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RESUMO

Os residuos plasticos produzidos pelo homem correspondem a mais de 90% de todo o lixo marinho.
Entre o periodo de 1950-2015 a producdo global e anual de pléasticos aumentou de 1,5 milhdo para
299 milhdes de toneladas. Listado pelo Programa das Nag6es Unidas para o Meio Ambiente (em
portugués: PNUMA) como sendo um problema muito critico e analogo as mudangas climaticas. Por
exemplo, estima-se que mais de 690 espécies de organismos marinhos ja foram relacionadas a
ingestdo de plasticos. Entre as espécies ameacadas destacam-se as tartarugas marinhas, pelo
comportamento mdvel ou de deslocamento, sdo vulnerdveis aos impactos da polui¢do por plasticos
especialmente pela ingestdo de microparticulas. Além disso, os residuos plasticos possuem outros
agravantes, pois devidos as suas propriedades hidrofobicas sdo capazes de acumularem/absorverem
tanto metais toxicos quanto outros compostos organicos, como os Hidrocarbonetos Policiclicos
Aromaticos (PCBs). Estas substancias tdxicas encontram-se presentes no ambiente marinho pela
acdo antropogénica, os quais podem ser liberados durante a ingestdo e promovendo a morte de
inimeras espécies. Destaca-se também que o0s plasticos no trato gastrointestinal do individuo podera
liberar substancias toxicas como bisfenol A e ftalatos. Assim, este projeto visa o estudo quimico e
biologico do fluido gastrointestinal de tartarugas marinhas mortas relacionadas a ingestdo de
plasticos presentes no mar, cujos quelénios foram coletados em Cananéia, no litoral Sul do Estado
de S&o Paulo. A principal etapa do estudo quimico envolvera a extracdo por particao liquido-liquido
do fluido gastrointestinal obtido das tartarugas e através das técnicas cromatogréficas (GC-MS, GG-
FID, HPLC) identificar e quantificar as principais classes de substéncias presentes. A parte
bioldgica envolvera o inéculo do fluido gastrointestinal intestinal em meio de cultura soélido, para
em seguida realizar o isolamento de microrganismos, os quais poderao ser utilizados futuramente na

biodegradacédo de residuos plasticos e outros organopoluentes presentes no ambiente marinho.

Palavras-chave: Lixo marinho; Organopoluentes; Politica Nacional de Residuos Sélidos;

Tartarugas; Plasticos; Microrganismos.



1. INTRODUCAO

O lixo marinho consiste em qualquer material s6lido perduravel podendo ser processado ou
fabricado, no qual é descartado ou desprezado no ambiente marinho e costeiro. Ha diversas
maneiras de dispersdo desses materiais, podendo ser transportados do continente por rios, sistemas
de drenagens como esgotos ou através do escoamento fluvial. Dentre as classes de lixos marinhos,
tem-se 0s majoritariamente os plasticos, mas também se encontram madeiras, metais, vidros, pneus,
tecidos, entre outros (Galgani et al., 2010).

O lixo antropogénico presente no fundo dos mares, nas superficies, bem como nas praias
aumentou consideravelmente nas Ultimas décadas e estando presente em todos os oceanos (Ryan,
2014). O homem ¢é responsavel por gerar quantidades relevantes de residuos e o plastico é o
principal componente, tornando-se onipresente e formando até 95% dos residuos que se concentram
no ambiente marinho (Topgu et al. 2013; Thiel et al. 2013). Entre 1950-2015 a produgdo mundial de
plasticos totalizou cerca de 359 milhdes de toneladas (Garside, 2019).

Uma grande parte desses materiais tem um processo de decomposicdo lenta, sendo que
alguns ndo se decompoem ou levam até mesmo centenas de anos para se degradarem (Galil et al.
1995; Galgani et al. 2000; Ramirez-Llodra et al. 2013). Portanto, a longevidade dos detritos
plasticos e a sua capacidade de dispersédo sdo fatores preocupantes na atualidade, uma vez que a sua
producdo e o descarte sdo crescentes (Barnes et al., 2009; Wabnitz e Nichols, 2010; Reisser et al.,
2014b).

