calanoida e Cyclopoida respectivamente, foram digeridos em lotes
maiores e sem a identificagdo ao nivel de espécie. Entre todos os organismos
digeridos, quatro particulas de mps foram encontradas em quatro espécimes de D.
gessneri, e obteve-se 0s pesos secos dos organismos e dos microplasticos
individualmente. Em nenhuma outra espécie foram encontrados microplasticos
ingeridos. A primeira hipétese de que todos os grupos ingerem as particulas foi
comprovada parcialmente, tendo sido encontrados somente em claddceros D.
gessneri. A segunda hipotese, de que quanto maior o individuo maior seriam as
particulas de microplasticos foi comprovada, embora tenhamos obtido poucos



valores em um numero elevado de espécimes digeridos. Apesar de terem sido
encontrados microplasticos nos microcrustaceos, a porcentagem é minima quando
comparada ao total de espécimes analisados, mesmo numa represa poluida, menor
do que a porcentagem encontrada em ambiente marinho.

Palavras-chave: poluicdo de microplasticos, determinagdo de biomassa,
zoopléncton, ingestéao.

Abstract

Anthropogenic activities are responsible for most of the microplastics present in
marine and freshwater environments, which can be ingested by various organisms,
including zooplankton. The objective of this study was to determine the dry weight of
microplastics (mp) ingested by microcrustaceans in a eutrophicated and polluted
reservoir (Barra Bonita Reservoir, Tieté River). A total of 60 zooplankton samples
were collected in March 2023 using a 68um conical plankton net. Prior to fixation in
4% formaldehyde, cold commercial carbonated water was used to anesthetize the
organisms and prevent regurgitation. The organisms were identified to the specific
level under a stereoscope and microscope. Three concentrations of KOH (potassium
hydroxide): 10, 15 and 20% were tested in an oven at 60°C for 1 hour in batches of
10 samples for each species. After checking the best results between the
concentrations, it was decided to use 10% and 15% for cladocerans and 20% for
copepods. Using a 6-place precision analytical balance (Sartorius 215), organisms
with mp were weighed individually after drying, and then the mp was removed and
weighed separately. A total of 11,267 samples of 13 species were digested: Daphnia
gessneri (Herbst, 1967), Diaphanosoma birgei (Korinek, 1981), Moina minuta
(Hansen, 1899), Ceriodaphnia cornuta (Sars, 1886), Notodiaptomus iheringi (Wright,
1935), Notodiaptomus cearensis (Wright, 1936), Mesocyclops meridianus (Kiefer,
1926), Metacyclops mendocinus (Wierzejski, 1892), Thermocyclops decipiens
(Kiefer, 1929), Acanthocyclops robustus (Sars, 1863), Microcyclops anceps (Richard,
1897), Mesocyclops ogunnus (Onabamiro, 1957) and Mesocyclops longisetus
(Thiébaud, 1912), divided into 1725, 1010, 120, 1001, 1020, 200, 120, 150, 200,
1001, 1005, 165 and 150 individuals, respectively. Among the copepods, 2000 and
1500 organisms of Calanoida and Cyclopoida, respectively, were digested in larger
batches and not identified to species level. Of all the digested organisms, four
microplastic particles were found in four individuals of D. gessneri, and the dry
weights of the organisms and microplastics were determined individually. No
ingested microplastics were found in any of the other species. The first hypothesis,
that all groups ingest the particles, was partially supported, only for the D. gessneri



cladocerans. The second hypothesis, that the larger the individual, the larger the
microplastic particles, was supported, although we obtained few values in a large
number of digested specimens. Although we found microplastics in the
microcrustaceans, the percentage was minimal compared to the total number of
specimens analyzed, even in a polluted reservoir, lower than the percentage found in
a marine environment.

Keywords: microplastic pollution, biomass determination, zooplankton, ingestion.
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1. INTRODUGAO

Em “Vinte Mil Léguas Submarinas”, obra de ficgao cientifica do escritor Julio
Verne, é retratada uma expedi¢gdo maritima em busca de um monstro marinho que
provocava danos em embarcagdes, e até entdo desconhecido, criado pelo
personagem enigmatico capitdo Nemo e intitulado como “Nautilus”, o primeiro
submarino feito pelas maos do homem. Na obra, em tentativa de capturar o monstro,
os personagens Professor Pierre Aronnax, junto a Ned Land e Conseil, sdo
arrastados para o mar por uma onda gigante quando constataram tratar-se do
monstro, retratado pelo narrador no seguinte trecho:

N&o restavam mais duvidas! O animal, o monstro, o fenémeno
da natureza que intrigara o mundo cientifico inteiro (...) ndo
havia como nega-lo, era um fenébmeno ainda mais espantoso,
um fenébmeno da mé&o do homem (VERNE, 1972, p. 67).

Em referéncia ao presente trabalho, é possivel associar o submarino
“‘Nautilus”, o monstro de “Vinte Mil Léguas Submarinas” criado pelas maos do
homem, a um problema real, que também ¢é um fendmeno advindo da acéo
antropica e provoca diversos danos aos ambientes aquaticos, os microplasticos
(MPs). O atual e real “monstro” que intriga o mundo cientifico inteiro, & produzido em
larga escala por ser um dos materiais preferidos da industria e a sua presenga no
ambiente gera impactos diversos, entre eles, a ingestdo de MPs em organismos
como o0s microcrustaceos de agua doce, que serdo tratados neste estudo.

A presenga de particulas plasticas no ambiente foi registrada pela primeira
vez em um estudo publicado por Carpenter et al. (1972), quando foram encontradas
particulas retidas em uma rede de plancton em aguas costeiras nos Estados Unidos.
Ao longo dos anos, com a crescente preocupacdo acerca do tema, o termo
microplastico foi adotado por Thompson (2004), e desde ent&o é utilizado.

