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RESUMO

Devido a sua versatilidade e funcionalidade o pléstico tornou-se um dos materiais mais bem
sucedido na sociedade moderna. Essas caracteristicas aliadas ao baixo custo de producdo, faz
com que a producdo global de materiais plasticos cres¢a a cada ano, e como consequéncia desse
consumo desenfreado temos a poluicdo gerada por seu descarte inadequado. A problematica
ambiental desses materiais estd ligada ao fato de a maioria dos tipos de plastico ndo ser
biodegradavel, levando seculos para sua completa degradacéo, se acumulando em aterros ou no
ambiente natural. Ap6s o despejo no meio ambiente o plastico esta suscetivel a acdo de fatores
abioticos e biodticos que podem provocar reacdes de degradacdo do material. Independente do
método, a degradacdo dos materiais plasticos resulta em sua fragmentacdo em pedacos cada vez
menores e a liberacdo de seus componentes quimicos. A maioria das pesquisas cientificas que
consideram o envelhecimento das particulas plasticas devido a processos naturais de
degradacdo tem por objetivo identificar as alteracfes nos materiais plasticos expostos a um
sistema de degradacdo especifico, observando as mudancas das caracteristicas superficiais e
estruturais desses residuos apds a exposicdo. Hoje em dia, sabe-se que essa exposicdo
prolongada além de gerar dados aos materiais, gera alteracdo do potencial toxicoldgico. E
estudos avaliando a toxicologia dessas particulas envelhecidas sdo recentes no meio cientifico.
Por isso, 0 presente trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos toxicos da fragdo aquosa
resultado da degradacdo de fragmentos plasticos de Polietileno tereftalato (PET) expostos por
até 24 h a um sistema de degradacdo que simula a radiagdo solar aos organismos D. magna e
A. fischeri. Através das analises de microscopia de forca atbmica e de microscopia eletrdnica
de varredura verificou-se deterioracdo da superficie dos fragmentos plasticos devido a
exposicao a luz solar simulada. Além da modificacdo no material, foi identificado também a
liberacdo de ions de antiménio através da espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado e a liberacdo de carbono organico total, comprovando a degradacdo. Através da
microscopia de confocal, foram identificadas particulas que possivelmente sdo PET, indicando
que a fotodegradacdo ocasionou a liberacdo de fragmentos do material. As andlises
toxicoldgicas preliminares indicaram danos cronicos ao organismo D. magna sendo observados
alteracdes microestruturais através da microscopia eletrdnica de transmissdo e microscopia
eletronica de varredura. Ensaios de estresse oxidativo demonstraram efeito oxidativo nos
organismos expostos e através da analise de filmagens, foi verificado alteracbes nos
movimentos toracicos e cardiacos e no comportamento natatério dos organismos. N&o foram
observados efeitos toxicoldgicos a bactéria marinha A. fischeri.

Palavras-chave: Polietileno tereftalato (PET), Degradacdo, Fotodegradacdo, Daphnia magna,

Aliivibrio fischeri.

ABSTRACT



Due to its versatility and functionality, plastic has become one of the most successful materials
in modern society. These characteristics, combined with the low production cost, mean that the
global production of plastic materials grows every year, and as a consequence of this
unrestrained consumption we have the pollution generated by their inadequate disposal. The
environmental problems of these materials are linked to the fact that most types of plastic are
not biodegradable, taking centuries to completely degrade, accumulating in landfills or in the
natural environment. After being dumped into the environment, plastic is susceptible to the
action of abiotic and biotic factors that can cause degradation reactions of the material.
Regardless of the method, the degradation of plastic materials results in their fragmentation into
increasingly smaller pieces and the release of their chemical components. Most scientific
research that considers the aging of plastic particles due to natural degradation processes aims
to identify changes in plastic materials exposed to a specific degradation system, observing
changes in the surface and structural characteristics of these residues after exposure. Nowadays,
it is known that this prolonged exposure, in addition to generating data on the materials, also
generates changes in the toxicological potential. And studies evaluating the toxicology of these
aged particles are recent in the scientific world. Therefore, the present work aims to evaluate
the toxic effects of the aqueous fraction resulting from the degradation of polyethylene
terephthalate (PET) plastic fragments exposed for up to 24 hours to a degradation system that
simulates solar radiation on the organisms D. magna and A. fischeri. Through atomic force
microscopy and scanning electron microscopy analyses, deterioration of the surface of the
plastic fragments was observed due to exposure to simulated sunlight. In addition to the
modification in the material, the release of antimony ions was also identified through
inductively coupled plasma mass spectrometry and the release of total organic carbon, proving
the degradation. Through confocal microscopy, particles that were possibly PET were
identified, indicating that photodegradation caused the release of fragments of the material.
Preliminary toxicological analyzes indicated chronic damage to the D. magna organism, with
microstructural changes observed through transmission electron microscopy and scanning
electron microscopy. Oxidative stress tests demonstrated an oxidative effect on exposed
organisms and through film analysis, changes in thoracic and cardiac movements and in the
swimming behavior of the organisms were verified. No toxicological effects were observed on
the marine bacteria A. fischeri.

Keywords: Polyethylene terephthalate (PET), Degradation, Photodegradation, Daphnia

magna, Aliivibrio fischeri.
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1 INTRODUCAO

A maioria dos novos poluentes em todo 0 mundo envolve produtos quimicos organicos
produzidos pelo homem em decorréncia do desenvolvimento humano (AKAN et al., 2021). E
o0 pléstico é um dos grandes exemplos desses poluentes pois, devido a sua versatilidade e
funcionalidade, tornou-se um dos materiais mais bem sucedidos na sociedade moderna.

Segundo Sanclements (2014), centenas de diferentes tipos de plasticos podem ser
fabricados variando a ligacdo e a estrutura de suas cadeias de polimero. E toda essa
variabilidade, permite que esse material aléem dos inimeros tipos, tenha as mais diferentes
aplicacdes devido as suas caracteristicas. Eles podem ajudar a manter os alimentos mais seguros
e frescos quando utilizados como embalagens, podem compor artigos de seguranga como
capacetes, cadeiras de seguranca infantil e airbags automotivos, quando utilizados como canos
e conex0es, possibilitam o abastecimento de agua nas residéncias, compBem importantes
meios de comunicacdo, como telefones celulares, originam cadeiras e mesas, COpos e pratos,
computadores, EPIs, instrumentos médicos, brinquedos, sacolas de supermercado, entre outros.

Com essas inumeras possibilidades de uso, aliado ao baixo custo de producdo, a
producdo global de materiais plasticos cresce a cada ano, sendo estimado que o mundo, em até
2050, tenha produzido 34 bilhGes de toneladas de plastico (Abbing, 2019). Como consequéncia
desse consumo desenfreado temos a poluicdo gerada por seu descarte inadequado. Segundo
Geyer et al. (2017), 8,9 bilhdes de toneladas de plasticos ja foram fabricados desde meados do
século passado, quando os plasticos comegaram a ser produzidos em escala industrial. Desse
valor, cerca de dois tergos (6,3 bilhdes de toneladas) viraram rejeito, enquanto 2,6 bilhdes de
toneladas ainda estdo em uso. Hopewell et al. (2009) ainda salienta que cerca de metade dos
plasticos produzidos sdo usados para aplicaces descartaveis de uso Unico fortalecendo ainda
mais a ideia de descarte em excesso desses materiais. Esse acumulo inadequado de residuos
plasticos aliado a uma producéo desenfreada, resulta em problemas ambientais.

A problematica ambiental desses materiais esta ligada ao fato de a maioria dos tipos
de plastico ndo ser biodegradavel (ALI et al., 2021), levando séculos para sua completa
degradacdo. Isso ocorre porque 0s monémeros comumente utilizados na sintese de polimeros
plasticos geralmente derivam de hidrocarbonetos fosseis. Como resultado, os plasticos tendem
a se acumular em vez de se decompor em aterros ou no ambiente natural (BARNES et al.,
2009). Dessa forma, o lixo plastico descartado de forma inadequada entra no meio aquético e

migra atraves de processo hidrodindmico a longa distancia, o que resulta em poluigdo mundial
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(GEYER; JAMBECK; LAW, 2017). No ambiente marinho, por exemplo, o plastico é
responsavel por cerca de 60-80% do lixo marinho (LAW, 2017).

Ap0s o despejo no meio ambiente o plastico esta suscetivel a acdo de fatores abidticos
e bidticos que podem provocar reacdes de degradacdo do material. Existem muitos tipos de
degradacdo, incluindo degradacéo bioldgica, degradacdo fisica e degradacdo quimica (DU et
al., 2021). Independente do método, a degradacdo dos materiais plasticos resulta em sua
fragmentacdo em pedacos cada vez menores e a liberacdo de seus componentes quimicos.

Muitos sdo os estudos toxicoldgicos relacionados a fragmentos desses materiais,
incluindo particulas plasticas em tamanho micro e nanomeétrico. Isso por que as particulas em
menor escala podem ser ingeridas direta e/ou indiretamente por espécies aquaticas mais
prontamente do que particulas maiores, quando confundido com comida (Blair et. al, 2017).
Porém, a maioria dos estudos avalia a toxicidade dos materiais plasticos através de ensaios
pontuais, utilizando apenas particulas plasticas virgens (HORTON et al., 2017). Sabe-se que se
envelhecida e contaminada, as particulas podem tem maior potencial para uma maior
transferéncia quimica do que as particulas virgens (HORTON et al., 2017).

Ainda no seu estudo, Horton et al. (2017) verificou que a exposi¢do a nanoplasticos
(NP) de poliestireno envelhecido artificialmente causou efeitos de mortalidade, crescimento e
reproducdo ao organismo teste Daphnia magna ao longo de um periodo de 21 dias, enquanto
as NP de poliestireno virgens ndo causaram efeitos significativos na mortalidade. Evidenciando
ainda mais a necessidade de considerarmos a toxicidade das particulas nas diferentes escalas de
tempo ambientais.

O politereftalato de etileno (PET) é o mais abundante plastico de poliéster fabricado
no mundo (AUSTIN et al., 2018). Trata-se de um polimero termoplastico semicristalino
(SARGENT et al., 2019) que desenvolvido em meados da década de 1940, constitui o
termoplastico mais comumente fabricado devido as suas excelentes caracteristicas mecanicas e
térmicas (TANIGUCHI et al., 2019). O PET respondeu por aproximadamente 8,4% da demanda
de materiais plasticos no mundo em 2020, totalizando 31 milh&es de toneladas de uma produgéo
total de plastico de 367 milhdes de toneladas (PLASTICS EUROPE, 2021). Além disso, como
mencionado anteriormente, 0 aumento da demanda ocasiona um aumento da producdo e
consequentemente do descarte desse material, fazendo com que o PET seja um dos grandes
vilGes da poluicdo ambiental na atualidade.

O Laboratorio de Toxicologia Ambiental (LABTOX), parte integrante da estrutura de

pesquisa do ENS / PPGEA / UFSC se destaca por buscar sempre temas atuais, relevantes e
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inovadores na pesquisa cientifica. Destacando-se em estudos com nanoparticulas metalicas de
Oxido de cobre (NP CuO) sobre os organismos Daphnia magna e Aliivibrio fischeri
(ROSSETTO et al., 2014), de oxido de cromo 111 (NP Cr203) sobre os organismos D. magna e
A. fischeri (PUERARI et al., 2016) e sobre as algas verdes Chlamydomonas reinhardtii
(COSTA et al., 2016) e 6xido de prata sobre a lemnacia Landoltia punctata (LALAU et al.,
2020). Recentemente, trabalhou com o desenvolvimento de uma membrana de filtragcdo
nanoestruturada juntamente com a avaliacdo toxicoldgica e testes de eficiéncia na remocéo de
contaminantes, possuindo uma dissertacdo (OLIVEIRA, 2016) e duas teses (GONCALVES,
2018 e PUERARI, 2019) j& concluidas. Atualmente, além de desenvolver pesquisas
considerando misturas, o laboratrio vem realizando estudos simulando a degradacdo de
materiais plasticos afim de verificar a toxicidade desses materiais ap0s 0 processo de

envelhecimento, pesquisa essa exposta no presente trabalho.

1.1 JUSTIFICATIVA

A poluicdo relacionada aos residuos plasticos se tornou tdo relevante e urgente que
atualmente existem esforcos pela implementacgéo de um tratado global negociado pelas Nacoes
Unidas com o objetivo de controlar e reduzir esse problema. De dois em dois anos acontece
uma assembleia formada pelos 193 paises membros da ONU que se relinem para avangar na
governanga ambiental global.

Na 52 Assembleia das Nacdes Unidas para o Meio Ambiente que ocorreu em 2022,
ministros e ministras do meio ambiente de todo o mundo concordaram em estabelecer um
Comité Intergovernamental de Negocia¢do com o mandato de elaborar um acordo internacional
juridicamente vinculante para acabar com a poluicdo plastica. O resultado dessa Assembleia é
considerado o acordo multilateral sobre questbes ambientais mais significativo desde o acordo
de Paris em 2015 devido a situacdo preocupante que vivemos hoje com relagéo a esses residuos.
Durantes sua fala, Amina J. Mohammed, Secretaria-Geral Adjunta da ONU, afirmou que "Hoje,
ndo hd nenhuma é&rea do planeta que ndo seja afetada pela poluicdo pléstica, desde os
sedimentos do mar profundo até o0 Monte Everest. O planeta merece uma solucdo multilateral
que aborde a questdo da fonte ao mar. Um acordo global juridicamente vinculante sobre
poluicéo plastica sera um primeiro passo verdadeiramente bem-vindo™ (UNEP, 2022).

Esse interesse nos residuos plasticos também se evidencia nas pesquisas cientificas.

Segundo o site Science Direct, uma das principais bases de dados de artigos cientificos, em
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2021, cerca de 80 mil artigos cientificos foram publicados relacionados a plasticos. Em 2022,
até o final de agosto, sdo relatados quase de 72 mil publicacbes sobre o tema. Dessas
publicacBes existem pesquisas referente a reciclagem (ARMENISE et al., 2021; DA SILVA
SPINACE; DE PAOLI, 2005) e valorizagio dos residuos plasticos (CHANDRAN;
TAMILKOLUNDU; MURUGESAN, 2020), identificacdo de plasticos no meio ambiente
(KARAKOLIS etal., 2019; LV et al., 2019; MAI et al., 2018), analises de quantificacdo (ERNI-
CASSOLA et al., 2017; LV etal., 2019; ZARFL, 2019), dos efeitos desses residuos (BLAIR et
al., 2017; RUMBAK, 2016; ZHANG et al., 2022) e tecnologias para solucionar a poluicdo
plastica (SCHMALTZ et al., 2020). Uma linha de pesquisa que vem crescendo é a simulacédo
do envelhecimento de particulas plasticas. Isso porque, ao estarem expostas a fatores bioticos
ou abidticos os materiais plasticos se degradam, alterando as caracteristicas iniciais do material.
As pesquisas desenvolvidas, em sua maioria, tm por objetivo identificar as alteracbes nos
materiais plasticos expostos a um sistema de degradacao especifico, observando caracteristicas
superficiais e estruturais desses residuos.

O envelhecimento das particulas plasticas associado a toxicologia ambiental € muito
pouco explorado na literatura, mesmo sendo relatado em muitos trabalhos que o
envelhecimento altera o potencial toxicolégico dos materiais. Das pesquisas publicadas, Cui et
al. (2017) e Jiang et al. (2018) realizaram andlises toxicoldgicas de particulas plasticas em
microcrustaceos, Van Pomeren et al. (2017) em peixes e Wang et al. (2019) em minhocas.
Porém, todos os trabalhos citados ndo relacionaram toxicologia ao envelhecimento, fazendo
analises apenas com o material recém-sintetizado.

Assim, compreender de que forma particulas plasticas que sofrem agdo de fatores
externos atuam nos organismos é de extrema relevancia no ambito cientifico. No ambito legal
e social a relevancia se mantém. A exposicdo a particulas plasticas aumenta com o aumento da
producdo e utilizacdo desses materiais. Consequentemente, o conhecimento do potencial
toxicoldgico desses residuos podera auxiliar no desenvolvimentos de leis de controle de geracéo
e saude ambiental.