Devido ao intemperismo, a bioincrustagdo, a flutuabilidade e a densidade relativa dos
plasticos, 0 seu tempo de vida e 0 seu deslocamento variam muito durante o periodo em que se
encontram dispersos no ambiente marinho, resultando nas diferentes formas de distribuicéo, estando
presentes na superficie, na forma de colunas d’agua profundas, praias, encostas e em geleiras
(Colton e Knapp, 1974; Barnes et al., 2009; Law et al. 2010; Browne et al. 2010; Claessens et al.,
2013; Collignon et al., 2012; Obbard et al., 2014).

Como resultado, todos os oceanos do planeta ja se encontram afetados pela poluicéo,
inclusive as regides dos Pdlos Artico e Antarctico (e.g. Oceano Atlantico - Moser & Lee, 1992;
Oceano Indico - Ryan, 2008; e Oceano Pacifico - Boerger, 2010), se tornando um dos maiores
desafios ambientais enfrentados atualmente, sendo considerado pelo Programa das Nagdes Unidas
para 0 Meio Ambiente (PNUMA) como um problema muito critico e analogo as mudancas
climéaticas. Na literatura ja foram relatadas mais de 690 espécies marinhas, entre elas, tartarugas,
crustaceos, peixes e aves, mortos devido a contaminagdo dos mares por residuos plasticos, seja

através do aprisionamento em redes de pesca e em plasticos dispersos, bem como pela ingestédo de
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materiais particulados solidos de diferentes tamanhos causando sérios danos aos mais diversos tipos
de vida marinha (Provencher et al., 2017).

Uma vez que os plasticos persistem no ambiente marinho eles fragmentam-se em pedacos
menores por acdo das ondas, exposicdo a luz UV e por outros agentes quimicos, fisicos e mecénicos
(Andrady, 2015). E a partir disto, as pequenas particulas tornam-se altamente biodisponiveis para
um amplo espectro de organismos marinhos (Lusher, 2015).

Além disso, os microplasticos apresentam propriedades hidrofébicas e uma grande area
superficial, podendo acumular e agregar outros contaminantes, tais como 0s metais toxicos, 0s
hidrocarbonetos policiclicos arométicos (PCBs) e derivados de petroleo, podendo ser liberados
durante a ingestdo (Cole et al., 2011; Cole et al., 2014a; Wright et al., 2013), causando problemas
de desenvolvimento, reproducdo e morte (Azzarello e Van Vleet, 1987; Wiemeyer et al., 1993,
Oehlmann et al., 2009; Rochman et al., 2013a, b; Vegter et al., 2014). Inclusive ha poucos estudos
na literatura que relacionam o0s sinergismos entre 0s residuos plasticos e outros organopoluentes
produzidos pela acdo antropogénica e que tem causados sérios danos ao ambiente marinho
(Koelmans, 2015).

Desta forma a poluicdo marinha por residuos plésticos gerou uma preocupagdo global,
representando uma ameaca a degradacdo dos principais habitats e os efeitos prejudiciais aos
ecossistemas marinhos levando a morte de inimeras espécies de organismos vivos (Barnes et al.,
2009; Vegter et al., 2014; Gall e Thompson, 2015).

Dentre as espécies ameacadas as tartarugas marinhas sao extremamente vulneraveis aos
impactos da poluicéo por residuos plasticos (Arthur et al., 2008; Ivar do Sul et al., 2011; Schuyler et
al., 2014), devido principalmente a ingestdo de diferentes tipos de detritros plasticos em todas as
fases do ciclo de vida, e em especial pelo seu comportamento moével e de longos deslocamentos nos
oceanos (Jambeck et al., 2015). Destaca-se que este fendmeno ja ocorre também em todas regides do
mundo e com indmeras outras espécies de organismos marinhos (Schuyler et al., 2014).