O carater onipresente dos microplasticos tém se reafirmado através de
estudos que encontraram a presenca desses fragmentos, esferas, particulas de
filmes ou fibras de plasticos em ambientes terrestres, no ar, em ambientes aquaticos
marinhos ou de agua doce, e até mesmo na agua da torneira, em bebidas, peixes e
fezes humanas (Jones, 2019).

Séao definidos como microplasticos aqueles que possuem menos de 5mm de
tamanho, sendo os primarios aqueles que sao fabricados propositalmente em

tamanho microscopico (ver figura 1), e estdo presentes na fabricagdo de produtos da



industria téxtil e produtos de higiene pessoal, por exemplo. Ja os secundarios, sao
derivados da fragmentacéo de itens macroplasticos (maiores que 5mm), através da
decomposicéo fisica, quimica ou biologica (BAIl et al., 2021). Os MPs também
podem ser classificados como nanoplasticos, porém, ainda existem poucas
informacdes sobre os efeitos das nanoparticulas plasticas no meio ambiente e nos
organismos (Suwaki et al., 2022).

O consumo de microplasticos foi registrado em diversos organismos
marinhos, como anfipodes, cracas, mexilhdes, crustaceos, copépodes e peixes
(Rashid et al., 2022). Estudos realizados no Laboratério Marinho de Plymouth, na
Inglaterra, concluiram que os microplasticos podem ser consumidos por claddceros,
ciliados, copépodes e pequenos peixes, 0 que gera em deficiéncias energéticas e
reprodutivas, além do aumento da taxa de mortalidade. Pesquisadores do Instituto
Finlandés de Meio Ambiente também realizaram estudos onde expuseram
copépodes e claddceros a ingestdo de microplasticos, e observaram a ingestdao em

todos os taxons estudados (Gazulha, 2019).

Silva et al. (2022) realizaram experimentos oferecendo diferentes tamanhos
de esferas de microplasticos para organismos zooplancténicos, € encontraram o
resultado de que os organismos de menor tamanho corpdreo sdo 0s maiores
consumidores das particulas, enquanto que as esferas encontradas nos organismos
maiores foram oriundas de seres menores ingeridos por esses. Por outro lado, Bai
et al. (2021) apontam que diferentes copépodes marinhos ingerem as particulas,

determinadas facilmente por técnicas de fluorescéncia (Thery et al., 2022).

A respeito dos estudos sobre a presenca de MPs em aguas doces, no Brasil,
a quantidade de pesquisas voltadas para o assunto tem crescido, porém, ainda sao
deficientes quando comparadas a outras regides ao redor do mundo (Fernandes et
al., 2022). Para avaliar os microplasticos presentes em agua doce, estudos sobre
amostragem, separagdao de detritos, identificagdo, quantificacdo, técnicas de
caracterizagdo e avaliagado de ingestdo em organismos como peixes, por exemplo,
tém sido desenvolvidos (Bertoldi et al., 2021; Castro et al., 2020; Ferraz et al., 2020).
Nesses estudos, a baixa gestdo de residuos solidos e taxas deficientes de
tratamento de efluentes sdo as principais causas da contaminagdao por

microplasticos em aguas doces (Sodré et al., 2023).



A partir disso, o presente trabalho avalia a ingestdo de microplasticos em
microcrustaceos na represa de Barra Bonita, a partir da determinacdo do peso dos
MPs que foram encontrados e o0 peso seco dos animais que os ingeriram. Ademais,
elucida informacbes sobre a poluicdo por plasticos em agua doce no Brasil,
correlacionando os microplasticos encontrados com fatores como a agéo antrépica
e fatores bidticos e abidticos que influenciam a ingestdo e biodisponibilidade de

microplasticos para os microcrustadceos em um reservatério eutréfico.
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Figura 1. Microplasticos encontrados na Bacia de Guanabara. Fonte: Olivatto et al.
(2018).

2. Objetivos

O estudo teve como objetivo geral determinar e contabilizar a presenga de
microplasticos acumulados na biomassa das espécies dominantes de

microcrustaceos no Reservatorio de Barra Bonita (SP, Brasil).
2.1 Objetivos especificos:

e Detectar microplasticos acumulados na biomassa das espécies dominantes
de copépodes e claddceros coletadas no Reservatério de Barra Bonita;

e Determinar o peso seco dos organismos e dos microplasticos presentes nos
animais;

e Apontar as 13 espécies mais abundantes de microcrustaceos encontrados no

Reservatorio de Barra Bonita (SP, Brasil) nas coletas realizadas.



3. Hipoéteses

As seguintes hipoteses foram testadas:

e Aingestdo de MPs em zooplancton ocorre em copépodes e cladoceros;
e Individuos de maior tamanho corpéreo (>1mm) possuem maior massa de

microplasticos ingeridos.

4. Revisao Bibliografica
4.1 Perspectivas gerais sobre a polui¢ao por plasticos

A grande diversidade e presenca dos microplasticos representam desafios as
pesquisas cientificas, visto que existem diversos tamanhos, diferentes fontes, cores
e formatos (Jones, 2019). Segundo Loganathan e K. (2022), por terem capacidades
como a inércia - que torna os plasticos mais resistentes a degradagao completa e
torna-os resistentes ao longo dos séculos -, leveza, resisténcia, grande durabilidade
e resisténcia a corrosao, os plasticos sdao os materiais preferidos da industria, e
consequentemente, sdo os mais fabricados.

A fabricagcdo em massa gera um uso extensivo com infinitas aplicagdes, que
fazem com que milhdes de toneladas de plasticos sejam produzidas e descartadas,
em sua grande maioria, apds serem utilizadas. De todos os plasticos produzidos,
apenas 9% sao reciclados, 12% dos residuos sao queimados, e os 79% restantes
vao para o meio ambiente sem destinacao correta (Geyer et al., 2017). Outro ponto
importante que dificulta a decomposicdo dos plasticos, sdo os diversos atomos de
carbono e hidrogénio presentes em moléculas de plasticos, e como as ligagcdes entre
os atomos sdo muito estaveis, organismos decompositores encontram dificuldades
para degradar os materiais em partes menores e destrui-los (E-CYCLE, 2023).