A presente pesquisa estd amparada pelo projeto “Estudo do mecanismo de agado toxica
de nanoplasticos em misturas com contaminantes emergentes.” - FAPESC / 202105338 .Edital
de Chamada Publica Fapesc n° 12/2020 — Programa de Pesquisa Universal. Contribuindo com
a formacdo de recursos humanos junto ao Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia
Ambiental (PPGEA) da UFSC a nivel de doutorado.
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2 HIPOTESES

Considerando a problemética relacionada ao aumento do consumo de plastico, a
destinagdo incorreta do residuo e seu envelhecimento devido acdo de agentes abioticos,

formularam-se trés hipdteses para essa pesquisa. Sendo elas:

1 — O envelhecimento de fragmentos de garrafa PET em meio aquoso devido a
fotodegradagdo confere maior potencial toxico em relacdo as particulas plasticas néo

envelhecidas aos organismos D. magna, A. fischeri, e L. punctata.

2 — Quanto maior o tempo de exposicdo a fotodegradacédo, maior serdo as alteragoes
no PET incluindo liberagdo de compostos e fragmentacao.

3 — A toxicidade do envelhecimento pode ser associada a liberacdo de antiménio,

principal catalisador utilizado na fabricacdo das embalagens PET.
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3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos toxicos da fracdo aquosa resultante da degradacdo de fragmentos

plasticos de PET expostos a um sistema de degradacéo que simula a radiacdo solar por até 24

h aos organismos D. magna e A. fischeri e L. punctata.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar a fotodegradacdo de fragmentos de PET pela exposi¢do a luz solar
simulada num ambiente aquoso;

Realizar a caracterizacdo fisico-quimica da fracdo liquida do sistema de
fotodegradacdo, apds a exposi¢do dos fragmentos de PET;

Avaliar os efeitos toxicoldgicos da fracdo liquida resultado da fotodegradacéo
sobre o microcrustaceo D. magna;

Verificar possiveis alteracdes morfofuncionais e ultraestruturais do
microcrustaceo D. magna exposta a fracdo liquida do sistema de
fotodegradacdo;

Avaliar os efeitos toxicoldgicos da fracdo liquida resultado da fotodegradacédo
empregando a bactéria luminescente A. fischeri;

Determinar a toxicidade aguda da fragéo liquida resultado da fotodegradacgéo
sobre a macrofita L. punctata.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 PLASTICO

Segundo De Paula, (2016), plastico é um material organico polimérico sintético de
constituicdo macromolecular derivado do petréleo. As palavras polimeros e plésticos sdo
frequentemente utilizadas como sinénimos, mas tem significado distinto. Os polimeros séo
materiais puros resultado do processo de polimerizacdo que possuem longa cadeia molecular
(CRAWFORD; MARTIN, 2020). Podem ser naturais ou sintéticos. Por isso, € importante
salientar que todos os plasticos sdo polimeros, mas nem todos os polimeros sdo plasticos.
Strong (2005) define plasticos como materiais compostos principalmente por moléculas
grandes (polimeros) que sdo feitas sinteticamente ou que ocorrem naturalmente com alto grau
de modificagéo (raro).

Os plésticos oferecem vantagens como leveza, resiliéncia, resisténcia a corrosao, cor,
transparéncia, facilidade de processamento etc., (CRAWFORD; MARTIN, 2020). O tamanho
e a estrutura da molécula do polimero determinam as propriedades do material plastico,
permitindo assim sua incorporacdo em uma ampla gama de aplicacbes (CHANDRAN;
TAMILKOLUNDU; MURUGESAN, 2020) como é possivel observar na Figura 1.

E comum pensar que o plastico é uma descoberta relativamente recente, mas, no século
XIX eles ja eram vistos como uma grande curiosidade quimica. 1sso por que os polimeros
naturais ja conhecidos como seda, goma-laca, betume, borracha e celulose sao recursos finitos.
E por isso, nesse mesmo século deram inicio as tentativas para desenvolver um material
polimérico sintético.

Alguns pesquisadores indicam que o plastico surgiu no ano de 1862 quando o britanico
Alexander Parkes na Exposicdo Internacional de Londres apresentou o “Parkesine”
(CHANDRAN; TAMILKOLUNDU; MURUGESAN, 2020; CRAWFORD; MARTIN, 2020;
SANCLEMENTS, 2014). Tratava-se de um polimero, mas ndo totalmente sintético, pois era
uma mistura do polimero organico celulose, acido nitrico e um solvente. O produto foi
apresentado como um novo material com numerosas aplicagdes como por exemplo; em
medalhdes, pentes, cabos de faca, caixas, canetas e porta-canetas. Com essa descoberta,
“Parkesine” acabou conquistando a medalha de “Produto de exceléncia” na exposi¢ao
Internacional e deu inicio a um grande avango na ciéncia dos polimeros e uma grande mudanca

no papel que as pessoas viam para os polimeros na sociedade e industria.
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Na década de 1940, a Segunda Guerra Mundial desempenhou um papel significativo
no estimulo ao avanco e desenvolvimento dos materiais plasticos (CRAWFORD; QUINN,
2017; SANCLEMENTS, 2014). Na época, a producdo plastica era quase que restrita a plasticos
de guerra, tendo uso principalmente no desenvolvimento de armas nucleares. Pessoas fora da
area militar ndo usavam realmente o material. Como resultado, o pléstico chegou a todos os
tipos de produtos, revelando seus muitos usos sofisticados, com a proporcao e funcionalidade
que tem hoje. Segundo Abbing (2019), se a producéo global de plastico continuar crescendo na

taxa atual, o mundo tera produzido 34 bilhGes de toneladas até 2050.

4.1.1 Tipos de pléasticos

Os plésticos séo classificados em dois grupos de acordo com suas caracteristicas de
fusdo ou derretimento. Uma classificacdo importante para os plasticos é quanto as
caracteristicas de fusibilidade, segundo a qual esses materiais podem ser divididos em
termoplasticos e termorrigidos. Sao denominados termoplasticos aqueles materiais capazes de
serem moldados vérias vezes devido a sua caracteristica de tornarem-se fluidos, sob acéo da
temperatura, e depois retornarem as caracteristicas anteriores quando ha um decréscimo de
temperatura (CANGEMI; SANTOS; CLARO NETO, 2005). Ou seja, sdo sélidos a temperatura
ambiente que podem ser derretidos ou amolecidos pelo aquecimento, colocados em um molde
ou outro dispositivo de modelagem e resfriados para dar a forma desejada (BRENT, 2005).
Como exemplo de termoplasticos temos o Polietileno tereftalato (PET), Polietileno de Alta
Densidade (PEAD), Polietileno de Baixa Densidade (PEBD), polipropileno (PP), Poliestireno
(0S), Polietileno (PE) e outros. Os termoplasticos representaram aproximadamente 90% da
demanda total de plastico da Europa no ano de 2006 (ANDRADY; NEAL, 2009) e no Brasil,
apesar da ampla variedade de termoplasticos, apenas cinco polimeros (PE, PP, PVC, PET e PS)
ja representam cerca de 90% do consumo nacional (DA SILVA SPINACE; DE PAOLI, 2005).

Por outro lado, muitos plasticos sdo maleaveis apenas no momento da fabricacdo do
objeto, depois de pronto, ndo ha como remodela-los, ja que as cadeias macromoleculares estdo
unidas entre si por ligagbes quimicas (reticulagdo) (CANGEMI; SANTOS; CLARO NETO,
2005). Materiais que se comportam dessa maneira recebem o nome de termorrigidos. Os
termorrigidos ou termofixos sdo aqueles que ndo derretem quando aquecidos, o que
impossibilita a sua reutilizacdo através dos processos convencionais de reciclagem. Como

exemplo desse tipo de plastico temos o etileno acetato de vinila (EVA).
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Literalmente, centenas de diferentes tipos de plasticos podem ser feitos variando a
ligacdo e a estrutura de suas cadeias de polimero (SANCLEMENTS, 2014). Para facilitar a
diferenciacdo desses polimeros, criou-se um cddigo de identificagdo com numeracgéo variando
de 1 a 7 dentro de um triangulo de trés setas e sob 0 mesmo uma abreviatura, cujo objetivo é
indicar o tipo de plastico do qual o produto é feito. Esse sistema de numeragao foi desenvolvido
em 1988 pela American Society of the Plastics Industry (SPI), denominado Resin Identification
Symbol System (RISS). No Brasil, o RISS serviu como base para a norma da ABNT NBR
13230/2008 — Simbologia indicativa de reciclabilidade e identificacdo de materiais plasticos.
Esse cadigo de identificacdo estd impresso nas embalagens dos produtos e tém por objetivo
facilitar a recuperacéo dos recipientes plasticos descartados com o residuo sélido urbano, uma
vez que auxiliam sua separacdo e posterior reciclagem e revalorizacdio (COLTRO;
GASPARINO; QUEIROZ, 2008).

De certa forma, o uso dessa simbologia acaba dando a impressdo que todas as sete
categorias de plastico sdo regularmente e facilmente reciclados. Porém, isso ndo € a realidade.
Possuir um simbolo RISS nédo significa que o material pode ser reciclado (SANCLEMENTS,

2014). Apesar disso, a simbologia ajuda muito na gestdo eficaz dos residuos solidos.



Figura 1- Tipos de plasticos e suas aplicacdes

( ™
e
Lo Embalagens:
PET garradas e
Polietileno bandejas
Tereftalato
J
£ v Embalagens dc\
‘Z’ produtos
PEAD quimicos ¢ tubos
Polietileno utilizados na
de alta N RO
: Construgio Civil
\d.hﬂdld. )
/'
Y Canos e conexdes
3 ’ . .
kS calgados e
?VC canaletas para
"31'3?&'.? cabeamento
\_ elétrico 2
il .o Filme R
4
- ’ envolvendo
PEBD engradados de
Volistileno bebidas ¢ sacos
Sensidad de lixo
kDensydade J
'
P '
% A Tampas de
PP garrafa, cadeiras
Paolipropileno plasticas ¢
brinquedos
. B
(- ™
A
‘6’ Embalagens
PS descartaveis
Poliestireno
\ J
(" R
v Cds, DVDse
‘7’ componentes
Outros* automotivos
J

Acrilonitrila-Butadieno-estireno (ABS), acetato-vinilo de etileno (EVA), outros.

Fonte: A autora, 2020.

24



25

4.1.1.1 Polietileno tereftalato (PET)

Desde o seu patenteamento em 1941, o polietileno tereftalato (PET) tornou-se um
material amplamente utilizado em uma série de ramos industriais, desde embalagens, téxteis e
tecidos, filmes, automotivos, eletronicos e muito mais (MALIK et al., 2017; SARGENT et al.,
2019). Esse tipo de material apresenta um dos maiores indices de crescimento em consumo no
pais, acima de 2.200% na ultima década (Plastico Online, 2003 apud Da Silva Spinacé & De
Paoli, 2005). Ele ¢ amplamente utilizado na fabricacdo de recipientes para refrigerantes, 4gua
com e sem gas, para a producdo de filmes plasticos e chapas plasticas (ARYAN; YADAYV;
SAMADDER, 2019). Além disso, é uma das fibras sintéticas mais utilizadas na industria téxtil
global, sendo conhecido como poliéster (PUDACK; STEPANSKI; FASSLER, 2020; VALH et
al., 2020). Trata-se do material plastico de poliéster mais fabricado no mundo (AUSTIN et al.,
2018).

O PET foi polimerizado pela primeira vez em 1941 pelos quimicos Whinfield e
Dickson que procuravam desenvolver materiais poliméricos para uso como fibras téxteis
(ANDRADY; NEAL, 2009; PUDACK; STEPANSKI; FASSLER, 2020). De modo geral, ele é
produzido a partir de monémeros de etileno glicol e acido tereftalico purificado (ATF) ou
tereftalato de dimetilo (ATD) (PANG et al., 2016) (Figura 2). A polimerizacdo desses
mondmeros de petr6leo acontece geralmente com o auxilio de catalisadores a base de
antimonio, titdnio ou germanio (WESTERHOFF et al., 2008). A producéo industrial do PET
pode ser realizada em duas ou trés etapas, dependendo de sua aplicagéo.

Figura 2- Rea¢do quimica que origina o PET.
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De modo geral, trata-se de um dos plasticos comerciais mais atraentes devido as suas
excelentes propriedades como transparéncia, durabilidade, moldabilidade e pelo seu baixo
custo (TANIGUCHI et al., 2019). Patenteado em 1973, garrafas e potes PET ganharam
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aceitacdo do mercado e tem sido utilizado em todo 0 mundo como recipientes para bebidas
(AUSTIN et al., 2018; TANIGUCHI et al., 2019). Uma vez que dos poucos polimeros
potencialmente adequados para garrafas, o PET é o unico plastico com um equilibrio de
propriedades como transparéncia (quase 100% de transmissdo de luz em uma garrafa), brilho,
peso leve, resisténcia a permeacdo de dioxido de carbono, resisténcia a agua e sua ampla
disponibilidade como plastico econdmico e reciclavel. (ANDRADY; NEAL, 2009; PANG et
al., 2016; PUDACK; STEPANSKI; FASSLER, 2020). Todas essas propriedades resultaram na
substituicdo quase que total do vidro na Europa para quase todas as aplicacGes, exceto as mais
exigentes, que exigem barreira de oxigénio e resisténcia aos raios UV para proteger o contetdo,
por exemplo.

Os residuos de garrafas PET podem ser reciclados para a fabricacdo de novas garrafas
PET com a mesma finalidade ou podem ser convertidos em flocos de PET para a preparacao de
fibras descontinuas de poliéster, folnas de PET e fita adesiva (ARYAN; YADAYV;
SAMADDER, 2019). A reciclagem pode acontecer de modo mecanico, quando o objetivo é a
obtencdo de estruturas menores (fibras, flocos), e também de modo quimico, quando se objetiva
a reciclagem de garrafas em novas garrafas, envolvendo processos de degradacdo e re-
polimerizacdo da cadeia. A reciclagem quimica pode ser realizada por hidrolise, gliclise,
metanolise ou saponificacdo, formando assim diferentes produtos de degradacdo (PUDACK;
STEPANSKI; FASSLER, 2020).

Embora seja um dos tipos de plastico mais economicamente viaveis para a reciclagem
(PUDACK; STEPANSKI; FASSLER, 2020), uma parte substancial das embalagens acaba
virando residuo de plastico. Fazendo com que o plastico PET seja considerado o principal
residuo sélido a deteriorar o meio ambiente (UBAIDULLAMH et al., 2020).

4.1.2 A problematica dos materiais plasticos

Os plésticos tém aplicacdo cada vez maior no mundo moderno. O uso desse material
foi se intensificando devido as propriedades mais vantajosas quando comparados a materiais
tradicionalmente usados como metal e ceramica (KEDZIERSKI et al., 2020). VVantagens como
sua baixa densidade garantindo produtos mais leves, baixo ponto de fuséo o que facilita todo o
seu processamento, alto poder de extensdo, baixa condutividade térmica garantindo bom
isolamento térmico, clareza Optica podendo dar origens a materiais claros e até mesmo

transparentes e facilidade de obtencéo de pecas com cor e sensibilidade ao solvente (BRENT,
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2005). Além disso, sdo materiais de baixo custo, facilmente moldavel, hidrofébico e bio-inerte
(LEBRETON; ANDRADY, 2019).

A versatilidade e funcionalidade do plastico € o que o tornou tdo bem-sucedido na
sociedade que vivemos hoje. Toda essa variacao de caracteristicas permite que ele apareca em
inimeros produtos e sirva a muitos usos. De acordo com Andrady & Neal (2009) o uso do
plastico garante beneficios a salde, seguranca, economia de energia e conservagao de materiais.

Com todos os beneficios e aplicagdes indicadas anteriormente, desde o inicio de sua
producdo em larga escala na década de 1950, o rapido crescimento na producdo de plastico tem
sido surpreendente, superando a maioria dos materiais fabricados pelo homem (GEYER,
JAMBECK; LAW, 2017). Essa produgdo em massa e o longo tempo de degradacdo dos
plasticos resultou em preocupacfes ambientais elevadas. Isso porque polimeros sintéticos sao
mais durdveis, assim, demoram mais tempo para se decompor, em torno de 500 a 1000 anos,
acumulando cada vez mais no meio ambiente (BARNES et al., 2009). Kedzierski et al. (2020)
cita em sua pesquisa trés fatores como 0s responsaveis pelo aumento do uso de materiais
plasticos sendo eles; substituicdo de materiais de fabricacdo tradicionais por plastico, aumento
e concentracao de populages e acesso a uma sociedade de consumo.