Estima-se que aproximadamente 52% de todas as tartarugas marinhas tenham ingerido
detritos plasticos, no entanto, isso varia consideravelmente entre as regides (Schuyler et al., 2014).
No Brasil 100% das tartarugas que foram pesquisadas nas praias de Lagoa do Peixe no Rio Grande
do Sul haviam ingerido residuos plasticos dos mais diversos tipos (Tourinho et al., 2010), além
disso todas as espécies de tartarugas marinhas estdo ameacadas de extin¢cdo (MMA, 2014).

A fase mais frequente de ingestdo é no estagio juvenil e em ambiente pelagico, embora isso
possa ocorrer em todos os ciclos de vida das tartarugas (Schuyler et al., 2012). A ingestdo de
detritos pode apresentar varios efeitos, como uma resposta ndo letal, onde os residuos solidos

apenas passam pelo trato gastrointestinal.



Um efeito subletal sendo muito mais frequente de ocorrer e mais dificil de detectar, ja que
pode estar associada a dieta, alterando os niveis de energia do animal, bem como maximizando o
efeito da contaminacdo quimica por outros organopoluentes associados, comprometendo o sistema
imunoldgico e aumentando a vulnerabilidade de doencas, bem como a autodefesa do animal
(Landsberg et al., 1999; Aguirre e Lutz, 2004; Lewison et al., 2004; Hazel e Gyuris, 2006; Hoarau
et al., 2014). E, em caso mais grave a depender do residuo ingerido podera ocorrer uma perfuracao
intestinal causando uma resposta letal ao individuo (Wilcox et al., 2013; Hoarau et al., 2014;
Schuyler et al., 2014; Gall e Thompson, 2015).

Hé& duas vias de ingestdo, a direta e a indireta (Carr, 1987; Bjorndal et al., 1994; Hoarau et
al., 2014; Schuyler et al., 2014), sendo na primeira o consumo de fragmentos plasticos ocorrendo
acidentalmente quando esses sdo misturados com os itens alimentares normais, por exemplo, ligado
as macroalgas, ou no caso de identificacdo err6bnea do alimento pelo animal, confundindo os
residuos plasticos de diferentes origens como sendo alimentos (Di Beneditto e Awabdi, 2014;
Mrosovsky, 1981; Toma’s et al., 2002; Gregory, 2009; Hoarau et al., 2014). A permanéncia desses
residuos plasticos no intestino do animal pode levar a contaminacdo quimica pelos plastificantes,
como o bisfenol A e os ftalatos, os plésticos lixiviados podem ser absorvidos pelos tecidos e atuar
como desreguladores enddcrinos (Oehlmann et al., 2009)

No sudeste do Brasil, nas praias de Lagoa do Peixe no Rio Grande do Sul, foram realizados
estudos com trinta e quatro tartarugas verdes (Tourinho et al. 2010) sendo que 100% haviam
ingeridos residuos plasticos. No entanto, apenas trés mortes estavam relacionadas diretamente a
presenca de residuos plasticos, ja que ocorreram danos e obstrucao no sistema digestivo (Camedda
et al., 2014). A ingestdo de fragmentos “duros” pode ocasionar lesdes internas e a obstrugdo
intestinal (Plotkin e Amos, 1990; Derraik, 2002), outro caso comum detectado foi pela ingestdo de
linhas de pesca, causando danos ao intestino por peristaltismo, levando a ruptura da parede
intestinal das tartarugas (Bjorndal et al., 1994; Parga, 2012; Di Bello et al., 2013).

Para que seja perceptivel o volume de residuo plastico dentro do intestino do animal é
necessaria a realizacdo de necropsia, andlises por raios-X, infravermelho ou exame interno.
Pequenas quantidades de detritos ja sdo suficientes para bloquear o trato digestivo do animal
contaminado (Bjorndal et al., 1994; Bugoni et al., 2001; Schuyler et al., 2014; Santos et al., 2015).

De acordo com Santos et al. (2015) 0,59 de detritos foram suficientes para bloquear e levar a
morte de uma tartaruga verde juvenil devido a acumulacdo do material fecal na presenca de residuo
plastico, ja que ha bloqueio ao sistema gastrointestinal (Davenport et al., 1993; Awabdi et al.,
2013). As acumulacdes de quantidades significativas de residuos plasticos dentro do intestino

podem permanecer durante um tempo sem causar danos, porém a longo prazo, podem ocasionar



reducdo no estimulo alimentar, gerando um disturbio alimentar e levando a desnutri¢cdo e morte do
animal (Hoarau et al., 2014; McCauley e Bjorndal, 1999; Tourinho et al., 2010).