O Brasil é o quarto maior produtor de plastico em nivel global (ver Fig. 3),
atras apenas de Estados Unidos, China e india. Segundo um estudo realizado pela
WWEF (2019), em um periodo de um ano, o pais foi responsavel pela producéo de
11,3 milhdes de toneladas de plastico, sendo que mais de 10,3 milhdes (91%) foram
coletadas, e apenas 145 mil toneladas foram efetivamente recicladas, representando

apenas 1,28% (Fig. 3) de todo o material produzido. Além disso, uma grande



quantidade ¢é perdida na separagao por tipos de plasticos, por estarem
contaminados, terem baixo valor ou serem multicamadas, e isso faz com que 7,7
milhdes de toneladas de plastico sejam destinadas aos aterros sanitérios, e 2,4
milhdes de toneladas sejam descartadas de maneira incorreta, sem qualquer tipo de
destinagao (WWF, 2019).

Ao entender a poluigdo por plasticos como um problema de escala global,
entende-se que os MPs apresentam, além de riscos ambientais, riscos econémicos,
sociais e sanitarios, alteram os habitats e reduzem a capacidade dos ecossistemas
de se adaptarem as mudangas climaticas, por isso, € necessario avalia-los de
maneira transversal, considerando o uso de recursos naturais, fatores ambientais e
fatores advindos de mudangas climaticas (UNEP, 2022). Os plasticos levam entre 20
a 600 anos para se decompor (Fig. 2), com diferentes tempos de decomposigéo de

acordo com o tipo de material, podendo durar por tempo indefinido no ambiente.

Tempo de decomposicao de diferentes tipos de plasticos
Saco plastico
B Copo de espuma plastica

B Canudo

20 Garrafa plastica

Fralda descartavel
Tempo de decomposicéo

(em anos) 450 Linha de pescar

450

Tipo de plastico

600

0 200 400 600

Tempo de decomposicéo (em anos)

Figura 2. Grafico de barras demonstrando o tempo de decomposi¢cdo em anos de
diferentes tipos de plasticos. Fonte: Adaptado de E-CYCLE, 2023.



Pais Total de lixo Total Total Relagéao produgao e

plastico gerado = incinerado reciclado reciclagem
Estados Unidos 70.782.577 9.060.170 24.490.772 34,60%
China 54.740.659  11.988.226 12.000.331 21,92%
india 19.311.663 14.544 1.105.677 5.73%
Brasil 11.355.220 0 145.043 1,28%
Indonésia 9.885.081 0 362.070 3,66%
Rassia 8.948.132 0 320.088 3.58%
Alemanha 8.286.827 4.876.027 3.143.700 37,94%
Reino Unido 7.994.264 2.620.354 2.513.656 31,45%
Japao 7.146.514 6.642.428 405.834 5,68%
Canada 6.696.763 207.354 1.423.139 21,25%

Figura 3. Ranking de paises que mais produzem plastico no mundo. Fonte: WWF
(2019).

4.2 Gestao de residuos e a qualidade da agua doce no Brasil

A contaminagcdo por microplasticos em ambientes de agua doce tem sido
amplamente estudada em paises localizados em continentes como a Asia, América
do Norte e Europa, porém, em paises da América do Sul, ainda existe escassez de
estudos (Sodré et al., 2023). Segundo a ANA - Agéncia Nacional de Aguas e
Saneamento Basico (2017), o Brasil tem a maior quantidade de agua doce
disponivel no mundo, porém, a gestdo ndo € proporcional a sua demanda. Em
paises em desenvolvimento como o Brasil, a poluigdo em agua doce € um fenébmeno
de grande proporgéo, e o descarte de aguas residuais brutas e tratadas sao
consideradas a principal fonte de poluicdo em aguas doces no pais (Sodré et al.,
2023).

A respeito do Reservatério de Barra Bonita, segundo Cunha-Santino e Buzelli
(2013), a qualidade da agua (entre 2007 e 2012) do reservatorio pode ser
considerada como boa, ainda que o reservatério sofra com as intensas acdes
antropicas, principalmente com atividades do setor agricola, amplamente presente
na regidao. Ja no ano de 2022, foram registrados problemas com a agua do
reservatorio, que em determinados momentos apresentou coloragdo esverdeada,
causada pela proliferagdo de algas, que tem crescimento excessivo provocado
principalmente pela poluicdo e escoamento de fertilizantes. Além disso, o tapete

verde no rio, formado pela presenca de aguapés, também é um indicativo de



poluicdo do ambiente, visto que a presenca das plantas aquaticas em grande
quantidade impede a passagem da luz, diminuindo o oxigénio na agua (G1, 2023).
Um estudo realizado no estado de Ronddnia por Dantas Filho et al. (2023),
em viveiros de piscicultura abastecidos com agua doce de rios e coérregos,
demonstrou que a sazonalidade tem relagdo direta com a quantidade de
microplasticos presentes nas amostras de agua, onde as pisciculturas
demonstraram maior abundancia de MPs em periodo chuvoso, além de apontar que
o escoamento superficial urbano e as aguas mediterraneas contaminadas podem ter

sido um dos fatores contribuintes para a poluigédo por plasticos.

4.3 Acao antrépica e a poluigao por plasticos

A poluigdo por plasticos esta diretamente ligada ao lixo produzido pela agao
antropogénica, gerando grande preocupacgao global. Os plasticos podem ser
transportados através do escoamento de aguas pluviais para os corpos de agua
adjacentes, e sdo contaminados por efluentes de estagbes de tratamento de aguas
residuais, despejo ilegal de residuos e potencializados a partir da ma gestdo de
residuos (Werbowski et al., 2021), conforme o item 4.1.

Estudos investigando microplasticos revelam que o tipo de atividade antropica
no entorno do ponto amostral, esta relacionado ao tipo de poluicdo plastica
encontrado em meio as amostras (Pushan et al., 2022). Sao diversos os tipos de
plasticos, suas procedéncias, vias de entrada e pontos de interesse, além de serem
mais recorrentes onde ha produgao de produtos diversos e em centros urbanos com
alta densidade populacional (Andrady, 2017).