Do que comegou como um problema estético de lixo plastico nas cidades, campos, e
margens de rios, logo se tornou causador de asfixia e emaranhamento da vida selvagem
(BARNES et al., 2009). A quantidade de detritos plasticos que foram identificados no meio
ambiente aumentou e na atual taxa de crescimento, estima-se que a producdo de plasticos
duplique nos proximos 20 anos (LEBRETON; ANDRADY, 2019). Em 2015,
aproximadamente 6300 milhdes de toneladas de residuos plasticos foram gerados, cerca de 9%
dos quais foram reciclados, 12% foram incinerados e 79% foram acumulados em aterros ou no
ambiente natural. Se as tendéncias atuais de producdo e gerenciamento de residuos
continuarem, cerca de 12.000 milhdes de toneladas de residuos plasticos estardo em aterros
sanitarios ou no ambiente natural até 2050 (GEYER; JAMBECK; LAW, 2017). Floyd (2016)
afirma que a poluigéo plastica foi inicialmente encontrada no oceano na década de 1970, mas
agora esta se tornando uma questdo tdo prevalente que, se as tendéncias atuais continuarem,
havera mais plastico no oceano do que peixe até o ano 2050 em termos de peso.

Hoje os detritos plasticos se acumulam em ambientes terrestres, em mar aberto, nas
costas das ilhas mais remotas e no fundo do mar (BARNES et al., 2009). Por poderem viajar

por longas distancias (PENG et al., 2020), fragmentos ou aditivos de plastico sdo encontrados
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em areas remotas, como florestas desabitadas (ALLEN et al., 2019) e incorporadas ao gelo
artico marinho apos ser transportado por correntes oceanicas (OBBARD et al., 2014).

Ap0s o despejo no meio ambiente o plastico esta suscetivel a acdo de fatores abidticos
e bidticos que podem provocar reacdes de degradacdo do material. Os macroplasticos (MA)
(>5 mm) podem se degradar formando entdo os microplésticos (MP) (1 um a 5 mm), que por
sua vez, ao se degradarem, dao origem aos nanoplasticos (NP) (< 100 nm). A fragmentagdo de
MA e MP em NP aumenta a complexidade do problema global de residuos plasticos (PRADEL
et al., 2020) pois o tamanho das particulas é chave importante na sua toxicidade. Uma vez que
particulas plasticas em menor escala podem ser ingeridas direta e/ou indiretamente por espécies
aquaticas mais prontamente do que particulas maiores, quando confundido com comida
(BLAIR etal., 2017). Embora sua densidade, de modo geral, seja mais leve que a &gua do mar,
levando ao seu acumulo inicial nas aguas superficiais, a fragmentacdo dos detritos plasticos
pode causar o afundamento nas colunas de agua (PENG et al., 2020). Os fatores de
afundamento incluem ndo apenas a densidade dos polimeros, mas também a bioincrustacéo que
leva ao afundamento de quase todas as categorias de plasticos comerciais no fundo do mar
(ENGLER, 2012). Com o tempo, conforme eles se separam em pedagos cada vez menores e
ficam mais pesados devido a aderéncia das algas que se fixam a eles, esses plasticos afundam.
Por causa disso, conforme vocé se afasta da costa, vocé se depara com menos plastico flutuante
(Abbing, 2019).

Estudos cientificos em agua doce e salgada relatam impactos ecolégicos ligados a
asfixia, vias digestivas blogueadas, danos aos 6rgéos, danos fisicos e a morte de espécies que
ingeriram direta ou indiretamente particulas MP ou NP (DERRAIK, 2002; EERKES-
MEDRANO; THOMPSON; ALDRIDGE, 2015; HERMABESSIERE et al., 2018; LI et al.,
2020; ROCHMAN et al., 2013). Além disso, bibliografias relatam também que esses materiais
podem transportar poluentes organicos persistentes (MATO et al., 2001), espécies néo
endémicas para novos locais (RUMBAK, 2016) e distribuir algas associadas com marés
vermelhas (MASO et al., 2003). Ha indicios também de bioacumulacio e bioamplificacio
desses detritos plasticos podendo até mesmo atingir os seres humanos (BLAIR et al., 2017;
FARRELL; NELSON, 2013).

42 TOXICOLOGIA AMBIENTAL
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O aumento da exposi¢do do meio ambiente a compostos provenientes da agdo humana,
tanto doméstica quanto industrial fez com que surgisse um novo ramo da toxicologia, a
toxicologia ambiental. A toxicologia ambiental é definida como a ciéncia que preocupa-se com
os efeitos de contaminantes em varios sistemas ecologicos (GERBA, 2019). Em outras
palavras, trata-se do estudo dos impactos de poluentes sobre a estrutura e o funcionamento de
sistemas ecoldgicos (do molecular ao ecossistema) (LANDIS; YU, 1995).

Os efeitos toxicos sdo observados a partir dos ensaios toxicoldgicos. Através desses
ensaios € possivel estudar as interagdes toxicas de substancias quimicas no ecossistema e sua
capacidade de afetar a fisiologia normal de organismos vivos (CALDAS, 1999).

Na literatura ainda existe divergéncia com relacdo ao significado do termo
“Toxicologia Ambiental” e “ecotoxicologia”. Matias (2005) define que a toxicologia
tradicional trata dos efeitos tdxicos sobre organismos individualmente; ja a ecotoxicologia
estuda o impacto sobre as populagdes de organismos vivos ou sobre ecossistemas. 1sso por que,
o efeito sobre um individuo ndo necessariamente serd 0 mesmo observado em sua populagéo
Ou para o0 ecossistema em gue vive. Isto ocorre principalmente devido a interac@es da substancia
toxica, dos organismos e do ambiente, viabilizando uma série de reacGes como bioacumulagéo,
degradabilidade, mobilidade das substancias e bioamplificacdo. Dessa forma, podemos definir
ecotoxicologia como a area especializada da toxicologia ambiental, baseada no estudo dos
efeitos ocasionados por agentes quimicos e fisicos sobre a dinamica das populacdes e

comunidades integrantes de ecossistemas definidos (RONCO, 2004).

42.1  Ensaios Toxicologicos

Testes de toxicidade sdo ensaios realizados sob condi¢fes experimentais especificas e
controladas, que tem como objetivo avaliar os efeitos nocivos das sustancias a serem analisadas,
bem como o seu grau de toxicidade sobre os organismos vivos (COSTA et al., 2008; MULLER,
2011).

Esses ensaios tornam-se instrumentos importantes na avaliacdo do potencial de risco
ambiental dos contaminantes uma vez que somente as andlises fisico-quimicas ndo séo
suficientes. As andlises fisico-quimicas desconsideram efeitos da mistura, tais como efeitos
aditivos, sinérgicos e antagdnicos.

Basicamente, 0s organismos vivos sdo expostos a diferentes concentragcdes das

substancias de interesse e analisam-se os efeitos adversos causados sobre estes organismos,
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como por exemplo, imobilidade, morte, alteragdes fisicas, morfologicas e funcionais, entre
outros (MATIAS, 2009).

Fenske et al. (2006) afirmam que uma combinacdo de varios testes, utilizando
organismos de diferentes niveis de complexidade, proporcionam resultados confidveis para a
avaliacdo da toxicidade em diversas partes do ecossistema. As diferentes caracteristicas
bioldgicas entre as espécies de organismos-teste refletem como estes organismos respondem a
exposicdo de uma substancia toxica a uma dada concentracdo, apresentando niveis de
sensibilidades diferentes (POSTHUMA et al., 2002).

4.3 TOXICOLOGIA DE PLASTICOS

Como contaminante ambiental emergente, o plastico apresenta possiveis riscos para o
ecossistema aquético devido a sua ampla ocorréncia e potenciais efeitos biolégicos. Como a
maioria das particulas plasticas é duravel e flutuante, eles podem transportar e persistir no
ambiente por longa duracdo, sendo levado para aguas abertas remotas (MAI et al., 2018).

A ingestdo de particulas plastica foi relatada pela primeira vez na pesquisa de
Carpenter & Smith (1972) (MAI et al., 2018). Onde os pesquisadores observaram fragmentos
plasticos no interior de peixes. Desde entdo, o interesse na identificacdo desses materiais no
meio ambiente e no interior dos organismos foi crescendo. Sendo identificados detritos
plasticos em aves marinhas, tartarugas, mamiferos e peixes (BJORNDAL; BOLTEN;
LAGUEUX, 1994; RYAN, 1987; TOURINHO; IVAR DO SUL; FILLMANN, 2010) devido a
ingestdo. Além disso, a primeira evidéncia de plastico na placenta de humanos foi recentemente
relatada no trabalho de Ragusa et al. (2021) (DJAPOVIC et al., 2021).

De modo geral, particulas plasticas sdo ingeridas por uma série de organismos e ha
preocupacdes de que isso possa levar a danos toxicologicos (ROCHMAN et al., 2013), mas ha
controvérsia sobre a extensdo desses efeitos (KOELMANS et al., 2013).

Em seu estudo, Merski et al. (2008) investigaram o efeito da exposi¢édo oral a particulas
de PE e PET que foram moidos a partir de um tecido do polimero. Nao foram observados efeitos
toxicoldgicos apds 13 semanas de exposicéo oral em ratos. Porém, no estudo ndo séo reportados
dados importantes como tamanho das particulas utilizadas e sua composicao.

Pesquisas mais atuais empregando o PET, ja relatam danos fisicos como o bloqueio
esofagico, imobilizacdo de organismos (SILVA, 2016; TOURINHO; IVAR DO SUL;
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FILLMANN, 2010), reducéo do estimulo alimentar (BJORNDAL; BOLTEN; LAGUEUX,
1994; RYAN, 1987), mortalidade (JEMEC et al., 2016), estresse hepatico (ROCHMAN et al.,
2013) e efeitos adversos no crescimento, vida util, reproducdo e sobrevivéncia da fauna do solo
(Wang et al., 2021).

Especificamente em relagdo ao PET, é de extrema importancia salientar outro possivel
causador de toxidade. Além dos efeitos associados a ingestdo da particula plastica, espécies
inorganicas utilizadas como catalisadores e aditivos no processo de fabricacdo do PET podem
ser liberadas como residuos causando toxicidade ao meio ambiente. Destaca-se o trioxido de
Antimdnio (Sb203) que é o catalisador mais importante usado na sintese deste poliéster
((SWEDISH CHEMICALS INSPECTORATE, 2008), estando presente em mais de 90% do
PET fabricado em todo o mundo (WESTERHOFF et al., 2008). Hoje, a poluic¢do por antiménio
(Sb) ja representa uma grave ameaca ao ecossistema aquatico (GU et al.,, 2022) sendo
considerado o mais relevante elemento lixiviado de garrafas PET (BACH et al., 2012).

O Sb é encontrado naturalmente no meio ambiente devido a erupgdes vulcénicas,
maresia, incéndios florestais e fontes biogénicas (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010), mas
0 aumento desse elemento no meio ambiente é fruto da acdo antrdpica, principalmente em
atividades como a mineracdo (CEPA, 2016). Nas embalagens em PET, representam niveis na
faixa de 190 e 300 mg/kg (DUH, 2002).

O metal é considerado um contaminante da dgua potavel porque pode causar efeitos a
salide, como nausea, vomito e diarreia por periodos relativamente curtos. A longo prazo, pode
levar ao aumento do colesterol no sangue e a diminuicdo do agucar no sangue (WESTERHOFF
et al., 2008). Gebel (1997) em sua pesquisa, indicou que o antiménio é um carcindgeno. Na
toxicologia ambiental, ainda sdo citados efeitos como mortalidade de organismos (GEBEL,
1997; NAM; YANG; AN, 2009), estresse oxidativo e deplecdo de nutrientes (GU et al., 2022)

e anormalidades no desenvolvimento dos organismos (NAM; YANG; AN, 2009).

4.3.1 Particulas envelhecidas

Ap0s o despejo no meio ambiente o plastico esta suscetivel a acdo de fatores abidticos
e bidticos que podem provocar reacGes de degradacdo do material. Essas particulas que
passaram por algum processo de degradacdo sdo chamadas de particulas envelhecidas. O

processo de degradacdo é determinado tanto pelas condi¢cbes ambientais quanto pelas
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propriedades fisico-quimicas das substancias poliméricas que o constituem. Propriedades
fisico-quimicas como peso molecular, cristalinidade, estrutura, hidrofobicidade, resisténcia a
oxidacéo, biodegradabilidade, propriedades de superficie, aditivos, grupos funcionais e técnicas
de producdo (ALI et al., 2021; ANDRADY, 2017). Com relacdo ao meio ambiente, a
localizacdo geogréfica, condi¢des climaticas, poluicdo e poluentes, entre outros, afetam os
mecanismos e a taxa de degradacdo do plastico podem influenciar no tipo de degradacdo que
polimero sofrerd (ANDRADY; HAMID; TORIKALI, 2003).

Existem muitos tipos de degradacdo, incluindo degradacdo bioldgica, degradacdo
fisica e degradagdo quimica (DU et al., 2021). Na degradacdo biol6gica, os microrganismos
como fungos, bactérias e algas se envolvem em processos bioldgicos degradando o pléstico por
meio de hidrdlise e catélise enzimatica (YUAN et al., 2020). Como exemplo de degradacéo
fisica tem-se a fotodegradacdo, degradacdo térmica e degradacdo mecénica, enquanto a
degradacdo quimica inclui principalmente degradacdo por hidrélise e degradacdo por oxidagédo
térmica (YUAN et al., 2020).

Independentemente do método, a degradacdo dos materiais plasticos resulta em sua
fragmentacdo em pedacos cada vez menores e a liberacdo de seus componentes quimicos. O
potencial toxicol6gico de particulas envelhecidas ainda é pouco explorado na literatura.
Recentemente, pesquisadores da éarea de nanotoxicologia reconheceram a necessidade de
realizar experimentos com formas de NM ambientalmente envelhecidas (CHRISTIAN et al.,
2008; LAHIVE et al., 2017). E essa necessidade é ampliada a todos os tamanhos de particula
ja que ainda ndo sdo reportados muitos estudos sobre o tema. Sabe-se que com o
envelhecimento as caracteristicas da particula sdo alteradas (GUIMARAES; CHARLIE-
SILVA; MALAFAIA, 2021; KALCIKOVA et al., 2020), mas ndo se sabe ao certo de que forma
o envelhecimento pode afetar sua toxicidade. Guimaraes et al., (2021) verificaram efeitos como
estresse oxidativo e a neurotoxicidade em peixes da espécie Danio rerio. Yaripour et al., (2022)
verificou que ao expor peixes Coregonus lavaretus a NPs envelhecidas de poliestireno durante
a fertilizacdo, acarretou no aumento do comprimento do corpo da prole e na mortalidade

precoce dos organismos, o que sugere efeitos transgeracionais.

5 MATERIAIS E METODOS
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De modo geral, 5 g de fragmentos plasticos de PET virgens foram colocados em
beckers contendo um ambiente aquoso (1 L) e dispostos num sistema de degradagdo. As
analises desse estudo podem ser divididas em duas vertentes, sendo elas: a) analises para
compreender o comportamento das particulas plasticas em agua ultra pura (UP) - identificando
as alteragdes na superficie, liberacdo de constituintes e fragmentacdo, e b) anélises para avaliar
o0 potencial toxicoldgico, sendo a degradacao realizada nos meios especificos de cultura e
exposicao para cada organismo teste.

Os ensaios toxicoldgicos, a limpeza e fragmentacdo das garrafas de PET utilizadas
nesse estudo foram realizados no Laboratorio de Toxicologia Ambiental (LABTOX). A
caracterizacdo do PET antes e apds sua fotodegradacao foi realizada no Laboratério Central de
Microscopia Eletronica (LCME) — UFSC e no Laboratério de Optoeletronica Organica e
Sistemas Anisotropicos (LOOSA) do Departamento de Fisica da UFSC. A fracdo liquida
utilizada no ambiente de fotodegradacdo foi analisada no LCME, na Central de Analises do
Departamento de Quimica — UFSC, no Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia
(LAMEB) do Departamento de Biologia — UFSC e no laboratorio Centro de Estudos do Mar
(CEM) na UFPR. A preparacgdo das amostras bioldgicas para analise em microscopia eletrénica
foi realizada no Laboratério de Biologia Celular Vegetal (LABCEv) do Departamento de
Biologia — UFSC e analisadas no LCME.