Dentre as inumeras prioridades e preocupaces de investigacdo de pesquisadores que
estudam em areas relacionadas a biologia marinha das tartarugas e sua conservacao € a poluigcdo do
ambiente marinho (Hamann et al. 2006), dentro desse grupo de poluentes, encontram-se os residuos
plasticos, que ao serem ingeridos pelos animais acarretam efeitos potenciais diversos, como ja foi
discutido neste projeto.

Assim, carecem de estudos na literatura os efeitos dos residuos plasticos e suas relagbes com
outros contaminantes quimicos toxicos, tais como aditivos, metais toxicos, organopoluentes e 0s
seus efeitos bioldgicos no organismo do animal através da liberacdo de substancias toxicas como
bisfenol, ftalatos e outros compostos. E imprescindivel que sejam realizadas pesquisas que
identifiquem e quantifiquem esses processos, uma vez que é uma area pouco estudada e ha uma
necessidade de delineamento e avaliacdo desses efeitos com a conservagdo e a preservagao do

ambiente marinho.

1.1 Estudos envolvendo a presenca de contaminantes presentes no ambiente marinho

De acordo com Colabuono (2010) foram coletadas oito espécies de aves marinhas
(Procellariiformes) mortas nas praias do Rio Grande do Sul as quais foram avaliadas quanto a
presenca de Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (PCBs) e Pesticidas Organoclorados (OCPs)
nos residuos plasticos ingeridos, presentes no trato digestivo de cada uma das aves em estudo. Os
procedimentos analiticos seguiram aqueles recomendados pelo PNUMA (1992) com algumas
adaptacdes. Os residuos plasticos foram colocados em um aparelho Soxhlet por 8 h usando 80 mL
de n-hexano e cloreto de metileno (1:1, v/v). Antes da extracdo, PCB 103 e PCB 198, foram
adicionados em todas as amostras, nos espagos em branco e material de referéncia como substitutos
para pesticidas clorados e PCBs (Colabuono 2010).

Os extratos obtidos da extracdo liquido-liquido foram transferidos para uma coluna
cromatografica contendo alumina e fez a eluicdo com 20 mL de n- hexano e cloreto de metileno
(7:3, viv). Em seguida o extrato foi concentrado para um volume de 1,0 mL em hexano. O padrdo
interno 2,4,5,6-tetraclorometaxileno (TCMX) foi adicionado antes das analises cromatogréaficas
para a identificacdo e a quantificagdo dos compostos (Colabuono 2010).

Os PCBs foram analisados quantitativamente usando um cromatografo a gas Agilent
Technology 5973N acoplado a um espectrometro de massas (GC-MS). Os pesticidas clorados
identificados foram DDT (o,p-DDT,; p,p-DDT; 0,p-DDD; p,p-DDD; o,p-DDE e p,p-DDE), HCHs,

clordanos, ciclodienos (aldrina, isodrina, dieldrina, endrina, hepta-cloro, epdxido de heptacloro A e
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B, endossulfan | e Il), metoxi-cloreto, HCB e mirex. Além de que residuos sélidos de plasticos
foram encontrados em 28% das aves em estudo (Colabuono 2010).

Um outro trabalho na literatura realizou um estudo com 24 tartarugas juvenis cabecudas
(Caretta caretta) mortas na regido subtropical do Atlantico Norte, em Agores. Foram analisados o
trato gastrointestinal de cada uma delas. De acordo com Pham (2017) verificou-se que 20
individuos ingeriram detritos marinhos (83%) compostos exclusivamente de residuos plasticos
(principalmente polietileno e polipropileno) identificados por infravermelho. Microplasticos (1-5
mm) representaram 25% do numero total de detritos e foram encontrados em 58% dos individuos
amostrados. Os resultados destes estudos demonstraram que a poluicdo por plasticos foi
responsavel pela fase critica da vida das tartarugas cabecudas no Atlantico Norte (Pham 2017).