Na Bacia de Guanabara (Rio de Janeiro, Brasil), por exemplo, o crescimento
urbano desordenado resultante de uma baixa infraestrutura de saneamento do local
e 0 esgoto despejado por ocupagdes ndo-regulamentadas, impactam diretamente na
alta contaminagao por plasticos (Silva; Andrade; Vernin; Netto, 2023). No entanto,
segundo Olivatto et al. (2018), mesmo que a proximidade das fontes poluidoras seja
a principal fonte de contaminagido, os residuos plasticos também podem ser
transportados pela agao do vento, correntes oceanicas e trafegos de embarcacgdes
que geram turbuléncias, chegando até aos lugares mais remotos e distantes de

acdes antropicas.



4.4 A ingestio de microplasticos em organismos aquaticos e seus

diferentes impactos

A contaminagao por MPs e seus riscos ecoldgicos podem ter consequéncias
adversas em razao da exposi¢ao, podendo ocorrer de maneira direta, quando
organismos ingerem microplasticos, ou até mesmo de maneira indireta, respirando
ou ingerindo presas contaminadas. Dessa forma, indiretamente ou diretamente, é
fato que a contaminacdo por MPs tém como consequéncias impactos fisicos e
quimicos em organismos, como a retencgéao fisica no sistema digestorio e a lixiviagao
quimica de aditivos plasticos nos tecidos (Barboza et al., 2018). Fatores como taxa
de crescimento, fecundidade, mortalidade e metabolismo também sofrem alteracoes
e s&o objetos de estudos em exposicdes laboratoriais (Miller ME et al., 2020).

Os MPs apresentam ainda, a possibilidade de transportarem vetores de
microrganismos através da formagao de um biofilme em sua superficie, além disso,
também podem transportar espécies invasoras. Os efeitos gerados ao ecossistema
e os problemas desencadeados pela migracado de espécies exoticas ainda ndo sao

completamente conhecidos (Montagner et al., 2021).

Copépodes de grande porte, como o calanoida Calanus helgloandicus e o
ciclopéide Paracyclopina nana possuem a capacidade de ingestdao de
microplasticos com a mesma faixa de tamanho das suas presas naturais,
principalmente de esferas de poliestireno. Essas particulas, quando séo ingeridas,
causam diversos problemas a esses animais, como déficit energético, diminuicao
de taxas reprodutivas e de reservas lipidicas, por exemplo (Jérémy et al., 2022).
Fatores bidticos e abidticos influenciam a biodisponibilidade de microplasticos para
0s copépodes, abrangendo também questbes como a abundéncia, tamanho, forma,

composi¢ao quimica, cor e envelhecimento dos MPs (Rashid et al., 2021).

Os microplasticos presentes nos copépodes tém a capacidade de se
transferir para niveis tréficos superiores na cadeia alimentar e, em grande maioria,
possuem 0 mesmo tamanho que os alimentos habituais (pico e nanoplancton, por
exemplo) dos copépodes, o que torna essas particulas plasticas consumiveis

durante a alimentacgao, realizada por filtro (Rashid et al., 2021).

A ingestdo de microplasticos em zooplancton também foi registrada por Amin

et al. (2020), onde foram identificados treze taxons de zoopléancton com capacidade



de ingerir esferas de poliestireno, o que causou a ingestdo de pellets fecais com
microplasticos em copépodes, além da diminuicdo de alimentacdo de algas e

impactos significativos nas fungdes e na saude do zooplancton.

Um estudo realizado por Pazos et al. (2017) constatou a presenca de
microplasticos no intestino de peixes costeiros presentes no estuario do Rio de La
Plata, e foram encontradas particulas plasticas em todos os 87 taxons avaliados, de
11 espécies diferentes. J& no trabalho de Kankilic et al. (2023), que buscou
comparar a ingestao de microplasticos em organismos de diferentes niveis troficos
localizados na bacia do rio Susurluk - Turquia, a partir da avaliacdo de taxons de
zooplancton, mexilhdes (Anodonta anatina) e peixes (Carassius gibelio), obteve-se
como resultado a ingestdo de 617 particulas em A. anatina, 792 em C. gibelio, e
nenhuma particula encontrada em zooplancton. Apesar de nenhuma particula ter
sido registrada em zooplancton, o resultado permite a compreensao da influéncia

entre tamanho do corpo e da poluigao por MPs.

Estudos realizados em organismos marinhos também demonstraram a
ingestdo de microplasticos, como o de Pennino et al. (2020), que avaliou a
incidéncia de MPs no conteudo estomacal de sardinhas europeias (Sardin
pilchardus) e anchovas (Engraulis encrasicolus) no Mar Mediterraneo, encontrando
MPs em 58% das sardinhas e em 60% das anchovas. O estudo também
demonstrou uma relagédo positiva entre a ingestdo de microplasticos e a presenca
de parasitas nematoides e larvas de trematdédeos, e uma maior quantidade de

particulas plasticas em organismos de menor tamanho corporeo.

Na india, Kalaiselvan et al. (2022), detectaram a ocorréncia de microplasticos
em 118 de 677 individuos de peixes planctivoros, com maior abundancia em
Sardinella gibbosa, apontando as caracteristicas de habitat de alimentacao pelagico
e planctivoro, maior capacidade de filtracdo e presenca de ancinhos branquiais
fechados como possiveis razbes para a maior suscetibilidade de ingestdo de

microplasticos nessa espécie.



5. Materiais e métodos

5.1 Area de estudo

A coleta das amostras foi realizada em um trecho do Reservatoério de Barra
Bonita (Rio Tieté), municipio de Botucatu (localidade de Rio Bonito, SP, Brasil,
(22°40 '10.01 "S; 48°20121.06"0, Fig. 4), em 6 de marco de 2023. Uma segunda
coleta foi realizada no mesmo local no dia 28 de margo de 2023, utilizando a mesma

metodologia da anterior.