Um esquema metodoldgico € apresentado na imagem a seguir (Figura 3).

Ap6s o tempo

i L Anélises
\ de exposi¢do
~
5g Fragmentos Exposicéo por
plasticos = ~ at24h Fragmentos plasticos
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\ - DDD [ AFM
O (i
ogo

Fracdo liquida*

Microscopia confocal
ICP-MS
Espectroscopia Raman

\,\ ,// COT
. ** Testes toxicologicos

Fragdo aquosa
1L

* UP ou nos meios especificos dos organismos.
** Utilizando somente a fragdo aquosa realizada com os meios especificos de cada organismo.
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Figura 3 - Esquema metodoldgico da pesquisa.
Fonte: A autora, 2023

5.1 PLASTICO UTILIZADO NA PESQUISA

A degradacdo proposta nesse estudo foi realizada com garrafas de PET vendidas
comercialmente como embalagem de refrigerante. Ap6s o consumo do produto, as garrafas
foram coletadas, lavadas com agua ultra pura (UP), secas naturalmente e cortadas em pedacos
menores de no maximo 1x1 cm. Para a analise, optou-se por utilizar embalagens do mesmo
produto (mesmo tipo de refrigerante) e mesmo fabricante, de coloracdo incolor. Isso para evitar

a variabilidade de constituicdo da garrafa analisada.

Figura 4- Fragmentos pléasticos utilizados na pesquisa.

Fonte: A autora, 2021

5.2 AMBIENTE DE DEGRADACAO

Os ensaios de fotodegradacdo foram realizados seguindo a metodologia de CAl et al.,
(2018) com algumas adaptacdes. O ambiente de fotodegradacao foi montado nas dependéncias
do LABTOX utilizando a estrutura externa de uma capela quimica (Figura 5). A fotodegradacéo
acontece devido a exposi¢do das particulas plasticas a lampada ULTRA-VITALUX 300 W,
OSRAM (Munique, Alemanha) que emite radiacdo no comprimento de onda entre 315 e 400
nm (UVA) e entre 280 e 315 nm (UVB). Essa lampada é indicada nos estudos de

fotodegradacé@o por fornecer a melhor simulacdo possivel da luz do sol na regido critica de
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comprimento de onda curta de 365nm até 295 nm, tendo seu pico em 340 nm (ANDRADE et
al., 2019). Apesar da capela possuir sistema iluminacéao, para suportar a lampada UVA 340 foi
montado uma estrutura a parte de madeira com um bocal de ceramica (Figura 5b), isso por que,
além do tamanho (muito maior que uma lampada convencional), a lampada aquece durante o

uso, sendo o bocal de cerdmica o0 mais indicado para suportar altas temperaturas.

Figura 5- Ambiente de degradacdo. Sendo estrutura externa (a), lampada e estrutura de madeira
(b) e isolamento do sistema.

= ~

Fonte: A autora, 2020.

Durante a exposi¢do, enquanto a ldmpada est4 acesa, o sistema permanece fechado
com uma tripla camada de papel pardo na abertura frontal (Figura 5¢) para proteger o sistema
da entrada da luminosidade externa e também, para protecdo dos circulantes do laboratério da
radiacdo utilizada, uma vez que a luz gerada pela lampada ULTRA-VITALUX pode causar
irritabilidade aos olhos, queimaduras solares e conjuntivite.

As amostras foram analisadas nos tempos 0 (sem exposi¢do — controle negativo), 2, 8,
16 e 24 h de exposicdo ao sistema de fotodegradacdo em agua ultra pura (UP) e 0 (sem

exposicao — controle negativo), 2 e 24 h nos meios especificos de cada organismo utilizado.
53 CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS PLASTICAS
Os fragmentos plasticos foram caracterizados antes e apés o periodo de

fotodegradagdo através da microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia de forca
atdbmica (AFM).
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5.3.1  Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

O MEV é capaz de produzir imagens de alta resolugdo da superficie de uma amostra,
possibilitando elevada profundidade no foco, gerando imagem com aparéncia tridimensional
(DE ASSUMPCAO PEREIRA-DA-SILVA; FERRI, 2015).

Nesta pesquisa foram analisados via MEV, fragmentos que passaram e que nao
passaram pelo processo de fotodegradacao em dgua UP (tempos 0, 2, 8, 16 e 24 h) e fragmentos
fotodegradados nos tempos 0, 2 e 24 h nos meios especificos de cada organismo utilizado. Esses
fragmentos foram depositados sobre suportes metélicos (stubs) e em seguida revestido com
ouro-paladio. As amostras foram examinadas e fotografadas no MEV JSM 6390 LV (JEOL
Ltd., Téquio, Japdo, em 10 kV).

532  Microscopia de forca atbmica (AFM)

A AFM é uma técnica muito utilizada nos estudos da ciéncia dos materiais devido as
propriedades e caracteristicas que esta técnica oferece acerca da superficie de materiais em nivel
nanomeétrico. Trata-se de uma analise que possibilita conhecer a topografia da superficie de
amostras através da formacdo de mapas topograficos.

Para essa analise, foram selecionados fragmentos plasticos planos fotodegradados nos
tempos de 0, 2, 8, 16 e 24h para 0 meio UP e 0, 2 e 24h para os meios especifico de cada
organismo. Os fragmentos foram analisados através do microscépio de forca atbmica Nanosurf,
EasyScan2. As andlises foram conduzidas no Laboratorio de Optoeletronica Organica e
Sistemas Anisotropicos (LOOSA) do Departamento de Fisica da UFSC.

5.4 CARACTERIZACAO DA FRACAO LIQUIDA

54.1  Microscopia confocal

A identificac&o de possiveis fragmentos plasticos resultado da degradacao foi realizada
no LAMEB através da analise de microscopia confocal. Para essa analise em especifico, 0 meio
aquoso, seja ele UP ou meio de cultivo foi filtrado em um filtro de seringa de PTFE de 0,22 um

para garantir que particulas existentes no meio néo prejudiquem a possivel identificacdo de
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particulas plésticas. Apesar do pléastico possuir luminescéncia, esta foi intensificada utilizando
o corante vermelho do Nilo (NR). O corante adsorve em superficies plasticas e as torna
fluorescentes quando irradiadas com luz azul possibilitando assim a visualizacdo dos
fragmentos no microscopio de luz. A solucio de NR foi preparada a 1 mg.mL ™ em acetona. 50
pL de estoque de NR foi acrescentada no meio aquoso e o sistema foi mantido em agitagdo a
100 rpm por 60 minutos. Apoés a agitagdo, foi retirado uma aliquota da fracdo liquida e analisada
no microscopio confocal. O equipamento utilizado foi 0 Microscopio Confocal LEICA TCS
SP5/DMI 6000, localizado no LAMEB seguindo a metodologia descrita por Maes et al. (2017)

com modificagdes.

542  Espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)

A anélise de ICP-MS foi realizada na Central de Analises do Departamento de
Quimica — UFSC, no equipamento Espectrébmetro de Massa com Plasma Indutivamente
Acoplado ICP-MS, modelo NexION 300 D (Perkin Elmer, Sheltron, USA). Essa analise tem
como objetivo quantificar o antimdnio presente nas amostras liquidas, um dos aditivos
utilizados na producdo do PET e principal indicador da degradagdo do material devido a
fotodegradacéo.

543  Carbono Organico Total (COT)

Os pléasticos podem perder sua massa total durante a degradacédo e ser convertido em
CO2 ou CH4 em diferentes condi¢cbes ambientais. A perda de peso é comumente usada para
indicar a degradacdo dos plasticos e pode ser refletida indiretamente por meio da medicdo de
COT, sendo essa técnica uma boa indicadora da degradacdo do polimero (DOMINGUEZ-
JAIMES et al., 2021). A perda de peso pode resultar ndo apenas da mineralizacao de plasticos,
mas também da liberacdo de aditivos (ZHANG et al., 2021a). Desse modo, decorrente do
processo de degradacdo do polimero, ocorre o aumento da quantidade do carbono organico no
meio aquoso devido a dissolu¢do no meio.

A determinacgéo de COT foi realizada no equipamento Shimadzu modelo TOC-LCSH
(Barueri, Sao Paulo, Brasil), com leitura em triplicata, seguindo a metodologia padréo ISO 8245

(1999). Esta analise determina o Carbono Total (CT) e o Carbono Inorganico Total (CIT).
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Sendo o COT a diferenca entre o CT e CIT das amostras. A analise foi realizada no laboratério
Centro de Estudos do Mar (CEM) na UFPR.

5.5 AVALIACAO TOXICOLOGICA

5.5.1  Teste de toxicidades aguda com D. magna

A metodologia para a realizacdo dos testes de toxicidade aguda com D. magna seguiu
orientacbes da NBR 12.713 (BRASILEIRA; NBR, 2006). Neonatos (2 até 26 horas de vida)
foram expostos a fragdo liquida resultado da degradac&o dos fragmentos plasticos em meio ISO,
por um curto intervalo de tempo (48 h). Os testes foram realizados em duplicata para cada
diluicdo, sendo colocados 10 neonatos em cada réplica com 25 mL de volume final. Apds as 48
h, foi avaliado o efeito sobre a mobilidade dos organismos expostos a amostra sendo
contabilizados os organismos imdveis. O resultado foi avaliado através do método estatistico
Trimmed Spearman Karber e expresso na concentracdo efetiva que causa imobilidade em 50%
dos organismos expostos (CEso).

Foram analisadas fra¢des liquidas resultado da degradacdo do plastico nos tempos 0,
2,8,16e24h.

5532  Teste de toxicidade cronica com D. magna (F0)

No ensaio de toxicidade cronica, neonatos de D. magna foram expostos durante 21
dias a fracdo liquida resultado da degradacdo do plastico. Ao fim do periodo de exposicéo,
foram observados os efeitos na reproducdo, no crescimento e na longevidade desses organismos
além do tempo da primeira prole. Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente através
do método estatistico Dunnett, de modo a obtermos a concentracédo de efeito observado (CEO)
e a concentragdo de efeito ndo observado (CENO). Sendo CEO a menor concentragdo da
amostra que causa efeito significativo nos organismos e CENO a maior concentracdo da
amostra que ndo causa efeito significativo nos organismos. Os testes foram mantidos em
temperatura e luminosidade controlada de 20 £ 2°C e fotoperiodo de 16 horas de luz. A troca
do meio foi realizada trés vezes por semana e a cada troca foi disponibilizado uma nova
quantidade de alimento. O teste foi realizado com a fragdo liquida resultado do periodo de

exposicéao a fotodegradacao nos tempos de 0, 2 e 24 h,
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533  Teste de cronico de recuperagdo com D. magna (F3)

A terceira (F3) prole de FO foi utilizada para avaliar se organismos nascidos de mées
expostas a fracdo aquoso da fotodegradacao apresentaram efeitos cronicos mesmo quando nédo
expostas a mesma amostra.

Os neonatos da terceira geracdo nascidos de mées expostas ao controle, 2 e 24h de
fotodegradacdo foram mantidos apenas em M4 durante os 21 dias de teste, ndo havendo
exposicao a fracdo aquosa fotodegradada. As condicdes de teste foram semelhantes as do teste
cronico descrito em 5.5.2. Apds os 21 dias, os organismos utilizados no cronicos de recuperacao
também foram analisados considerando os parametros longevidade, reproducao e crescimento,
além de tempo para a primeira prole. Os resultados obtidos também foram tratados

estatisticamente através do método estatistico Dunnett.

5.3.4 Teste de toxicidade com a bactéria A. fischeri

Os testes de toxicidade aguda com a bactéria A. fischeri foram realizados conforme as
normas ISO 11.348 — 3 (2007) e ABNT NBR 15.411-3 (2021). O ensaio consistiu na exposi¢ao
das bactérias a oito dilui¢cbes da amostra, sendo a concentracao de 80% a maxima. Por tratar-se
de uma bactéria marinha, o parametro salinidade teve que ser corrido para 20 g/L para a
manutencdo da cepa da bacteria e evitar resultados falsos positivos de toxicidade. As dilui¢bes
do ensaio foram mantidas a 15 °C e o reagente bacteriano a 3 °C, sendo essas temperaturas
controladas pelo proprio equipamento. Para a validacdo do ensaio foi realizado um teste de
sensibilidade com a solucgéo de controle positivo sulfato de zinco heptahidratado (ZnSQO4.7H20)
100 mg/L. A sensibilidade estando entre 2 e 10 mg/L demonstra que as bactérias estdo aptas a
serem usadas nos ensaios. Caso contrario, o lote deve ser descartado. Todos os procedimentos
realizados foram indicados e controlados pelo software 46 Microtox Omni 4.0 através do
equipamento MICROTOX® 500. Como resultado determinou-se a CEso,15 min que trata-se da
concentracdo que causou efeito a 50% dos organismos expostos num tempo de 15 min. Foram
realizados testes com amostras de 0, 2, 8, 16 e 24 h de degradagéo.

Por tratar-se de um organismo marinho, os fragmentos de PET foram degradados em

meio sintético, simulando a 4gua do mar. A producdo dessa agua do mar simulada seguia a
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metodologia descrita por Cai et al. (2018) com a composic¢éo: 26.5 g/L NaCl +24 g/L MgCl, +
0.73 g/L KCI + 3.3 g/L MgSO4 + 0.2 g/L NaHCO3 + 1.1 g/L CaCl, + 0.28 g/L NaBr.

5.5.5 Teste de toxicidade com a macrofita aquatica L. punctata

A metodologia utilizada nesse estudo foi baseada na ISO/DIS 20079 (2004) e OECD
(2002) com adaptacdes. De modo geral, a exposi¢do do organismo teste ao agente toxico tem
duracdo de 7 dias sob condi¢des de pH, luminosidade e temperatura controladas. Os resultados
coletados se baseiam na taxa de inibi¢do de crescimento devido a exposi¢do ao agente toxico.

O teste de toxicidade com a macrofita foi mantido em uma sala climatizada com
temperatura controlada de 24°C (z 2°C), sob a luminosidade de lampadas fluorescentes de 25W
totalizando uma radiacdo de aproximadamente 8.800 lux. O fotoperiodo foi ajustado para 12 h
de luz.

Ao final dos 7 dias, foram contabilizadas todas as frondes e feito a medicéao das raizes.
A taxa de crescimento foi calculada através dos procedimentos recomendados pela

normatizacdo da ISO/DIS 20079 (2004) utilizando a equacdo a seguir:

M =JIn (Nj)—1In(Nj) equacéo 1
tj—ti

Onde:

ri-j) - Taxa media de crescimento especifico do momento i para o j;

Ni: Namero de frondes observados nas amostras teste ou controle ao inicio do teste;
N;: Numero de frondes observados nas amostras teste ou controle ao final do teste;
ti: Tempo do momento do inicio do periodo de teste;

tj : Tempo do momento do fim do periodo de teste.

A percentagem de inibic&o de crescimento das amostras testadas foi estimada pela taxa
de crescimento média dos grupos controle e tratado. Esses valores foram inseridos na equacgéo
de inibicdo de crescimento (Equacéo 2), e com esses valores foi elaborado o gréfico de inibicdo

de crescimento.

% Ilr=rc—rr x100 equacao 2
e
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Onde:
% | r: Percentual de inibi¢do da taxa media de crescimento;
r.: Valor da média da taxa de crescimento da amostra controle;

rr: Valor da média da taxa de crescimento dos organismos expostos ao tratamento.

Foram realizados ensaio com a fracdo aquosa referente a 0, 2 e 24 h de exposicao a
fotodegradagdo. Como resultado obteve-se a CEso, concentracéao que causa efeito inibitorio em

50% dos organismos expostos.