Animais inteiros, 6rgaos ou contetdos extraidos individualmente foram congelados -20 °C,
ou conservados em solucdes de formaldeido ou etanol para posteriores analises. Cada 6rgao foi
cuidadosamente examinado e o intestino foi dividido em trés seccdes (es6fago, estbmago e
intestinos). O material foi colocado em uma placa de Petri com agua limpa. Cada tipo de plastico
foi cuidadosamente coletado, enumerado, pesado, medido seguindo as recomendacdes do
“Guidance on Monitoring of Marine Litter in European Seas” (Galgani et al., 2013; Pham 2017).

Os plasticos extraidos dos diferentes 6rgdos das tartarugas foram caracterizados por
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) a fim de identificar os tipos de
polimeros plasticos (Frias et al., 2014). Dentre as 24 tartarugas cabecudas analisadas foram
encontrados itens de detritos no trato gastrointestinal de 20 individuos (83%). Os polimeros mais
comuns identificados foram o polietileno (PE, 60%), polipropileno (PP, 20%) e polimeros de
diferentes misturas (12%). Os polimeros sintéticos identificados foram PE, PP, copolimero misturas
entre PE e PP [PP + P (E:P)], Rayon (fibra celul6sica), poli(cloreto de vinila), o PVC, poli(acetato
de vinila, (PVAc) e Nylon. A quantidade crescente de detritos plasticos no Atlantico Norte

representa um risco significativo para as populacdes de C. carreta (Pham 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

Neste trabalho serdo realizados estudos quimico e bioldgico do fluido gastrointestinal de
tartarugas verdes marinhas (Chelonia mydas) as quais foram coletadas pelo bidlogo Pedro Baes
Caetano do Departamento de Ciéncias Ambientais da Universidade Federal de S&o Carlos e cedidas
pelo Instituto de Pesquisas de Cananéia (IPeC). O instituto executa o Projeto de Monitoramento de
Praias da Bacia de Santos (PMP-BS) no trecho 7, correspondente aos municipios de Cananéia a
Iguape (SP). A distancia monitorada diariamente é de 99,1 km, além de realizar monitoramentos
especificos semanais (5,4 km) e monitoramentos por uma rede de colaboradores (16,36 km).

O destino dos animais encontrados vivos e mortos € o Centro de Reabilitacdo e
Despetrolizacdo de Cananéia (SP). Este projeto iniciou-se em agosto de 2015 e é um dos programas
desenvolvidos como condicionante do Licenciamento Ambiental Federal das atividades da
PETROBRAS no Po6lo Pré-Sal da Bacia de Santos. Seu principal objetivo € avaliar a interferéncia
das atividades de producdo e escoamento de petréleo realizadas na Bacia de Santos sobre as aves,
tartarugas e mamiferos marinhos, através do monitoramento diario das praias e do atendimento
veterinario a animais vivos e mortos. Quando mortos séo realizados exames anatomopatoldgicos e
laboratoriais a fim de se identificar a possivel causa de mortes, além de avaliar a condi¢do de saude

e de caracterizar os parametros bioldgicos desses animais (PETROBRAS, 2014).

Portanto, a nossa contribuicdo ao projeto é desenvolver um estudo metodoldgico por
técnicas cromatograficas frente a presenca de possiveis organocontaminantes que possam estar
relacionados com a morte de tartarugas verdes identificando os principais organopoluentes

associados aos residuos plasticos.

Também serd realizado um estudo microbiologico do fluido gastrointestinal fazendo o
isolamento de microrganismos, os quais poderdo futuramente serem utilizados na biodegradacéo de

residuos organopoluentes, bem como de residuos plasticos.

Desta forma, nosso projeto justifica-se pela sua importancia quimica, biolégica e ambiental,
especialmente aquelas relacionadas a identificagdo e a quantificacdo de organopoluentes associados
aos residuos plasticos presentes no ambiente marinho e sua relacdo com as causas de mortes de

tartarugas verdes.