Reservatorio de Barra Bonita - Rio Tieté

Ponto
amostral

Figura 4. Mapa da area de estudo indicando o reservatério de Barra Bonita no
Estado de Sao Paulo, Rio Tieté, e o local onde foram coletadas as amostras do

presente estudo.
5.2 Metodologia de coleta

Foram coletadas 60 amostras de zooplancton usando uma rede cbnica de
plancton de 68 um de abertura de malha. Foram filtrados 1412 litros de agua por
amostra através de arrastos verticais de 15 metros de profundidade na coluna de
agua (Fig. 5A, B).

O conteudo retido no copo concentrador da rede recebeu agua comercial
gaseificada gelada para anestesiar os organismos, a fim de evitar regurgitacées ou
defecagbes ao serem em seguida fixados com solugédo de formalina a 4% ou etanol
70% (utilizamos dois fixadores diferentes visando detectar quais resultados serdo
melhores ou se ha diferengas), e foram acondicionados em frascos devidamente
limpos e identificados. Ainda, realizaram-se arrastos verticais adicionais substituindo
0 copo de 68 ym por um de 100 um com o objetivo de coletar apenas organismos de
maior tamanho corporal, alvos do presente estudo, e assim foram coletadas 10

amostras com maior abertura de malha (Fig. 5).
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Posteriormente em laboratério, foi perceptivel em microscopios que o0s
organismos tiveram os conteudos ingeridos preservados pelo seu anestesiamento, e
que nao houveram diferengas entre os resultados dos dois tipos de fixadores
(formalina e etanol).

Na figura 5, é possivel observar o momento da coleta de uma das amostras
de zooplancton adquiridas com o uso da rede de plancton de 68 um e 100 um de

abertura de malha.

Figura 5. Coleta das amostras (a) com o uso da rede de plancton de 68 um (b) e de

100 um (c) de abertura na Represa de Barra Bonita, em marc¢o de 2023.

Durante a coleta, foram encontrados diversos vestigios da agéo antrdpica e da
poluicdo por plasticos na Represa de Barra Bonita (relatado em diversos trabalhos
como Matsumura-Tundisi & Tundisi, 2003; Zaganini et al., 2009), como um aparelho
de barbear (Figura 6A) e um frasco plastico na superficie (6B). Esses plasticos que
sdo despejados inadequadamente no meio ambiente dificilmente sdo degradados,
porém, quebram-se em pedagcos menores que poderdo se transformar em

microplasticos (Wright et al., 2013).
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Figura 6. Vestigios da poluigdo por plasticos na Represa de Barra Bonita, com um

aparelho de barbear (a) e um frasco plastico na superficie da agua (b).

Durante a primeira coleta (dia 06 de margo de 2023) foram mensuradas as
seguintes variaveis limnoldgicas (Tabela 1): temperatura, pH, dureza, condutividade
elétrica, turbidez, oxigénio dissolvido, saturacdo de O.D, sdlidos totais dissolvidos e

salinidade, usando uma sonda multiparametros (Horiba modelo U52).
5.3 Andlises laboratoriais

Testes sobre possivel degradagao do Hidréxido de potassio (KOH) em plasticos

Para avaliar a possivel degradacdo do material e dificuldades em identificar ou
reconhecer posteriormente, diferentes pedacos de plasticos foram submetidos a
digestdo em concentragées de KOH (10, 15 e 20%) por 1h em estufa a 60°C.
Verificou-se que o0s possiveis plasticos em animais, apés o procedimento de
digestdo, nao seriam degradados, porém, existe a possibilidade de que alguns
tenham perdido suas caracteristicas, tais como a coloragao, por exemplo, como
ocorreu com o pedaco de plastico inicialmente verde, o que pode ter dificultado a

analise visual da existéncia de MPs, realizada em estereoscopio.

Os outros quatro pedagos de fios permaneceram com a mesma coloragao
(exemplo na figura 11c onde é possivel observar que um entre 3 pedacos de plastico

teve sua coloragao modificada). O teste de degradacao foi aplicado em plasticos de
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diferentes tamanhos, formas, cores e texturas, a fim de avaliar diversas
possibilidades e caracteristicas que poderiam influenciar ou ndo na digestdo dos
microplasticos em método alcalino (KOH 10%). Nao foram encontradas diferencas
qualitativas na degradacao de plasticos com KOH entre as trés concentrag¢des (10,
15 e 20%) testadas.

5.4 Triagem, identificagao e digestao do zooplancton

As metodologias de Lopez-Rosales et al. (2021) e Aytan et al., (2022) foram
adaptadas para o presente trabalho. Em laboratoério separou-se os individuos
adultos das espécies mais abundantes com um estereoscopico Zeiss Stemi 305,
usando pingas de ponta fina e estiletes (Figura 7). Durante a triagem, os taxons de
maior tamanho corporeo foram priorizados, por conta da maior facilidade em

digeri-los e analisa-los internamente.

Os organismos foram identificados de acordo com bibliografia especializada (e.g.
Reid, 1985; Elmoor Loureiro et al., 1997; Perbiche-Neves et al., 2015) nos
estereoscépicos e microscopios Olympus CX. Os materiais utilizados eram
manipulados sob uma folha sulfite ou papel descartavel, a fim de evitar
contaminagdes externas nas amostras. Por fim, todas as placas de Petri foram
higienizadas previamente e duplamente, com agua e sab&o, esterilizadas com etanol
70% e devidamente secas apds o término das analises, também com o intuito de

evitar contaminacdes e facilitar a visualizagdo dos organismos.
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Figura 7. Materiais utilizados (pinga de ponta fina, estilete e pipeta) para manuseio,

triagem e identificagdo dos taxons de zooplancton.