5.6 ENSAIO DE NATACAO

A metodologia utilizada nesse ensaio foi baseada em Pikuda et al. (2019) com
adaptacGes. O ensaio de natacdo foi realizado com os organismos expostos a fragdo liquida nos
tempos 0, 2 e 24 h de fotodegradacédo do plastico apds a exposic¢ao desses organismos ao cronico
(FO) e teste cronico de recuperacdo (F3). De modo que, ap6s o tempo determinado, 0s
organismos foram colocados individualmente em uma placa de petri de 3,5 cm com 5 mL de
solucdo ISO. Apds 3 minutos de aclimatacdo, o padréo de natacdo dos organismos foi registrado
por 1 min. O resultado obtido foi tratado e analisado usando o software Kinovea

(https://www.kinovea.org/), sendo descoberto entdo o percurso de natacdo e a distancia final.

A geracdo de graficos que representam as trajetorias percorridas pelas Daphnias foi realizada

através do software SigmaPlot.

5.7 ATIVIDADE DOS MEMBROS TORACICOS E FREQUENCIA CARDIACA

Tanto a atividade dos membros toracicos quanto a frequéncia cardiaca sao parametros
fisiologicos de movimentos de membros ou oOrgdos das Daphnia. E as alteracdes desses
parametros quando comparados aos organismos controle, sdo indicativos de toxicidade
(TKACZYK et al., 2021).

A anélise da atividade toracica e a frequéncia cardiaca das D. magna foi realizada
seguindo a metodologia descrita por Eghan; Lee e Kim (2022). Apos os 21 dias de exposicéo,
o0s organismos foram visualizados no estereomicroscopio de fluorescéncia (Olympus, SZX16)

por um minuto cada. Usando o reprodutor de midia do Windows® media player, a velocidade


https://www.kinovea.org/

42

do video original foi ajustada para cdmera lenta viabilizando a observacdo de cada batida e
oscilacdo, possibilitando a contagem dos batimentos cardiacos e as contracdes e oscilagdes
toracicas. Os resultados foram registrados em batimentos por minuto (bpm) e analisados

estatisticamente através do software SigmaPlot.

5.8 ESTRESSE OXIDATIVO

Um dos indicadores do sistema antioxidante dos organismos sdo as espécies reativas
de oxigénio (EROs). A metodologia para quantificacdo da geracdo de EROs € baseada em Xie
et al., (2006), com algumas modificacbes. Apds 48 h de exposicdo, as D. magna (juvenis, entre
5 e 8 dias de vida) foram recolhidas e transferidas para 1 mL de reagente H2DCFDA com uma
concentragéo final de 50 uM durante 4 h a 25 °C no escuro. Em seguida, as D. magna foram
lavadas com &gua ultrapura, homogeneizadas por homogeneizador manual e centrifugadas a
6500 RPM durante 5 min. O sobrenadante recolhido foi analisado no leitor de fluorescéncia
Multileitora Infinite M200 TECAN (Méannedorf, Suica) com excitacao de 488 nm e emissao de
530 nm e as D. magna inteiras foram visualizadas em estereomicroscépio de fluorescéncia
(Olympus, SZX16).

Foi quantificada a geracdo de EROs nos organismos expostos a fracdo aquosa
resultado de 0, 2 e 24 h de exposicdo no teste de toxicidade crénica e no teste cronico de

recuperacao.

5.9 ANALISE ATRAVES DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
(MET)

Para a realizacdo da andlise através de MET, os organismos precisam ser emblocados.
Todo o processo de emblocamento foi realizado no LABCEv, localizado na UFSC seguindo a
metodologia descrito por Bouzon et al. (2006) com adaptacGes. Inicialmente, os organismos
foram fixados em solucéo de glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4% e tampé&o cacodilato de
sodioa 0,1 M (pH 7,2) de 12 a 24 h. Em seguida, foram lavadas (3x) em tampé&o cacodilato de
sodio 0,1 M durante 30 min. As amostras foram entdo pds-fixadas em tetréxido de 6smio 1%
em tampao cacodilato 0,1 M de 2 a 4 h. Em seguida foram realizadas lavagens (3x) em tampao

cacodilato de sodio 1% por 30 min cada. Apés a lavagem, as amostras foram desidratadas em
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uma série acetdnica crescente (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), 10 min cada etapa. A ultima
série, 100%, foi repetida 2 vezes. O material foi entdo infiltrado com resina Spurr em series
graduais durante 5 dias. E duas infiltracbes em resina pura por 24 h cada. A amostra foi entdo
polimerizada em estufa a 70 °C por 24 h. Os cortes ultrafinos foram realizados com auxilio de
uma navalha de diamante e em seguida corados com citrato de chumbo 1%. Os cortes foram
analisados no microscopio eletrénico de transmissdo JEM 1011 (JEOL, Tdquio, Japdo) do
LCME - UFSC.

Foram emblocados e analisados os organismos expostos a CEO e ao controle negativo

do ensaio crénico com organismo D. magna.

510 ANALISE ATRAVES DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA
(MEV)

Os procedimentos relativos ao preparo das amostras do microcrustaceo D. magna
foram realizados no LABCEv. Para este ensaio, foram utilizados organismos expostos a CEO
e ao controle negativo do ensaio cronico. Inicialmente as Daphnias foram fixadas durante 1 dia,
em solucdo de glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4% e tampdo cacodilato de sodio a 0,1 M
(pH 7,2). Em seguida, foram lavadas (3x) em tampé&o cacodilato de s6dio 0,1 M durante 30 min.
As amostras foram entdo pds-fixadas em tetroxido de ésmio 1% em tampéo cacodilato 0,1 M
de 3 h. Em seguida foram realizadas lavagens (3x) em tampao cacodilato de sédio 1% por 30
min cada. Apos a lavagem, as amostras foram desidratadas em uma série crescente de etanol
(30%, 50%,70%, 90%), 10 min cada concentracdo. As amostras foram depositadas sobre
suportes metalicos (stubs), revestidas com ouro-paladio e examinadas e fotografadas no MEV
JSM 6390 LV (JEOL Ltd., Téquio, Japdo, em 10 kV) localizado no LCME -UFSC.
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6 RESULTADOS
6.1 CARACTERIZACAO DAS PARTICULAS PLASTICAS
t.1.1  Forca Atbmica
Os ensaios preliminares de forca atdmica demonstraram a degradacao da superficie do
material plastico onde é possivel verificar a alteracdo superficial do material. Alteracbes que
foram observadas através dos resultados de AFM (Erro! Fonte de referéncia néo

encontrada.).

Figura 6 — Imagens de AFM nos tempos de 0,2, 8, 16 e 24 h de exposicao a fotodegradacdo em
UP.

Fonte: A Autora, 2023.

A superficie dos fragmentos plasticos de controle, conforme demonstrado na Erro!
Fonte de referéncia ndo encontrada.A mostrou uma topografia com pequenas elevagdes.
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Apresentando altura méxima dos picos e cavidades de 395,64 nm. A amostra que passou pelo
processo de degradacdo apresentou maior alteracdo superficial, tendo picos de 881,14 nm,
(Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.B).

De modo geral, toda superficie de polimeros apresenta elevacées (BAJPAI; BHATT,;
KATARE, 2016), porém, estas tendem a ser mais homogéneas, como visualizado na Erro!
Fonte de referéncia ndo encontrada.A. Na amostra controle é possivel visualizar pequenas
saliéncias e buracos rasos, enquanto cavidades profundas e significativas foram formadas nos
fragmentos plasticos degradados. Resultado semelhante ao encontrado nas pesquisas de
Taghavi et al. (2021) e Iiiiguez et al. (2018), onde ambos analisaram alteragdes em materiais
plasticos, um devido a acdo de microrganismos e o0 outro a degradacéo devido a exposicao a luz
UV. A diferenca de tonalidade indica areas com propriedades mecanicas diferentes. Onde a cor
mais escura nas imagens mostra as areas de maior dureza em cada material, sendo essas areas
predominantes nos polimeros originais. A tendéncia do material é que, ao possuir areas menos
duras, ele se rompa.

A fotodegradacdo em meio UP foi realizada afim de entender como a degradacéo
ocorria com o tempo de exposi¢do. Como observado, quanto maior o tempo de exposi¢do, maior
a degradacdo do material. Por isso, fragmentos plasticos foram degradados por 24 h nos meios
especificos dos organismos utilizados nos testes toxicoldgicos. Sendo o meio M4 referente ao
teste com D. magna, meio de cultivo do organismo L. puntacta e meio de dgua do mar

reconstituida, meio da bactéria marinha A. fischeri.
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Figura 7 - Imagens de AFM de fragmentos plasticos que ndo passaram pelo professor de
fotodegradagdo (A) e apds 24 h de fotodegradacdo em meio M4 (B), meio da Lemna (C) e meio
da 4gua do mar simulada.
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Fonte: A Autora, 2023.

Conforme ilustrado tanto na Figura 6 quanto na Figura 7, o plastico apresenta
superficie bastante homogénea antes do processo de fotodegradacdo. Em contrapartida, areas
com propriedades mecanicas diferentes apareceram nas amostras fotodegradadas. A cor mais
escura nas imagens indica as areas de maior dureza em cada material, e essas areas sao
predominantes nos polimeros originais. A presenca de areas mais claras nas imagens, indica
superficies fragilizadas devido a exposicao.

Dentre os resultados obtidos nos meios utilizados nos testes toxicoldgicos dessa
pesquisa, destaca-se o fragmento plastico fotodegradado em agua do mar reconstituida. Apensar
de ndo possuir 0 maior pico, é a amostra que apresenta boa parte de sua composic¢do com alturas
elevadas quando comparada ao controle. Essa caracteristica € possivel identificar
principalmente devido a coloragéo da imagem que em quase sua totalidade esta mais clara que
as demais.

A radiacdo devido a fotodegradacdo desempenha um papel importante na degradacéo
do plastico através da fotooxidacdo. Durante o processo de fotodegradacado diversas alteraces

poliméricas podem ser observadas como resultado do intemperismo quimico: grupos funcionais

763.81 nm

0.00 nm

924.31 nm

0.00 nm
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ricos em oxigénio sdo gerados e seu peso molecular diminui (INIGUEZ; CONESA;
FULLANA, 2018). A taxa de fragmentacdo aumenta com temperaturas e niveis de oxigénio
mais elevados (KERSHAW; UNITED NATIONS ENVIRONMENT PROGRAMME.
GLOBAL PROGRAMME OF ACTION FOR THE PROTECTION OF THE MARINE
ENVIRONMENT FROM LAND-BASED ACTIVITIES, 2015). A salinidade, o tempo de
exposicao, a fotodegradacdo e os niveis de exposicdo ao oxigénio foram fatores importantes
que afetaram o grau de degradacdo da particula plastica em meio salino.

Face aos resultados obtidos, € importante concluir que a maior parte dos plasticos
extraidos do mar estdo altamente degradados. Uma vez que alteraces na superficie do material
jaforam identificadas com 24 h de fotodegradacdo nessa pesquisa. Horodytska, VValdés, Fullana
(2018) afirmam que a reciclagem mecanica deve ser a op¢do numero um para o tratamento de
residuos plasticos quando a qualidade do material reciclado é boa o suficiente para garantir uma
elevada taxa de substituicdo de material virgem. Por esse motivo, a utilizacdo de plasticos
encontrados nos oceanos nao € viavel para o processo de reciclagem mecanica. Deverdo assim
ser utilizados outros processos de tratamento deste tipo de residuos plasticos, como a
recuperacao energética.

A decomposicéo de particulas plastico nos oceanos pode levar centenas e até milhares
de anos (BARNES et al., 2009). Durante este periodo, contaminantes quimicos, contidos nos
plasticos, como o antiménio, sdo lancados no mar. Além disso, a degradacdo continua de
plasticos maiores gera a liberacdo de plasticos em escalas menores, o que resulta num aumento
anual na quantidade de MP no mar (ANDRADY, 2017).

012 MEV

As micrografias mais representativas dos fragmentos plasticos fotodegradados por 24
h estdo expostas na Figura 8. Na imagem da amostra controle (A) é possivel verificar texturas
relativamente homogéneas e compactas. Em contrapartida, os fragmentos fotodegradados (B,
C, D e E) apresentam texturas superficiais relativamente asperas. E possivel observar também
a oxidacdo granular e a formacdo de flocos na superficies apos a exposi¢do. Além disso, nas
micrografias dos fragmentos plasticos em meio M4 (Figura B e C) € possivel identificar fissuras
evidentes na superficie do material. Todas essas caracteristicas (oxidagao granular, lascas e
rachaduras) constituem padrdes de degradacao (CAl et al., 2018).

Segundo Cai et al., (2018), a formacdo de fissuras é atribuida principalmente a

degradacdo fotooxidativa continua. No PET, esse tipo de degradacdo envolve a formagdo de
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uma éarea de superficie quebradica e fragilizada que posteriormente, desprendem-se da
superficie do polimero. A fotoclivagem direta subsequente a fotooxidacdo dos grupos glicol,
ocasionada pela exposicéo a luz solar, ndo € uniforme e ocorre especialmente na face exposta
diretamente a luz (KOSCHEVIC; RODRIGO; BITTENCOURT, 2016).

Cai et al.,, (2018) verificou degradacdo de pellets virgens de polietileno (PE),
polipropileno (PP) e poliestireno (PS) em até 6,5 meses de exposicdo a radiacdo UV em trés
diferentes meios, agua do mar simulada, &gua UP e ar. Apesar da exposicdo mais longa, 0s
autores relatam que no menor tempo analisado, 1 més, ja é possivel observar as alteracdes na
superficie do material. No presente trabalho, ja foram observados efeitos apds 24 h de

exposicao.

Figura 8 — Imagens de MEV de fragmentos plasticos que ndo foram expostos a degradacéo -
controle (A), fragmentos plasticos ap6s 24 h de exposi¢édo a fotodegradacdo no meio M4 (B) e
e 4gua do mar reconstituida (E).

WY X150 10p

8kV X50  500pm X80 200um

8kV X1,5600 10pm 8kV X1,600 10pm

Fonte: A autora, 2023.
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loakeimidis et al. (2016) afirmam que outro importante processo de degradacao é
hidrélise. Eles afirmam que o estagio inicial da degradacdo ¢é a absorcdo da radiacdo, o que
caracteriza a fotodegradacéo. A luz absorvida tem energia suficiente para quebrar as ligacdes
quimicas na cadeia polimerica principal. Entdo, o PET com propriedades de superficie alteradas
afundam e iniciam a degradacdo hidrolitica. Situacdo que ocorre naturalmente nos oceanos.
Esse afundamento dos fragmentos plasticos foi observado nas amostras expostas no meio de
agua do mar simulada em menos de 24 h de exposicéo.

Segundo Edge et al. (1991), o PET quando exposto a luz degrada-se rapidamente,
levando a deterioracdo das propriedades fisicas e mecanicas e desenvolve uma cor amarela
intensa. A mudanca da coloracdo do polimero ndo foi observada ap6s as 24 h de degradacéo,
mas em estudos iniciais, ap6s um més de fotodegradacdo os fragmentos comecaram a mudar
sua tonalidade.

N&o séo apresentados imagens de detalhes das figuras D e E devido a uma limitagéo
do equipamento em produzir imagens de qualidade com um aumento muito grande. Uma vez
que, para a obtencdo das duas micrografias foi necessario um aumento maior do que para as
amostras expostas em M4 e para o controle, por exemplo. Em B e C as caracteristicas que

indicam a degradagéo ficam evidentes em aumentos menores.

6.2 CARACTERIZACAO DA FRACAO LIQUIDA

.21 Quantificacdo de antimonio

Os resultados da quantificacdo de Sb na fracdo liquida do ensaio de fotodegradacéao
estdo expressos na Figura 9. No gréafico € possivel observar que os meios complexos utilizados
nessa pesquisa apresentaram maior concentragdo de Sb apos as 24 h de fotodegradacdo quando
comparados ao controle. E dentre eles, 0 meio M4 foi o0 que apresentou maior concentracdo de
antimonio (39,2 + 7,6 pug L), sequido pelo meio de 4gua do mar reconstituida (131,2 + 8,7 ug
L) e logo apds, o meio de cultivo do organismo Lemna (129,6 + 1,4 pug L™?). A fracdo liquida

controle (meio UP) apresentou valores variando entre 0,008 e 0,048 pg L™.
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Figura 9- Quantificacdo de Sb nas amostras de &gua UP, meio M4, meio da Lemna e agua do
mar reconstituida empregadas nos ensaios de fotodegradacé&o.
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Fonte: A autora, 2023.