3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € realizar um estudo quimico e bioldgico sobre a incidéncia de
residuos solidos em tartarugas verdes marinhas mortas coletadas na regido de Cananéia-Sé&o Paulo.

Serdo realizadas analises por técnicas cromatograficas (GC-MS, GC-FID, HPLC) do fluido
gastrointestinal para identificar e quantificar a presenca de contaminantes quimicos associados aos
residuos plasticos nas tartarugas coletadas. Ainda serdo realizados estudos microbioldgicos através

do isolamento de microrganismos presentes no fluido gastrointestinal das tartarugas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta das tartaurgas verdes mortas e a extracdo do fluido gastrointestinal

A 12 coleta das tartarugas verdes mortas (Chelonia mydas) e a extracdo do fluido
gastrintestinal foram realizadas pelo biélogo Pedro Baes Caetano do Departamento de Ciéncias
Ambientais da Universidade Federal de Séo Carlos e cedidas pelo Instituto de Pesquisas Cananéia
(IPeC).

Dessa forma, entre agosto e novembro de 2019 foram coletados o fluido gastrointestinal de
dezesseis individuos de tartarugas verdes em necropsia (Tabela 1). A andlise necroscopica segue
protocolo do Projeto Executivo Integrado do PMP-BS (PETROBRAS, 2014). A coleta de fluido foi
realizada apenas na presenca de residuos plasticos e para os individuos com condicdo de carcaca
considerada fresca (aparéncia normal, com poucos danos de decomposi¢do, olhos e mucosas
brilhantes, auséncia de inchaco da carcaca ou odor forte, visceras intactas e olhos integros) e pouco
decomposta (carcaca intacta, inchaco evidente, olhos e mucosas secos, odor moderado, alteracéo de
coloracdo de 6rgaos por embebicdo hemoglobinica, consisténcia normal das visceras ainda intactas

e intestino dilatado pela presenca de gas).

Figura 1. Exemplo de individuo (Chelonia mydas) encontrado morto na regido de Cananéia (SP)
durante o monitoramento diério pelo IPeC, utilizado no presente trabalho.

Fonte: IPeC
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4.1.1 Extracgdo do liquido do trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal (TGI) de cada tartaruga morta coletada foi retirado da cavidade
corporal e os 6rgdos acessorios (figado, baco e pancreas) foram removidos. O esdfago-estdbmago foi
seccionado dos intestinos com as extremidades seladas com um n6 simples de barbante para que o
contetido ndo vazasse. Cada conjunto foi dissecado separadamente e no momento da abertura foi
retirado o seu contetdo. Este foi transferido em sequéncia de peneiras granulométricas (2 mm, 1
mm, 0,5 mm e 0,045 mm) com uma bandeja em baixo para ndo o perder. Sendo escasso seu

volume, utilizou-se 300 mL de agua para dilui¢do antes de peneirar.

Residuos pléasticos de até 1 mm foram coletados, fotografados e pesados. Os fluidos liquidos
junto com o material da ultima peneira de 0,045 mm foram coletados em potes de vidro e estes
congelados para analise posterior com a identificacdo referente ao individuo, como a data, a espécie

e 0 0rgao de coleta.

Figura 2. Estdmago de Chelonia mydas (a) e os residuos plésticos encontrados (b e ¢) no individuo
retratado na Figura 1.

(b) Fonte: IPeC (c)
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Todos os dados bioldgicos designados em necropsia dos individuos sdo de acesso publico e

estdo disponiveis na plataforma de Sistema de Informacdo de Monitoramento de Biota Aquética

(SIMBA) (https://segurogis.petrobras.com.br/simba/web/sistema/).

A Tabela 1 apresenta a relacdo de codigo numérico do Identificador de Individuo, que

corresponde a cada tartaruga verde morta da 12 coleta, o 6rgdo vital do qual foram extraidos os

residuos solidos e a sua relacdo de peso de material plastico coletado.