Foram separados lotes de 30 individuos de cada espécie de claddceros e
copépodes, os quais foram divididos igualmente em 3 grupos e colocados em 3
placas de Petri limpas (10 individuos em cada uma). As mesmas foram cobertas
por outras placas de Petri menores (ver figura 8) para evitar possiveis
contaminagdes externas por MPs, potencializar a secagem dos individuos em KOH
em diferentes concentragdes, facilitar a evaporagao e, ainda, evitar que os animais
fiquem esturricados, os lotes eram transferidos para estufa (marca Nova Etica -
Modelo 400 GND - Série 14570) a 60°C por 1h, para digerir os animais.

Figura 8. Placas de petri cobertas por placas de Petri menores, com os taxons
identificados ao nivel especifico e emergidos em concentragdes de KOH.

Os lotes de 30 individuos foram transferidos para a estufa (marca Nova Etica

- Modelo 400 - GND - Seérie 14570) divididos em 3 placas de Petri, a
aproximadamente 60° por 1h, utilizada para a secagem e dissolugdo dos organismos
em KOH 10, 15 ou 20% (Hidréxido de potassio). Inicialmente, testou-se trés
concentragbes de KOH (10, 15 e 20%) em copépodes e cladoceros. O intuito do
teste das trés concentracdes foi verificar a possibilidade de encontrar MPs menores
e visualizar os exoesqueletos mais ou menos digeridos, além de comparar possiveis
diferencas em efetividade da digestdo (etapa detalhada no item 5.3 - Anadlises

laboratoriais).
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Dois lotes iniciais de 5 claddceros e 5 copépodes ciclopdides (identificados ao
nivel de ordem) foram digeridos visando testar a eficiéncia das concentragbes. A
partir do terceiro lote foram analisados organismos separados ao nivel de espécie
para os claddceros e os copépodes. Nas figuras 9 e 10, é possivel observar alguns

organismos encontrados durante as triagens das amostras.

Figura 10. Taxons de Moina minuta (a) e Diaphanosoma spp. (b).
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6. Resultados
6.1 Variaveis limnolégicas

Entre as 09 variaveis limnoldégicas mensuradas, destacam-se os elevados
valores de condutividade elétrica (Tab. 1), comuns na Represa de Barra Bonita

especialmente no canal do rio Tieté (e.g., Santos-Wisniewski & Rocha, 2007).

Tabela 1. Dados mensurados com sonda multiparametros Horiba no ponto de coleta

no Reservatoério de Barra Bonita (SP, Brasil).

Parametros medidos Superficie 4m 6m 8m
Temperatura (°C) 28.31°C 27.73°C 26.74°C 26.69°C
pH 7.13 7.26 5.99 6.11
Dureza (DRPmV) 138 113 164 154
Condutividade (mS/cm) 240 234 218 220
Turbidez (NTU) 14.5 8.5 8.2 6.6
Oxigénio dissolvido (O.D. -
mg/L) 08.05 6.75 6.61 8.84
O.D. (%) 78% 80% 83.8% 112.3%
Solidos totais dissolvidos
(g/L) 0.154 g/L | 0.149 g/L 141 0.151g/L
% Salinidade 0.01% 0.01% 0.01% 0.01%

6.2 Testes com as concentracoes de KOH buscando as melhores

digestoes

Em todos os testes, os plasticos permaneceram intactos. Trés unicas
alteragdes foram observadas apds o processo em estufa: a liberagdo de pigmento
de coloragao rosa de uma embalagem plastica (possivelmente o polietileno - PE) de
doce comercial na solugao de KOH 10% (ver figura 8), a liberagao de odor apds
submeter pedagos de bexiga de aniversario (borrachas latex elasticas) na solugao
de hidroxido de potassio (10 e 15%) e, por fim, a perda de coloragdo de um entre
cinco (20%) pedacos de fios de varal (polietileno), da cor verde, que apds ser

submetido ao experimento, tornou-se transparente.
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Os outros quatro pedacos de fios permaneceram com a mesma coloragao
(exemplo na figura 11, onde é possivel observar que um entre 3 pedagos de plastico
teve sua coloracdo modificada). O teste de degradagdo foi aplicado em
macroplasticos de diferentes tamanhos, formas, cores e texturas, a fim de avaliar
diversas possibilidades e caracteristicas que poderiam influenciar ou nao na
digestdo dos microplasticos em método alcalino (KOH 10%). Nao foram constatadas

diferencas de degradagao em plastico entre as trés concentragdes (10, 15 e 20%).

Obteve-se melhores resultados de digestdo em KOH 10% para claddceros e
KOH 15 e 20% em copépodes, visto que quando digeridos em 15 e 20%, os
cladoceros eram completamente digeridos, porém ficavam muito esturricados,
impossibilitando o manuseio e analise dos taxons, por outro lado, em concentragao
de 10%, foram completamente digeridos, mas ndo foram deteriorados, o que
possibilitou a analise dos exoesqueletos. Na maioria das espécies de copépodes, no
entanto, a concentracdo de KOH 10% n&o digeriu completamente os exoesqueletos,
dificultando a analise da presencga ou auséncia de plasticos em seus corpos, porém,
em concentragcbes de 15 e 20%, os resultados foram promissores, demonstrando
digestdo completa da matéria orgénica dos taxons e possibilitando manuseio e

analise em estereoscopio.

A tabela 2 foi produzida a fim de sintetizar as principais diferencas de digestao

entre as concentragdes de hidroxido de potassio em copépodes e claddceros.
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Tabela 2. Tabela comparativa entre concentragcdes de hidréxido de potassio e seus

diferentes resultados em digestao de cladoceros e copépodes

Concentragoe Nivel de digestdo da matéria . . -
Condicao de manuseio e analise

s de Hidréxido orgénica
de Potassio
(KOH) Copépodes Cladéceros Copépodes Cladoéceros
Ruim (Nenhuma
alteragao no
manuseio, porém, na N
.u : 0, P , Ideal (todos os animais
maioria dos taxons, L
digeriu pouCo ou foram digeridos em
10% Baixo Alto, ideal g. P o condic¢des ideais para
nada, impossibilitando . ] - i
visualizag&o, analise e
completamente .
. . manuseio).
visualizacao de
possiveis MPs e
analise.
Ideal (Animais Medla.(A malorla dos
animais foram
completamente L
L completamente digeridos,
digeridos, com orém, alguns foram
15% Médio Alto, ndo ideal = possibilidade total de P > 39 .
. completamente destruidos,
manuseio, . .
. . impossibilitando
visualizagao e . . .
. visualizagdo, manuseio e
analise). o1
andlise).
Ideal (Animais
completamente Ruim (Animais
digeridos, com completamente
20% Alto, ideal ExtremNan?ente possibilidade .total de . esturr.ic?.dos,
alto, nao ideal manuseio, impossibilitando

visualizacao e analise. completamente manuseio,
Baixa diferenca para a  visualizagéo e analise).
concentragao de 15%)