O antimonio e seus compostos estdo naturalmente presentes na crosta terrestre. Filella,
Belzile e Chen (2002) relataram que as concentracgdes tipicas de antimoénio total dissolvido séo
geralmente inferiores a 1,0 ug L™ em dguas néo poluidas. Valores acima dos relatados ja foram
encontrados na Coréia (faixa de 0,1 - 27 ug L™?) nos anos de 2004 a 2005 (AN; NAM; LEE,
2008). No Brasil, os limites de potabilidade indicam concentracdo 6 pug L™ de Sb (Portaria
GM/MS 888/2021).

Na presente pesquisa, de modo geral, a concentracdo de Sb aumenta conforme o tempo
de exposicdo a fotodegradacdo. Porém, na amostra controle os resultados encontrados apontam
para uma lixiviacdo inicial relativamente rapida, seguida por uma estabilizacdo e queda da
concentracdo de Sh. Uma vez que a quantificagdo de Sb na amostra de agua UP foi 0,008 ug L
! para0h, 0,048 pug L para2h, 0,047 pg L para8h, 0,035 ug L para 16 h e 0,026 pg L
para 24 h de fotodegradacao.

Esse resultado se assemelha aos resultados descritos na literatura. Kerszter et a. (2009)
observaram que a lixiviacdo de Sb de PET em aguas engarrafadas aumentava rapidamente
durante o primeiro periodo de armazenamento e entdo, alcan¢ava um estado estacionario. Esses
autores descreveram 0 aumento da concentracdo de antiménio em funcdo do tempo de
armazenamento com uma curva de saturacgéo atingindo 0,7 e 0,8 L™ num periodo de um ano,
mas n&o superior a 1 mg L™t mesmo apds um periodo de trés anos de tempo de armazenamento.

Fan et al., (2014) também observaram que a liberagdo do Sb de garrafas PET tornou-se estavel
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alongo prazo de armazenamento. E em ambas as pesquisas, tanto Keresztes et al., (2009) quanto
Fan et al., (2014) observaram que as concentracdes lixiviadas representam uma porcentagem
muito pequena do antimonio total presente no PET de uma garrafa.

A liberacdo de ions e moléculas de polimeros normalmente ocorre por difusdo
(NAKASHIMA et al., 2016), mas muito pouco foi estudado a respeito da liberacdo de Sb de
plasticos em meio marinho ou outros meios complexos. Devido a preocupaces com a salde
humana, na literatura existem muitos trabalhos que avaliam a migracdo de Sb do PET em
contato com alimentos e bebidas. Liberacdo ja comprovada nas pesquisas de Fan et al., (2014),
Haldimann et al. (2013), Keresztes et al. (2009) e Westerhoff et al. (2008), por exemplo.
Haldimann et al. (2013) e Westerhoff et al. (2008) indicam que a difusdo de Sb em alimentos e
bebidas depende da natureza fisica e quimica das espécies ou compostos migrantes, das
propriedades do plastico, incluindo cristalinidade, polaridade e peso molecular, da relacéo entre
a area superficial do plastico e o volume da solucéo, e a presenga de quaisquer outros aditivos
no plastico que pode retardar ou facilitar o processo de difusdo como a adsorcao, por exemplo.

Com relacdo a liberacdo de compostos do plastico em diferentes meios, James e
Turner (2020) afirmam que as interacdes entre constituintes aquosos e os constituintes do PET
influenciam na migracdo do metaloide. Os resultados obtidos nessa pesquisa comprovam essa
afirmacéo, uma vez que a complexidade do meio influenciou na liberagdo do Sh. De modo que,
em meios complexos como o meio M4, meio Lemna e &gua do mar reconstituida, a
concentracdo de Sb quantificado foi muito maior.

A forma em que o antimdnio esta presente no PET pode desempenhar um papel na
difusdo do elemento dentro do polimero e, consequentemente, sua possivel liberacdo na agua.
A difusividade do Sb no polimero ira ser diferente dependendo se ele esta presente como Sblll,
glicolato de antimdnio livre de tamanho micro ou nano ou ligado ao polimero (FILELLA,
2020). O fato da concentragdo quantificada representar uma porcentagem muito baixa com
relacdo ao valor total da garrafa PET, segundo Filella (2020), indica uma difusividade muito
pequena do elemento no polimero a temperatura ambiente a longo prazo. Rungchang et al.,
(2013) determinaram os coeficientes de difusdo de Sb em amostras de PET em temperaturas
variando de 25 a 70 °C. O modelo previsto para a migragéo de Sb sugere que as condicoes de
armazenamento de todas as bebidas acondicionadas em garrafas PET devem ser abaixo de 70
°C por no maximo 72 dias para evitar niveis de Sb acima do valor recomendado de 5 pg/L
estabelecido pela Comunidade Européia. Valor recomendado também no Brasil na CONAMA

357/2005. Segundo Westerhoff et al., (2008) o armazenamento em temperaturas mais altas
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mostrou um efeito significativo na liberacdo de Sb dependente do tempo. Logo, tanto o
resultado encontrado na pesquisa como o0s encontrados na bibliografia (JO et al., 2018), indicam
que a radiacdo possui pequena influéncia sobre a lixiviacdo do antiménio. Em contrapartida,
altas temperaturas favorecem a lixiviagdo de Sh de garrafas PET e, semelhante ao que acontece
na fotodegradacao, as taxas de liberagdo também diminuem com o tempo de armazenamento
(FAN et al., 2014; RUNGCHANG et al., 2013; WESTERHOFF et al., 2008). Além disso,
estudos na literatura demonstram que garrafas com volumes maiores liberam niveis mais baixos
de Sb (KERESZTES et al., 2009; WELLE; FRANZ, 2011).

Além da baixa lixiviac&o de Sh, é possivel observar a diminuigéo do valor quantificado
com o passar do tempo. Esse efeito pode estar relacionado a estabilidade térmica do PET
(Holland e Hay, 2002). Os produtos de degradacdo do PET podem ter grupos funcionais que
podem reabsorver o antiménio da agua (Awaja e Pavel, 2005, Li et al., 2014).(CHAPA-
MARTINEZ et al., 2016).

.22 Microscopia Confocal

Os resultados da identificacdo de particulas plasticas em meio aquoso via microscopia confocal
estdo expostos na
Figura 10.

Os polimeros plasticos naturalmente possuem fluorescéncia. Porém, para facilitar a
identificacdo de fragmentos em escalas menores, geralmente as particulas sdo coradas com
algum tipo de corante artificial. O corante Nilo Red apesar de muito utilizado para a
identificacdo desses materiais, ndo apresenta bom desempenho quando s@o analisados
fragmentos de PET (Erni-Cassola et al.,2017). Por isso, nessa pesquisa as imagens obtidas como
resultado referem-se aos fragmentos sem a utilizacdo de corante, ou seja, a fluorescéncia

emitida naturalmente pelo PET.

Figura 10 - Identificacdo de possiveis fragmentos de PET nos meios: UP (A — controle, B —
apos 24 h de fotodegradacgéo), M4 (C — controle, D —ap0s 24 h de fotodegradagdo), meio Lemna
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(E — controle, F —apds 24 h de fotodegradacao) e gua do mar reconstituida (G — controle, H —
apos 24 h de fotodegradagao).

Fonte: A autora, 2023.

Nos resultados obtidos, é possivel observar um aumento da quantidade de fragmentos
comparando os controles (A, C, E, G) dos meios que passaram pelo processo de fotodegradacgéo
por 24 h (B, D, F, H). Indicando ent&o que o processo da fotodegradacéo resultou no aumento
de particulas em todas as solugoes.

Os fragmentos encontrados nessa pesquisa se assemelham aos encontrados por
Karakolis et al. (2019) e Shim et al. (2016). Apesar da semelhan¢a com trabalhos ja publicados,
0s possiveis fragmentos encontrados atraveés da analise de confocal ndo podem ser confirmados
como fragmentos de PET. Isso por que, analises complementares como a espectroscopia Raman
ndo puderem ser realizadas devido as limitagfes do equipamento com relacdo a amostra. Além

disso, as estruturas identificadas ap0s a fotodegradacdo também foram visualizadas no controle.
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Caso essas estruturas sejam particulas plasticas, vale ressaltar que por mais que sejam utilizados
meios adequados, todo o processo de fabricacdo tanto da agua UP quanto da dgua de osmose
passam por estruturas plasticas que podem ter liberado pequenos fragmentos de plastico para a
agua, caracterizando entdo a contaminacgdo plastica. Em contrapartida, sabe-se que o plastico
envelhecido ou exposto a algum intemperismo pode sofrer fragmentacdo. O aumento da
quantidade de particulas quando comparados aos controles provavelmente foi por acdo da

fotodegradacéo do plastico.

623  COT

Conforme mostrado na Figura 11, os valores encontrados para COT indicam um
crescimento de 12 A 113,44% quando comparado aos controles negativos (0 h de exposicao).
Para 0 meio de agua UP, a porcentagem de aumento apds 24 h de exposi¢do foi de 58,55%,
para 0 meio M4 12,49%, meio Lemna 40,07% e para 0 meio 4gua do mar reconstituida de
113,44%.

A degradacdo fotooxidativa é o processo de decomposic¢do do material pela agdo da
luz, que é considerada como uma das principais fontes de danos exercidos sobre substratos
poliméricos em condicdes ambientais (SINGH; SHARMA, 2008). A degradacéo do polimero
via fotodegradacdo gera grupos terminais éster, aldeido e propil (NAGAI et al., 2005). As
radiagdes UV tém energia suficiente para quebrar a ligacdo C-C e boa parte dos radicais livres
se formaram como resultado da clivagem dessas ligacbes C-C e ligagfes C-H (SINGH,;
SHARMA, 2008). Além disso, alguns grupos cromdéforos (por exemplo, varios mondmeros que
ndo reagiram (C=C), grupos carbonila (C=0) e grupos hidroperéxido (ROOH)) introduzidos
na fabricacdo de plasticos também foram iniciados devido a exposicdo a irradiagdo UV (Singh
e Sharma, 2008). Resultando na formacao de mais radicais livres.

Logo, os valor de COT encontrados nesse estudo representam os intermediarios de
degradacdo que foram liberados para o meio aquoso. O aumento do percentual de COT para
todos os meios analisados juntamente com os resultados de MEV, AFM e quantificacéo de Sb,
comprovam que o sistema proposto possibilitou a degradacéo do material plastico.



Figura 11 — Percentual de aumento de COT da fracdo aquosa resultante da

fotodegradacgéo por 0, 2 e 24 h.
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Fonte: A autora, 2023.

6.3 AVALIACAO TOXICOLOGICA

t.3.1  Toxicidade aguda e cronica com D. magna

Os testes de toxicidade aguda com D. magna empregando a fracdo liquida obtida da

fotodegradagdo dos PET ndo identificaram efeito toxicoldgico ao organismo em nenhum dos

tempos analisados (2, 8, 16 e 24 h). Permanecendo vivos todos 0s neonatos expostos até o final

dos testes.

Ja para os testes de toxicidade cronica foi possivel identificar efeito na reproducéo dos

organismos expostos, conforme indicado no Quadro 1.

Quadro 1- Resultados do teste de toxicidade crénica com o organismo D. magna nos tempos
de exposcdo de 2 e 24 horas na geragdo parental (FO) e teste de toxicidade crénicade
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recuperacdo na terceira geracdo (F3) . (* indica significancia estatistica p<0,05 comparado ao
controle do teste)

Geragao Amostra Longevidade Reprodugéo Crescimento
sobreviventes (%) | (nascidos/prole) (mm)
Cronico de exposicado a fracdo liquida da fotodegradacéo
Controle 10 8,04 4,52
FO Tratado (2h) 10 7,88 4,97
Tratado (24 h) 10 5,52* 45
Cronico de Recuperacéo - Meio M4
Controle 10 8,54 4,62
F3 Tratado (2h) 10 10,66 45
Tratado (24 h) 10 11,81* 4,2

Fonte: A autora, 2022

Os organismos expostos a fracdo liquida extraida ap6s 24 h de fotodegradacdo do PET
apresentaram resultados de reproducdo estatisticamente diferente do controle do teste. No
ensaio foi observado uma menor geracdo de filhotes durante os 21 dias de exposicdo. Sendo
essa reducdo observada tanto no nimero de posturas quanto no namero de filhotes por postura.
Além disso, a reproducdo dos organismos expostos também foi alterado levando em
consideracdo o inicio da postura das Daphnias. Organismos expostos aos tratamentos geraram
filhotes em apenas 7 dias sendo uma média, 7,3 £ 0,8232 dias para organismos expostos a fracéo
liquida resultado de 2 h de exposicdo e 7,00 + 0,8165 dias para 24 h. Enquanto os organismos

da amostra controle apenas em 14 dias (14,4 £ 0,9555) (Figura 12A).

Figura 12 - Dia da primeira ninhada dos organismos utilizados no teste cronico com Daphnia
magna nas concentracdes controle, fracdo liquida resultado de 2h de fotodegradacédo (2 h) e
fracéo liquida resultado de 24 h de fotodegradacédo (24 h) na geracao parental (FO) e na terceira
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geracgdo de filhotes (F3). (* indica significancia estatistica p<0,05 comparado ao controle do
teste)
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Fonte: A autora, 2023

A maturidade mais precoce das Daphnias observada no presente estudo resultou em
um inicio mais precoce da reproducdo e maior numero de posturas porém, com nimero menor
de descendentes a cada ninhada. Esse comportamento também foi observado a partir da terceira
geracdo dos neonatos (F3) gerados durante 0 ensaio e expostos a 21 dias no meio de cultivo M4
(crénico de recuperacdo). Os organismos nascidos no 11° (dia da terceira ninhada gerada pela
exposicdo a amostra de 24 h de fotodegradacéo) e 12° dia (dia da terceira ninhada gerada pela
exposicdo a amostra de 2 h de fotodegradacdo), em 24 e 2h de exposi¢do respectivamente,
geraram seus primeiros descendentes a partir do 7° dia de exposi¢do, conforme indicado na
(Figura 12A). Sendo uma média de 14,6 + 1,9550 dias para o controle, 8,20 + 0,7888 dias para
2he 7,60+ 1,3499 dias para 24 h. A variagdo no tempo de postura de neonatos devido a alguma

situacdo estressante pode ser explicada pela aceleracdo do processo reprodutivo no inicio do
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ciclo de vida, fazendo com que o organismo adiante a producao e a liberagdo da prole (MAURI,;
BARALDI; SIMONINI, 2003).

Na avaliacdo da F3, para os parametros longevidade e crescimento nao foram
observadas diferenca estatistica significativa entre os organismos do controle e os tratados.
Porém, para o parametro reproducdo, foi identificada diferenca estatistica entre o controle e os
organismos cujas méaes ficaram expostas a fracdo liquida resultado de 24 h de fotodegradacao
(Quadro 1). Esse resultado evidencia a capacidade dos danos causados a reproducédo da geracéo
parental serem repassados as geracdes filiais. Onde mesmo quando os filhotes recém-nascidos
foram retirados do meio contaminado e transferidos para o meio de cultivo M4, o efeito da
exposicdo das mées foi observado nas filhas.

Comparado a FO, o nimero de nascimentos por prole da F3 aumentou, o que pode
indicar uma recuperacdo das Daphnias filhas. Porém, essa hipotese ndo pode ser confirmada
sem a analise da geracao filial da F3.

Com relacdo ao numero de nascidos/prole é possivel identificar que na F3 aconteceu
o0 inverso do que geralmente se espera em um teste toxicolégico com xenobiotico, o organismo
teve um dos seus parametros analisados estimulado. Esse estimulo € conhecido como efeito
hormese (MATTSON, 2008) e é um termo utilizado para descrever um fendmeno de dose-
resposta associado a compostos que, em baixas doses, mostram efeito estimulador ou benéfico
ao organismo exposto e em altas doses mostram efeito inibitério ou toxico. No teste cronico
desse estudo, a exposicao da geracdo parental (FO) causou danos a geracdo filial (F3) de modo
que, além de estimular a reproducdo adiantada, o nimero de filhotes/prole foi maior do que o
do grupo controle do proprio ensaio. Mesmo estes organismos (F3) estarem expostos a um meio
de cultivo apropriado e ndo as amostra tratadas. Esse efeito estimulatorio também foi observado
na pesquisa de Chang et al., (2023) que verificou que a exposi¢do multigeracional ao MP de
poliestireno em concentragdes ambientalmente relevantes (5 pg.L™t) causou efeitos horméticos
ao organismo D. magna.