Tabela 1. Relacdo das amostras obtidas a partir do trabalho realizado no IpeC frente a
12 coleta de tartarugas mortas por residuos plasticos coletads no litoral Sul, em

Cananéia, SP.*°

Peso de carga

Identificador Individuo Orgéo plastica (g)
171572 Intestino 6,183
171572 Estdmago 1,346
142666 Intestino 10,586
171562 Intestino 6,025
171562 Estdmago 0,314
142669 Intestino 9,015
172021 Intestino 0,165
160721 Intestino 17,306
160721 Estdmago 1,717
171792 Intestino e estbmago 6,319
171570 Intestino 4,374
171570 Estdmago 0,545
142672 Estdmago 14,636
142672 Intestino 1,909
171794 Intestino 20,029
171791 Intestino 5,114
170807 Intestino 3,468
170807 Estdmago 0,604
163152 Intestino 0,006
171569 Estdmago 0,802
160269 Intestino 4,637

3Estudos realizados pelo bidlogo Pedro Baes Caetano (UFSCar).

O Identificador de Individuo é uma sequéncia numérica necessaria para acessar 0S
dados bioldgicos do animal na plataforma SIMBA, em sequéncia o orgdo vital no qual
foi realizada a obtencdo do conteldo e a quantidade de plastico em gramas (g)

presente.
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4.2 Extracdo por particdo liquido-liquido do fluido gastrointestinal de tartarugas
verdes mortas

As amostras do fluido gastrointestinal serdo extraidas via extracdo liquido-liquido ou por
particdo, dependendo dos seus aspectos fisicos utilizando solventes orgéanicos (hexano, tolueno,
acetato de etila- AcOEt, acetona, metanol-MeOH). O material fluido devera ficar em contato com o
solvente organico e mantido em agitacdo mecanica vigorosa por um tempo determinado. Em
seguida sera filtrado para a remocéo de algum material particulado presente e sera realizada via
extracdo liquido-liquido. O solvente orgéanico seré evaporado para obter o extrato bruto que podera
conter as substancias extraidas do gastrointestinal. E, por ultimo sera analisado por técnicas
analiticas cromatogréaficas (GC-MS, GC-FID, HPLC) para a identificacdo e a quantificacdo de

possiveis componentes.

4.3 Andlises do fluido gastrointestinal de tartarugas verdes mortas por técnicas

cromatogréficas para a identificacéo e a quantificacdo dos compostos

4.3.1 Cromatografia a gas com detector por ionizagdo de chamas (GC-FID)

As analises serdo realizadas em aparelho do tipo Cromatégrafo a Gas (GC) da marca
Shimadzu modelo GC 2010, equipado com auto-injetor AOC 20i, um detector por ionizacdo de
chamas (FID) e com uma coluna de silica fundida DB-5MS (Agilent J&W Advanced). O gas de
arraste utilizado serd nitrogénio. Detalhes dos métodos serdo apresentados nos relatérios e nas

correspondentes publicaces.

4.3.2 Cromatografia a gas acoplada a espectroscopia de massas (GC-MS)

As anélises serdo realizadas em um aparelho Shimadzu/GC 2010, acoplado a um auto injetor
Shimadzu/AOC-5000 e um detector de massas (Shimadzu MS2010 Plus) com impacto eletrénico
(70 eV) equipado com uma coluna de silica fundida DB-5MS (Agilent J&W Advanced). O gas de
arraste serd o hélio a 65 kPa. Detalhes dos métodos serdo apresentados nos relatérios e nas

correspondentes publicaces.

4.3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Sera empregado um sistema cromatografico Shimadzu, composto pelos seguintes médulos:
Sistema de bombeamento LC-20AT, desgaseificador DGU-20A5, amostrador automatico SIL-
20AHT, detector UV-VIS SPD-M20A, forno de coluna CTO-20A e controlador de sistema CBM-
20A. Equipado com colunas especificas para a separagdo dos analitos. Detalhes dos métodos serdo

apresentados nos relatorios e nas correspondentes publicacoes.
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4.3.4 Otimizagdo dos pardmetros cromatograficos

Os parametros cromatograficos e espectrométricos para o0 metodo analitico de quantificacao
dos compostos identificados serdo otimizados experimentalmente a partir das analises da banda
cromatografica e pela resposta do analito em fungdo da variacdo dos valores de cada parametro.
Cada método sera desenvolvido de acordo com os compostos identificados. Para a quantificacdo

dos analitos serd utilizado padrao interno ou externo.