Fonte: Autoria propria, 2023.
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Figura 11. Testes de degradacgao de hidroxido de potassio em pedacos de diferentes

tipos de plasticos.

Também foram realizados testes em microplasticos (figura 12) encontrados
dispersos pelas amostras coletadas visando analisar os efeitos danosos das
diferentes concentragées de KOH sobre os mesmos, conforme o exemplo registrado
na figura 11. Nao foram observadas diferengas visuais significativas entre os MPs

analisados.
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MP antes do teste de MP depois do teste de
degradagao em KOH degradagcao em KOH

a) b)

Figura 12. Teste de degradacdo de KOH (hidréxido de potassio) em microplastico

encontrado entre as amostras coletadas, a partir de inspegéo visual em lupa.
6.3 Microplasticos nas espécies de zooplancton

Foram analisadas 13 espécies de microcrustaceos com elevada abundancia

nas digestdes em busca de microplasticos (Tab. 3).

Tabela 3. Lista de espécies de Copepoda e Cladocera encontradas

Ordem Cyclopoida
Familia
Cyclopidae
Metacyclops mendocinus (Wierzejski, 1892)
Mesocyclops meridianus (Kiefer, 1926)
Thermocyclops decipiens (Kiefer, 1929)
Acanthocyclops robustus (G. O. Sars, 1863)
Mesocyclops ogunnus (Onabamiro, 1957)
Mesocyclops longisetus (Thiébaud, 1912)
Microcyclops anceps (Richard, 1897)
Ordem Calanoida
Familia
Diaptomidae
Notodiaptomus iheringi (Wright, S., 1935)

Notodiaptomus cearensis (Wright, S. 1936)

Ordem Anomopoda
Familia
Daphniidae
Ceriodaphnia cornuta (G. O. Sars., 1935)
Daphnia gessneri (Herbst, 1967)
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Familia
Moinidae
Moina minuta (Hansen, 1899)
Familia
Sididae
Diaphanosoma birgei (Korinek, 1981)

Foram digeridos 11.267 espécimes de 13 espécies (Fig. 13). Foram
encontrados 04 pedagos de microplasticos 4 em espécimes de Daphnia gessneri.
Por conta da incidéncia de MPs em D. gessneri, um maior volume de individuos
desta espécie foi analisado (1725) comparadamente as outras espécies, visando
encontrar mais microplasticos em zooplancton. Nao foram encontrados
microplasticos entre as outras 12 espécies avaliadas, nem entre os 2.000 e 1500

individuos de copépodes Calanoida e Cyclopoida, respectivamente.

Aytan et al. (2022) estimou que a cada 1.050 individuos do zooplancton
analisados, 09 continham pedagos de microplasticos internamente em agua
salgada, e por conta disso, no presente estudo, decidiu-se por analisar a0 menos
10.000 espécimes, a fim de encontrar mais pedacos de plasticos. O fato de termos
encontrado microplasticos em apenas 04 individuos de uma espécie (D. gessneri)
entre as 13 avaliadas indica uma diferenca entre a ingestdo de microplasticos em
organismos de agua salgada e de agua doce, sugerindo que os individuos de agua
salgada estdo mais propensos a ingerir MPs. Na figura 13 a seguir, o gréafico de

barras ilustra a quantidade de organismos triados e digeridos por espécie.
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Quantidade versus Taxons
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Figura 13. Quantidade de individuos analisados por espécie para a digestdo no

presente estudo.

Entre os 1725 espécimes de D. gessneri avaliados foram encontrados
microplasticos em 4, o que representa 0,23% de animais com microplasticos
ingeridos entre D. gessneri, e 0,00035% entre todos os taxons (11267) triados e

digeridos.
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Tabela 4. Dados obtidos sobre os microplasticos encontrados em D. gessneri, como

peso individual, tamanho do individuo, peso do MP, tamanho do MP, tipo e cor.

Tam.
Individuo . . Peso R Tamanho| Tipo
com MP | ESPCC1® | divigual | t8XOn | PesoMP | yp um) | de mp | ©°F
(hm)
1 D. .10.000112¢g (2.390um| 0.000064g | 0.76mm | Fibra |Preta
gessneri
2 D. .10.000047g|1.003um| 0.000045g | 0.54mm |Pedacgo| Preta
gessneri
3 D. .[0.000040g |8.540um| 0.000028g | 0.33mm |Pedacgo| Preta
gessneri
4 D. .[0.000042g |8.970pm| 0.000029g | 0.35mm |Pedaco| Preta
gessneri

A partir dos dados obtidos, foi possivel confirmar ao menos no presente
estudo, a hipétese de que organismos com maior tamanho e peso corporeo estao
mais propensos a ingerir microplasticos, conforme a tabela 4. Nota-se que o taxon 1
de D. gessneri € o maior em peso e tamanho entre os 4 encontrados, e
consequentemente, possui 0 maior e mais pesado microplastico ingerido entre os 4
pedacos. Além disso, é importante ressaltar que o maior microplastico € o unico
entre os 4 encontrados que se diferencia em tipo como sendo uma fibra
(emaranhado), porém, possui a mesma cor (preta) que os outros, conforme as

figuras 14 e 15 a seguir.