O efeito hormese é considerado como uma autoprotecdo dos organismos. Trata-se de
uma resposta adaptativa a algum estimulo estressante. Apensar de ser algo relacionado a
autoprotecdo do organismo, o efeito hormese pode ser considerado nocivo, uma vez que 0s
individuos passam por uma situacdo de estresse, e tem seus metabolismos acelerados. O efeito
desse estimulo na comunidade ou no ecossistema como um todo depende do papel das espécies

estimuladas, suas interacbes com outras espécies, bem como nas reacdes de outras espécies
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(inibig&o, estimulacdo ou falta de resposta) ao fator de baixa dose caso estes sejam expostos
também (CUTLER et al., 2022).

De modo geral, no maior tempo de exposicao a fotodegradacdo obtivemos a maior
quantidade Sb quantificado e um aumento significativo de fragmentos possivelmente plasticos.

O antimonio e muitos de seus compostos apresentam toxicidade aguda e cronica para
uma variedade de organismos (GEBEL, 1997, SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010; YANG;
CHEN, 2018; ZHANG et al., 2021b). Em humanos, a exposi¢éo ao Sb tem sido relacionada a
sintomas respiratorios, cardiovasculares e gastrointestinais e o triéxido de antimonio (Sbh203) é
classificado como possivelmente cancerigeno ((SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010). Na
literatura ainda s@o reportados efeitos toxicos para o0s crustaceos plancténicos, peixes e as algas
verdes (NAM; YANG; AN, 2009), peixe-zebra (Danio rerio) e no peixe-zebra (Rhodeus
ocellatus) (YANG; CHEN, 2018). Para o organismo D. magna, os resultados de toxicidade dos
diferentes compostos de antimdnio encontrados na literatura sdo altamente variaveis. A CEso,4sn
de Sh,03 para esse organismo foi de 3,01 mg.L™* (WAAIJERS et al., 2013) enquanto a CEso,asn
de ShCls foi de até 423,45 mg.L? (KHANGAROT; RAY, 1989). Ao investigar a toxicidade
associada ao Sb(OH)s, LI et al., (2024) encontrou valores de CEsg para neonatos de D. magna
de 90,3 e 63,8 mg.L™! em 24 e 48 horas de exposicéo, respectivamente. Ha uma escassez de
estudos de toxicidade do Sb para D. magna (LI et al., 2024), o conhecimento das interacGes das
celulas com o antiménio ainda é muito escasso (FILELLA; BELZILE; LETT, 2007).

De Castro et al. (2023) avaliou a toxicidade de MP de PET secundarios (< 53 pum)
sobre o organismo Daphnia similis e, corroborando com os resultados obtidos nessa pesquisa,
nédo observou toxicidade aguda. Com relacéo a exposi¢édo cronica, Jeong e Choi (2019) relatam
que o aumento da mortalidade, maior intervalo entre reproduces e menor nimero de neonatos
foram relatados como efeito apds 21 dias de exposicdo do organismo D. magna a MP. Para o
organismo D. similis, De Castro et al. (2023) observaram uma reducdo no nimero da prole
total e um atraso na primeira reproducdo durante a exposicdo cronica. A auséncia de efeito
agudo e presenca de efeito crénico servem como um alerta para a interpretacdo de resultados
com experimentos de curto prazo, j& que no meio ambiente as espécies estdo sujeitas a

exposicao cronica.
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632 METeMEV

Além da alteracdo na reproducao, através das micrografias de MET e MEV, é possivel
identificar alteragdes ultraestruturais nos organismos expostos. Nas micrografias de MET (

Figura 13) é possivel identificar mitocondrias inchadas (B), indicando alguma
alteracdo na permeabilidade seletiva da organela, permitindo que o fluido intercelular entrasse.
O inchago mitocondrial inicia com mudancgas na homeostase idnica dentro da organela, o que
induz um desequilibrio osmatico entre o citosol e a matriz mitocondrial JAVADOV; CHAPA-
DUBOCQ; MAKAROV, 2018). Como resultado, 0 aumento da pressdo osmatica aumenta o
influxo de &gua, levando ao inchago da matriz. As mudancas no volume da matriz tém um papel
importante na regulacdo da funcdo mitocondrial e do metabolismo em condicdes fisiologicas.
No entanto, um aumento extensivo do volume da matriz ou incha¢o da matriz compromete a
funcéo mitocondrial e inicia a morte celular mediada pelas mitocéndrias (JAVADOV; CHAPA-
DUBOCQ; MAKAROQV, 2018). Ainda segundo Javadov, Chapa-Dubocq e Makarov (2018), o

inchaco mitocondrial esta associado ao estresse oxidativo.

Figura 13 - Micrografias de MET de D. magna do controle apresentando mitocondrias
(A) e tecido epitelial preservados (C) e Daphnias expostas a fragdo aquosa da degradacéo por
24 h do PET apresentando mitocdndrias inchadas (B), tecido epitelial danificado (D), vacutolos
autofagicos (G), estravassamento celular (F — seta branca) e grande quantidade de mitocondrias
na superficial apical (F — seta preta) quando comparado ao controle (E) e rompimento da

membrana mitocondrial (H).



Fonte: A autora, 2022.
Nas micrografias é possivel identificar também a presenca de vactolos autofagicos

(Figura 13G). A presenca dessas estruturas é natural nas células porém, quando numerosas e
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grandes indica uma degradacdo aumentada de componentes intracelulares (BODAR; VAN
DONSELAAR; HERWIG, 1990). Indicando alguma desregulacéo celular. Chiramel, Brady,
Bartenschlager (2013) e Moore et al. (2015) relataram que a inducdo da autofagia é
desencadeada por uma variedade de estimulos de estresse, incluindo privacdo de nutrientes,
estresse do reticulo endoplasmatico, padrdes, hipdxia, producdo de espécies reativas de
oxigénio e dano mitocondrial. Logo, a maior incidéncia de estruturas autofagicas nos
organismos expostos a fracdo liquida apos 24h de fotodegradacdo indica uma condicdo de
estresse.

Nas micrografias de MEV ¢é possivel identificar danos nos membros toracicos dos
organismos expostos ao tratamento ficando evidente a desorganizagdo desses filamentos
(Figura 14). A atividade dos membros toracicos € um parametro fisioldgico vital porque as
Daphnias sdo organismos filtradores e seus apéndices desempenham um papel essencial na
alimentacéo e ventilagdo (EGHAN; LEE; KIM, 2022).

O alimento é filtrado da &gua ao redor pelo movimento dos membros toracicos gerando
corrente de agua pela qual as particulas do alimento sdo direcionadas para o aparelho de
filtragem para ingestdo (EBERT, 2005). A exposi¢do a substancias toxicas podem causar perda
de coordenacao ou paralisia de apéndices e, como resultado, a taxa de filtracdo € reduzida.

Nas micrografias de MEV, além da desorganizacdo, foi possivel identificar a presenca
de estruturas presas aos filamentos do apéndice (Figura 14D e E) dos organismos expostos a
fracdo aquosa resultado de 24 h de degradacdo por 21 dias. Estruturas essas que aparentam estar
prendendo os cilios de diferentes filamentos prejudicando o processo de filtracdo do organismo.

Além dos efeitos cronicos como mortalidade, retardo na geracdo da primeira prole e
reducao no numero de filhotes, analisando o efeitos de MP de PET no crustaceo de agua doce
D.similis, De Castro et al., (2023) observou efeito fisico visivel da fixacdo de MP nos apéndices
torécicos e antenas dos organismos expostos. Logo, a possibilidade das estruturas presentes aos
filamentos dos apéndices toraxicos podem ser as MP de PET geradas com a exposicdo a

fotodegradacdo.
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Figura 14- Micrografias de MEV de D. magna apresentando os apendices toracicos do controle

(A), organismos expostos a fracdo aquosa de 2 h (B) e 24 h (C) de degradagdo e danos nos

apendices ap0s exposicao a fracdo aquosa de 24 h (D e E).
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Fonte: A autora, 2022.

.3.3  Atividade dos membros toracicos e frequéncia cardiaca

Daphnia sdo organismos incolores devido & carapaga quitinosa transparente que
protege o térax e o abdome (TKACZYK et al., 2021). Devido a sua transparéncia, é possivel
observar varios pares de membros com cerdas dentro delas. Esses membros moveis formam um
aparelho para alimentagdo e respiracdo e geram uma corrente de &gua que direciona
protozoarios, algas, bactérias e detritos organicos diretamente para a boca e depois para a
mandibula onde o alimento é processado mecanicamente (EBERT, 2005).

Os organismos expostos aos tratamentos (fracdo aquosa de 2 h e 24 h de
fotodegradacdo) apresentaram reducdo da atividade dos membros toracicos (Figura 15). Porém,
estatisticamente, apenas no tratamento com a fracdo aquosa de 24 h de exposicdo a

fotodegradagdo apresentou diferenca estatistica significativa.

Figura 15 - Atividade do membro toracico de Daphnia magna expostas ao controle e as fracoes
aquosas de particulas plasticas fotodegradadas por 2 e 24 h. Os resultados sdo apresentados
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como média = Desvio Padréo. (* indica significancia estatistica p<0,05 comparado ao controle
do teste)
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Fonte: A autora, 2023.

+

Os organismos controle da geracdo parental FO apresentaram 233,3 + 11,48
10,50

batimentos/min para 2 h e 24 h do tratamento. A geracdo filial F3 também apresentou danos no

I+

batimentos/min enquanto os tratamentos apresentaram 194,2 + 6,90 e 126,0

parametro analisado. Mesmo tratando-se de um cronico de recuperagdo onde 0s organismos
ficaram expostos ao meio controle, a geracéo filial cujos mées foram expostas aos tratamentos
apresentou reducdo da atividade toracica. Caracterizando que o dano no sistema nervoso
ocasionado pela exposi¢cdo das mées gerou alteragdes fisiologicas nas filhas.

Os apéndices batem ritmicamente para bombear a 4gua através da camara de filtragem
(Pirow et al. 1999). Segundo Villarroel et al., 1999, a exposicdo a substancias toxicas pode
causar danos ao sistema nervoso do organismo causando a perda de coordenacdo ou paralisia
dos apéndices e, como resultado, a taxa de filtragdo € reduzida. A batida constante desses
membros impulsiona as particulas de comida em direcdo o sulco alimentar da Daphnia
enguanto ao mesmo tempo fornece propulsao para troca gasosa na superficie corporal (LARI,;
STEINKEY; PYLE, 2017). Dessa forma, o fornecimento de particulas de alimentos e o
oxigénio é comprometido.

Como a alimentacéo é a unica fonte de energia das Daphnias, tudo o que afeta a
alimentacdo inevitavelmente afeta muitos aspectos vitais da vida do organismo, como por
exemplo, crescimento e reprodugdo. Uma vez que as vias metabolicas do organismo foram

alteradas, os parametros fisiologicos também séo alterados.
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Figura 16 — Frequéncia cardiaca de Daphnia magna expostas ao controle e as fra¢fes aquosas
de particulas pléasticas fotodegradadas por 2 e 24 h. Os resultados sao apresentados como média
+ Desvio Padrdo. (* indica significancia estatistica p<0,05 comparado ao controle do teste)
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Fonte: A autora, 2023.

A frequéncia cardiaca é um indicador comum e sensivel da atividade cardiaca dos
organismos (CAMPBELL; WANN; MATTHEWS, 2004). Nas andlises desse parametro, 0s
resultados demonstraram que a exposicdo dos organismos a fracdo aquosa resultado da
fotodegradagdo induziu diminuicdo do nimero de batimentos por minuto dos organismos
Figura 16.

Na geracdo parental (FO), os organismos expostos ao controle apresentaram em média
274,9 £ 7,17 batimentos/min. Nos tratamentos, para as amostras de 2 e 24 h de degradacao,
respectivamente, foram encontrados os valores de 251 + 9,94 e 185 £ 15,36 batimentos/min.
Logo, a reducdo dos batimentos cardiacos foi conforme o aumento do tempo de fotodegradacédo
do PET (LONGNECKER; ROBSON, 1993).

A frequéncia cardiaca da Daphnia é facilmente alterada por fatores fisicos e disturbio
quimico e é um indicador fisiologico da taxa metabodlica do organismo (LARI; STEINKEY;
PYLE, 2017). Sendo entéo considerado um indicador direto do nivel de estresse do organismo
(KOTQV, 2017).

Wang et al., (2022) ao expor D. magna a MP com diferentes tamanhos de particula

(20 um ¢ 30 um), além de ocasionar o acimulo significativo de MP no intestino dos organismos,
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reduziu significativamente a sobrevivéncia e a frequéncia cardiaca de D. magna. Os autores
ainda afirmaram que que a exposic¢édo induziu mudancas significativas entre 88 e 91 metabolitos
diferentes. Diminuiram por exemplo, a fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina, que afetaram
principalmente o metabolismo dos fosfolipidios, e diminuiram especificamente os metabdlitos
dos aminoacidos I-glutamina, I-glutamato e acido malico, que interferem principalmente no
metabolismo energético.

Além de alteracdes dos metabolitos do organismos, na literatura ainda séo citados
como possiveis causadores da diminuicdo da frequéncia cardiaca a transmissdo neuronal para
o0 coracao dafnideo (inibicdo na transmissdo de sinal dos nervos para o musculo cardiaco) ou
dano oxidativo dos neurdnios cardiacos (BOWNIK; JASIECZEK; KOSZTOWNY, 2020;
LARI; STEINKEY; PYLE, 2017), alteracdes hematoldgicas e danos nos 6rgdos (PAN et al.,
2017).

6.34 EROs

O sistema de enzimas antioxidantes é uma parte importante do sistema de defesa e
manutenc¢do do equilibrio entre a geracédo e a eliminacdo de EROs em D. magna. Porém, ap6s
a exposicdo a um xenobidtico, a geracdo e a eliminacdo de EROs é prejudicada, causando um
desequilibrio que leva a danos celulares, aumentando os custos metabdlicos, levando a
prejuizos reprodutivos em D. magna (DU et al., 2020; SAEBELFELD et al., 2017).

Nos resultados obtidos nessa pesquisa € possivel verificar que na geracdo parental, 0s
organismos expostos a fragdo aquosa de 24 h de fotodegradacdo do PET apresentaram maior
geracdo EROs. Chegando a valores de 239,06 + 11,54% (Figura 18), correspondendo a um
aumento significativo de 139,06% com relacdo ao controle. Ja no crénico de recuperacdo com
a geracao filial F3, observamos que a maior geracdo de EROs ocorreu nos organismos oriundos
de mées expostas a concentracao de 24 h de degradacéo do PET (Figura 18), correspondendo a
um aumento de 109% quando comparado ao controle. O aumento de EROs também fica

evidente observando as imagens de fluorescéncia dos organismos expostos (Figura 17).

Figura 17 - Imagens de fluorescéncia de D. magna das geracdes FO (A, Be C)e F3 (B, E e F)
indicadas por fluorescéncia verde brilhante no controle negativo (Ae D) 2h(BeE)e24 h (C
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e F) de fotodegradacédo apos 21 dias do teste crénico de exposicdo, para FO e 21 dias de teste
cronico de recuperacdo para F3.

A

Geragado FO

500 pm 500 pm

Geragao F3

500 pm 500 pm 500 um

Fonte: A autora, 2023.