3.3.4.1 Validagao do método analitico

Para a realizacdo da validacdo do método analitico serd utilizada as normas da ANVISA,
seguindo as recomendacOes a partir da Resolucdo ANVISA RE n° 899 de 29/05/2003, onde serdo
avaliadas a linearidade, seletividade, especificidade, precisdo (repetibilidade e precisdo
intermediaria), exatiddo, limites de deteccdo e quantificacdo, estabilidade do analito durante o
tempo de preparo e analise por ciclos de congelamento curtos e longos, requeridos para a execugao
da validacdo do método analitico (ANVISAY, 2003). Para a obtencdo da curva analitica,

inicialmente sera utilizada o0 método padrao interno.

4.4 Cultivo em meio so6lido para o isolamento de microrganismos presentes no fluido
gastrointestinal de tartarugas verdes mortas

Para a obtencdo de uma cultura pura a partir de uma cultura mista sera através da semeadura
dos microrganismos na superficie de meio de cultura sélido em placas de Petri, 0 que permitira a
formacéo de col6nias. O crescimento microbiano significara o desenvolvimento de uma populagéo
a partir de uma ou algumas células, este podera ser evidenciado a olho nu.

Composicdo do meio solido para isolamento de bactérias: Em um frasco do tipo Schott
serdo adicionados 1,0 L de agua destilada, 8 g de Nutriente broth e 20 g de Agar. A solucédo sera
submetida a agitacdo em agitador magnético. Em seguida 0 meio de cultura sera esterilizado em
autoclave (121 °C, 1,5 kPa) e apds resfriar a temperatura de 45 °C serd adicionado em placas de
Petri. Toda manipulacdo sera realizada em cabine de fluxo laminar (VVeco) previamente limpa com
alcool 70%, solugéo de HCIO 2% e luz germicida UV (254 nm).

Composicao do meio sélido para isolamento de fungos: Sera realizado o mesmo protocolo
para o isolamento das bactérias, porém sera utilizado o extrato de mate 2% e Agar 20%.

No segundo semestre de 2020 uma 22 coleta podera ser realizada para os estudos de novas
amostras, padronizando o método da coleta para minimizar as contaminagdes e os interferentes nas

analises quimicas mas, principalmente bioldgicas.
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5. PLANO DE TRABALHO E CRONOGRAMA

O Quadro 1 apresenta o plano de trabalho e o cronograma de atividades que serdo

desenvovlidos ao longo do projeto.

decorrer do projeto.

Quadro 1. Plano de trabalho e o cronograma das atividades que serdo desenvolvidas no

1° 2° 1° 2°
Atividade/Periodo Semestre | Semestre | Semestre | Semestre
2020.1 2020.2 2021.1 2021.2

Redacdo do projeto X
Revisdo bibliografica X X X X
Estudo piloto X X
Extracdo por particdo liquido-liquido X
Analises do fluido gastrointestinal X X
Cultivo em meio sélido X
Redacdo artigo X X
Coleta das tartaurgas verdes mortas X X
Nova coleta e padronizacdo do método X X
Repeticdo das andlises quimicas e X
bioldgicas
Redagdo da dissertacao X X
Defesa da dissertagao X

6. EQUIPE

Prof. Dr. André Luiz Melerio Porto (IQSC-USP)

Mestranda: Marcela Cabette Crivellenti (IQSC-USP)

Sr. Pedro Baes Caetano (Bio6logo, responsavel pela coleta do material cedido pelo IPeC)

Sra. Priscilla Carla dos Santos Costa (Médica Veterinaria, Doutoranda no Laboratério de

Patologia Comparada de Animais Silvestres - USP, Ex-Coordenadora de Necropsias do 1PeC)

Sr. Bruno Marreto Canénico (Médico Veterinario, Coordenador de Necropsias do I1PeC)
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