A hipdtese de que copépodes e claddceros ingerem microplasticos, por outro
lado, foi parcialmente confirmada, visto que nao foram encontrados MPs em
copépodes, apenas em claddceros. Por outro lado, Aytan et al. (2022) mostraram
que copépodes de agua salgada ingerem microplasticos, o que demonstra a

diferenca da ingestdo de MPs entre organismos de agua doce e salgada.
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a) b) "

Figura 14. Exemplar de D. gessneri com microplasticos no interior, sendo fibra(s) e

um possivel pedacgo de plastico (b).

o

W : \

a)

Figura 15. Exemplar de D. gessneri com microplastico no interior, sendo pedacos de

plastico em (a) e (b).

No presente estudo, foram encontradas quatro particulas de plastico, em
11.267 animais analisados, sendo 4 de D. gessneri, o que representa 0,035% de
microplasticos encontrados comparadamente ao numero de taxons digeridos e

analisados.

Os resultados de digestdo estdo de acordo com Prata et al., (2019), onde

avaliou-se criticamente diferentes métodos de digestdo de microplasticos, e o
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método de digestao alcalina (com KOH 10% a 60°C) mostrou-se eficaz para digerir o
material biolégico, sendo apontado como uma alternativa ao método acido (que
degrada alguns tipos de polimeros) com grande potencial, apesar de causar
descoloragao de nailon, PE e uPVC, poliéster, nailon, poliéster e potencial de
degradagdao para PE, PC (policarbonato), PET, PVC, LDPE e CA (acetato de
celulose). Em outro estudo realizado por Kuhn et al., (2017), a solugéo de hidréxido
de potassio foi utilizada e apontada como eficaz e altamente recomendada para
isolar plasticos ingeridos em animais marinhos, onde a grande maioria dos

polimeros foi resistente ao uso de KOH, com excecao do acetato de celulose.

A quantidade de MPs encontradas foi minima, e esta de acordo com o trabalho
de Kankilic et al., (2023), onde investigou-se a presenga de microplasticos em
mexilhdes, peixes e zooplancton em um rio na Turquia, e apesar de terem sido
encontrados MPs em taxons de peixes e mexilhdes, em zooplancton, por outro lado,
nao foram encontradas particulas plasticas. Para Kankili¢ et al., (2023), apesar de
ndo terem sido encontrados microplasticos em organismos zooplanctdnicos, o
resultado demonstra a influéncia entre o tamanho do corpo e a poluicdo por
microplasticos (item 4.4), o que possivelmente também se aplica ao presente projeto
de pesquisa, visto que apesar de terem sido encontrados microplasticos em
zooplancton de agua doce, a quantidade € minima em relagdo ao numero de

animais analisados.

Apesar da ingestdo de MPs em microcrustaceos de agua doce ser
conhecidamente baixa, a distribuicio do microplastico a partir de fatores
meteorologicos, temporais e geograficos também pode ter influenciado nos
resultados. Outro ponto importante a ser discutido, é a falta de padronizacdo para
definir o que é e o que ndao é um microplastico, algo que também limita o

entendimento acerca do conhecimento sobre microplasticos nas pesquisas atuais.

Em comparativo com a agua salgada, por exemplo, a agua doce apresenta
densidade diferente (1,00 g cm-3 para agua doce, e 1,03 g cm-3 em salgada), o que
também contribui para uma distribuicdo diferente de microplasticos na coluna de
agua em cada sistema (Prata, 2019), consequentemente, pode-se compreender que
a oferta de MPs para os zooplancton de agua doce e agua salgada também tende a

ser diferente nos dois ambientes.
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Com esse trabalho, concluimos que diferentes concentracbes de KOH
apresentam melhores resultados para diferentes grupos zooplanctbénicos como
Cladocera e Copepoda. Também observamos que embora o local onde foram
coletadas as amostras seja poluido e eutrofizado, os resultados indicam que poucos
exemplares do zooplancton ingeriram microplasticos ou os retiveram nas cavidades

internas, valor bastante abaixo daquele observado para os ambientes marinhos.
7. Consideragoes Finais

A partir dos resultados deste trabalho, foi possivel concluir que os
microcrustaceos do Reservatério de Barra Bonita ingerem microplasticos, apesar da
quantidade ser minima comparadamente ao numero de taxons analisados e em
relacdo a quantidade de microplasticos encontrados em estudos com zooplancton
em agua salgada. Ao menos para o estudo, a hipdtese de que cladoceros e
copépodes de agua doce ingerem microplasticos foi parcialmente confirmada, visto

que foram encontrados MPs apenas em cladoceros (D. gessneri).

Os estudos com microplasticos ingeridos por zooplancton em agua doce ainda
sdo escassos, principalmente na América do Sul, por isso, faz-se necessario o
investimento em pesquisas que elucidem informacbdes sobre padronizagao de
metodologias, quantificagcbes de MPs ingeridos e caracterizagdes quimicas, por
exemplo. Por serem muito pequenos, os microplasticos sédo facilmente ingeridos
pelos animais em ambientes aquaticos, tanto em ambientes de agua salgada como
em ambientes de agua doce. Por conta disso, € de extrema importancia avaliar o
impacto da ingestdo de microplasticos em organismos de ambientes de agua doce,
visto que, por possuirem tamanhos muito pequenos e serem onipresentes, os MPs

sao transferidos facilmente entre animais de diferentes niveis na cadeia trofica.

Ademais, faz-se necessaria a urgéncia em melhores planejamentos e
execucgdes efetivas em prol da gestdo de residuos, com politicas publicas que
assegurem devidamente a proporg¢ao entre a capacidade de agua doce no pais e a
sua alta demanda. Aplicagdes de leis mais rigorosas que controlem com maior
efetividade a entrada de residuos plasticos nos corpos hidricos, principalmente pelas

grandes empresas de cosméticos e industrias téxteis, também devem colaborar para

26



a diminuigao dos plasticos nos ambientes aquaticos e, consequentemente, reduzir a

contaminagao por MPs ingeridos em organismos dos diferentes niveis troficos.
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