Como varios outros metais pesados e metaloides, o Sb € um potente indutor do
acumulo de EROs (FENG et al., 2009; ORTEGA et al., 2017). Como ¢é possivel verificar na
Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada., a maior concentragéo de Sb no meio M4 ocorreu
no maior tempo de exposi¢cdo do PET a fotodegradacgéo. Dessa forma, atribui-se a maior geragao
de EROs da geracdo parental a essa caracteristica da fracdo aquosa. Na pesquisa de Gu et al.,
(2022) foi verificado que a exposicdo ao trioxido de antiménio de tamanho nanométrico e ao
tartarato de antiménio e potassio induziram a formacédo de estresse oxidativo, aumentaram as
atividades das enzimas antioxidantes, alteraram o metabolismo dos organismos e causaram
danos ao sistema nervoso de D. magna. Além disso, um dos principais causadores dos efeitos
toxicologicos em diversos organismos apos a exposicao a MP ¢é a producdo EROs (JEONG;
CHOI, 2019). Muitas pesquisas cientificas sugerem que o estresse oxidativo pode desempenhar
um papel crucial na toxicidade induzida por MP para os organismos (DU et al., 2020). Geret et
al., (2002) verificaram que com a exposic¢éo prolongada a MP, 0 aumento da produgéo de EROs
destroi o sistema antioxidante e inibe a atividade da catalase que desempenha um papel
fundamental na protecdo de organismos contra danos oxidativos induzidos por EROs.
Considerando que os fragmentos encontrados via microscopia confocal ilustrados na Figura 10

sejam fragmentos de PET, essa caracteristica também contribuiria para a geragdo de EROs.
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No crbnico de recuperacdo, a geracdo de EROs também foi maior nos organismos
expostos a fracdo aquosa fruto da degradacdo do PET por 24 h. Com base nesse resultado,
presume-se que a permanéncia do organismo num meio favoravel a sua criacdo (meio de
cultivo, no caso do teste cronico de recuperagdo) pode favorecer a eliminagéo do metal pesado.
Nos organismos da F3 expostos a 2 h, a reducdo de EROs foi significativa (Figura 18),

corroborando ainda mais com essa hipotese.

Figura 18 - Quantificacdo da producdo de EROs em D. magna exposta nas geracdes FO e F3 ao
controle negativo, fragdo aquosa de 2 e 24 h de fotodegradacdo. a = significativamente diferente
do controle da geracdo FO (p < 5). b = significativamente diferente do controle da geracdo F3

(p <5).
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Fonte: A autora, 2023.

6.3.5 Ensaio de natagéo

Os resultados obtidos através do ensaio de natagédo estdo expostos nas Figura 19Figura
20 a seguir. Nas figuras, é possivel observar que a distancia de natacao dos dafnideos diminuiu
com a exposicao a fracdo aquosa resultante da fotodegradacdo. Sendo essa redugdo maior na
fracdo aquosa referente a 24 h de fotodegradacdo. Os valores de distancia encontrados na
geracdo FO foram 33,59 £ 2,66 cm para o controle negativo, 24,65 £ 2,40 cmpara2h e 7,38 +
1,05 cm para 24 h de fotodegradagdo. Para F3, no teste de recuperacdo os valores de distancia
encontrados foram 31,60 + 2,10 cm para o controle negativo, 23,75 £ 3,25 cme 17,72 + 1,02

cm para 2 e 24 h respectivamente. Ou seja, mesmo num ambiente adequado para seu
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crescimento e desenvolvimento, a exposi¢ao das maes causou efeito na geragédo F3 no cronico
de recuperacéo.

Embora a mortalidade e a imobilizagdo sejam os principais parametros utilizados para
determinacéo da toxicidade, a deteccdo de alteracGes sutis induzidas por alguns xenobidticos,
especialmente em niveis mais baixos, podem exigir biomarcadores mais sensiveis. Alteracdes
na trajetéria das Daphnias podem sugerir distirbios no sistema nervoso dos crustaceos

manifestados por diversos sintomas, como perda de orientacdo (BOWNIK, 2017) .

Figura 19 - Trajetdrias médias de natacéo das Daphnias das geracdes FO e F3 apds 0 h (controle
negativo), 2 h e 24 h de fotodegradacdo ap6s 21 dias de teste de exposicéo cronica para FO e

teste de recuperacéo cronica para F3.
2h 24 h

Fonte: A autora, 2023.

FO
F3

Xiaet al., (2021) investigaram a neurotoxicidade do antiménio (0, 200, 400, 600 e 800
mg.L ) em embrides de peixe-zebra. Os resultados obtidos nos experimentos comportamentais
indicaram que o Sb causou neurotoxicidade nos embrifes, manifestada na diminuigdo da
frequéncia de movimento esponténeo, atraso na resposta ao toque e reducdo da distancia de
movimento. Outro parametro que pode afetar a locomocgé&o do organismo é citado por Gu et al.,
(2022). Em sua pesquisa foi verificado uma reducgéo na taxa de ingestdo de alimentos de D.
magna com o aumento da contracdo de Sh. Por isso, os pesquisadores propde que a deficiéncia
de nutrientes causada pela exposicéo ao Sb também é responsavel pela reducdo na locomogao

dos organismos expostos.
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AlteracBes no comportamento natatorio de D. magna devido a exposi¢do a MP e NP
também é reportado na literatura. Magester et al., (2021) verificaram que as trajetérias de
natacdo de Daphnias indicaram o estresse devido a exposicdo. Onde além da reducdo da
capacidade natatdria, os individuos deixaram de realizar trajetorias de natacdo verticais ou
horizontais para movimentos de salto e afundamento. Nogueira et al., (2022) também
verificaram alteraces natatorias em D. magna devido a exposicdo a NP. Na pesquisa, a

distancia percorrida reduziu com o aumento da concentracao de NP de poliestireno.

Figura 20 - Distancia média percorrida pelas Daphnias das geracGes FO e F3 ap6s 0 h (controle
negativo), 2 h e 24 h de fotodegradacdo ap6s 21 dias de teste de exposicéo cronica para FO e
teste de recuperacédo crbnica para F3. a = significativamente diferente do controle de geracédo
FO (p <5). b = significativamente diferente da geracéo controle F3 (p <5).
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Fonte: A autora, 2023.

Com base nas literaturas apresentadas, os resultados obtidos nessa pesquisa sugerem
que a reducdo da distancia percorrida e a mudanga no comportamento natatério dos organismos
expostos esta diretamente ligada ao aumento da exposicdo a fotodegradacdo e

consequentemente ao aumento de Sb e de fragmentos possivelmente plasticos.
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.3.6  Atividade dos membros toracicos e frequéncia cardiaca

Os membros toracicos formam um importante mecanismo de alimentacao e respiracao,
e geram uma corrente de dgua que direciona protozoarios, algas, bactérias e detritos organicos
diretamente para a boca e depois para a mandibula onde o alimento é processado
mecanicamente (EBERT, 2005). Organismos expostos a fragdo aquosa por 2 h e 24 h de
fotodegradacdo apresentaram reducdo na atividade dos membros toracicos (Figura 21A).
Porém, estatisticamente, apenas no tratamento com a fracdo aquosa de 24 h de exposicdo a
fotodegradagdo apresentou diferenca estatisticamente significativa. Os organismos controle FO
apresentaram 233,3 + 11,48 bpm enquanto aqueles expostos a fracdo aquosa apresentaram
194,2 +6,90 e 126,0 + 10,50 bpm para 2 h e 24 h de fotodegradacao respectivamente. A geracao
F3 também apresentou prejuizo no parametro analisado. Mesmo sendo um teste de recuperacao
onde os organismos foram expostos ao meio controle, a geracdo F3 apresentou atividade
torécica reduzida. Caracterizando que os danos ao sistema nervoso causados pela exposicdo das
mées geraram alteracdes fisiologicas em suas filhas.

Segundo Villarroel et al. (1999), a exposic¢do a substancias toxicas pode causar danos
ao sistema nervoso do organismo, causando perda de coordenagéo ou paralisia dos apéndices
e, consequentemente, a taxa de filtracdo é reduzida. A batida constante desses membros
impulsiona as particulas de alimento em direcdo ao sulco alimentar da Daphnia, a0 mesmo
tempo que fornece propulsédo para as trocas gasosas na superficie do corpo (LARI; STEINKEY;
PYLE, 2017). Isso faz com que o fornecimento de particulas de alimentos e oxigénio seja
comprometido. Como a alimentacdo € a Unica fonte de energia para Daphnia, qualquer coisa
que afete a comida afeta inevitavelmente muitos aspectos vitais do organismo, como o

crescimento e a reproducao.
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Figura 21 - Atividade dos membros toracicos (A) e frequéncias cardiacas (B) de Daphnia
magna exposta no teste cronico com a geracao parental (FO) e no teste de recuperacédo cronica
para a geracdo F3 nas concentragdes controle (0 h), 2 e 24 h de fotodegradacao.
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Fonte: A autora, 2023.

A frequéncia cardiaca é um indicador comum e sensivel da atividade cardiaca dos
organismos (CAMPBELL; WANN; MATTHEWS, 2004). Na analise deste parametro, 0s
resultados demonstraram que a exposi¢cdo dos organismos a fracdo aquosa resultante da
fotodegradacdo induziu uma diminui¢do no numero de batimentos por minuto dos organismos
(Figura 21B). Na geracdo F0, os organismos expostos ao controle apresentaram média de 274,9
+ 7,17 bpm. Para as amostras com 2 e 24 h de degradacao, respectivamente, foram encontrados
valores de 251 + 9,94 e 185 + 15,36 bpm.

A frequéncia cardiaca da Daphnia é facilmente alterada por fatores fisicos e distdrbios
quimicos e € um indicador fisioldgico da taxa metabdlica do organismo (LARI; STEINKEY;
PYLE, 2017). Portanto, é considerado um indicador direto do nivel de estresse do organismo.

WANG et al. (2022a) analisaram os efeitos da exposi¢do aguda a MP de polietileno
com diferentes tamanhos (20 ¢ 30 um) sobre o organismo D. magna. Como resultado, além da
reducdo na sobrevivéncia dos organismos, os pesquisadores observaram redugéo da frequéncia
cardiaca. Gu et al., (2022) verificaram reducdo na frequéncia cardiaca com a exposicao de
Daphnias a nanoparticulas de trioxido de antiménio.

Nessa pesquisa, tanto a frequéncia cardiaca quanto a atividade dos membros toracicos
reduziu com o aumento do tempo de exposicdo a fotodegradagdo. Logo, conclui-se que a
concentracédo de Sb e os fragmentos encontrados no meio M4 s&o possivelmente os causadores

desse efeito.
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Porém, tanto a atividade dos membros toracicos quanto a frequéncia cardiaca séo
parametro novos na investigacdo da toxicidade de compostos. Novas pesquisas devem ser

realizadas a fim de entender melhor como funciona essa toxicidade.

n.3.7  Toxicidade com bactéria luminescente A. fischeri

N&o foram observados efeitos toxicologicos ao organismo A. fischeri devido a
exposicao a fragdo aquosa de fragmentos de PET expostos ao ambiente de degradacdo em agua

do mar reconstituida.
6.3.%  Toxicidade com macrdfita L. punctata

Nos ensaios toxicoldgicos com a macroéfita L. punctata apenas a amostra de 24 h de
fotodegradacéo ocasionou efeito em 50% dos organismos expostos (Figura 22). Ou seja, apenas
com a fracdo aquosa resultado da fotodegradacdo de PET por 24 h causou inibicdo no
crescimento dos organismos expostos. Nas demais fracGes liquidas analisadas (0 e 2 h de

exposicao), ndo foram encontrados resultados inibitorios.

Figura 22- Curva resposta da taxa inibicdo de crescimento da planta ap6s a exposicao ao meio
Lemna 0, 2 e 24 h de fotodegradacao.
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Fonte: A autora, 2023.
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Embora os efeitos dos MP sobre o plancton e os animais aquaticos em ecossistemas
de agua doce tenham recebido cada vez mais atencao, a toxicidade dos MPs para o metabolismo
das plantas aquéticas permanece obscura (WANG et al., 2023). As plantas desempenham um
papel duplo no ecossistema, tanto como produtores primarios como local inicial de
bioacumulacdo (GAO et al., 2019). Wang et al., (2023) analisaram a toxicidade de MP de PVC
a planta aquatica Spirodela polyrhiza e como resultado observaram alteracdes nas
caracteristicas funcionais e no metabolismo fisioldgico da planta. Ivy et al. (2023) relatam que
a absorc¢do e a bioacumulacdo de MP podem ter efeitos prejudiciais em diferentes espécies de
plantas. Lian et al. (2021) ndo encontraram impacto significativo do poliestireno (OS) no
crescimento do trigo, enquanto Jiang et al., (2019) demonstraram uma reducao significativa na
biomassa vegetal devido a exposicdo ao PS em favas. Portanto, pode-se inferir que os efeitos
dos MP em diferentes espécies de plantas podem variar.

Na literatura ndo sdo citadas pesquisas cientificas a respeito do antiménio em plantas.
De modo geral, em contraste com animais, as plantas parecem ser altamente tolerantes ao Sb
(ORTEGA etal., 2017). E esse acumulo assintomatico de Sb nas plantas pode causar problemas
como a alta exposicdo de humanos e bovinos através da ingestdo inadvertida de Sb com
alimentos ou ragdes. Os mecanismos de tolerancia ao Sb nas plantas séo pouco explorados

(ORTEGA etal., 2017) e por isso ndo se sabe ao certo como o0 metaloide se comporta na planta.
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7 CONCLUSAO

A presente tese de doutorado avaliou os efeitos toxicologicos da fracdo aquosa

resultado da fotodegradacdo de fragmentos plasticos de PET expostos a um sistema de

degradacdo que simula a radiacéo solar por até 24 h aos organismos D. magna e A. fischeri.

Além da avaliacdo toxicoldgica, foram analisadas altera¢fes no polimero e na fragdo aquosa

afim de comprovar a fotodegradacgéo. A partir dos resultados obtidos, conclui-se que:

O sistema proposto para simular a exposicao a luz solar foi eficiente;

As alterac@es superficiais dos fragmentos plasticos indicadas pelas analises de
MEV e AFM, além do aumento da concentracdo de Sb e do percentual de COT
na fragdo liquida, confirmam que a exposicdo ao sistema de fotodegradacédo
proposto ocasionou a degradacéo das particulas plasticas;

A complexidade da fracdo aquosa interfere na intensidade da fotodegradacao.
Uma vez que nos meios com maior complexidade foram encontrados os
maiores valores de Sb quantificado e COT;

N&o foram encontrados resultados de toxicidade aguda aos organismos D.
magna e A. fischerti;

A amostra de 24 h de fotodegradacao ocasionou efeito em 50% dos organismos
L. punctata expostos;

A fracdo aquosa resultado de 24 h de fotodegracdo causou toxicidade crénica
ao organismo D. magna no parametro reproducdo. Reduzindo o nimero de

proles e alterando o dia da primeira geragéo de filhotes.

Além dos danos reprodutivos, foram observados alteragfes ultraestruturais
através de MEV e MET, geragdo de Eros, altera¢fes na frequéncia cardiaca, na

atividade dos membros toracicos e na atividade natatoria;

Através de um teste cronico de recuperacdo com a terceira geracdo de filhotes
(F3) de mée expostas a fracdo aquosa resultado da fotodegradacdo, foi
verificado que os efeitos: reducdo do nimero de proles, alteracdo no dia da

primeira geragdo de filhotes, atividade dos membros toracicos, frequéncia
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cardiaca, atividade natatéria e geracdo de Eros foram repassados a terceira

geracao filial (F3);

e A liberacdo de Sb e possivelmente de fragmentos de PET causaram a

toxicidade ao organismos D. magna;

Relacionando os resultados obtidos com as hipoteses levantadas, tem-se que:

1 — O envelhecimento de fragmentos de garrafa PET em meio aquoso devido a
fotodegradacao confere maior potencial téxico em relacdo as particulas plasticas nao
envelhecidas aos organismos D. magna, A. fischeri, e L. punctata.

A fotodegradacéo dos fragmentos de PET em meio aquoso conferiu toxicidade a fracao
aquosa a nivel agudo para o organismo L. punctata e a nivel crbénico para o organismo D.
magna. N&o foram encontrados resultados toxicol6gicos com a exposicao da bactéria marinha

A. fischeri.

2 — Quanto maior o tempo de exposicdo a fotodegradacdo, maior serdo as
alteracdes no PET incluindo liberagéo de compostos e fragmentacéo.

Quanto maior o tempo de exposicdo a fotodegradacdo, maior foram as alteracdes nos
fragmentos de PET e maior a quantificacdo de Sb e a presenca de fragmentos de particulas

possivelmente plasticas na fracdo aquosa nos meios M4, meio Lemna e dgua do mar simulada.

3 — A toxicidade do envelhecimento pode ser associada a liberagdo de antiménio,

principal catalisador utilizado na fabricacéo das embalagens PET.

Os resultados toxicologicos encontrados podem ser associados a liberacdo de
antiménio, uma vez que os resultados obtidos foram encontrados nas amostras com maior

quantificacdo de Sh.
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