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Avaliacao Ecotoxicoldgica de Microplasticos: Toxicidade do Glitter

sobre Embrides de Bolacha do Mar Mellita quinquiesperforata

RESUMO

A poluicao por microplasticos (< 5 mm) é uma das formas que mais cresce no mundo,
tornando-se uma preocupacdo ambiental de alta prioridade, estando esse material
descrito nos oceanos e ambientes de agua doce em todo 0 mundo. O glitter € um tipo de
particula formada por camadas de polimeros plasticos e metais, amplamente utilizado
em maquiagens, artefatos, fantasias, etc, sendo facilmente levados para o ambiente
aquatico, a partir de efluentes domésticos ou da drenagem urbana, podendo atingir os
sistemas aquaticos naturais. Este estudo determinou a toxicidade de particulas de glitter
de diferentes coloragdes (branco e verde) sobre embrides da bolacha do mar Mellita
quinquiesperforata. Adultos da espécie foram coletados, e em laboratorio, obtivemos os
gametas para uso no teste. As particulas de glitter foram diluidas em um litro de 4gua do
mar filtrada, formando a solucio estoque (100 mg.L™?) (SE100), mantida em aeracéo. A
solucdo estoque de glitter foi diluida de forma seriada em agua do mar filtrada
formando 5 concentrag@es teste (100, 10, 1, 0.1 e 0.01 mg.L™t), mais o controle. Apds
cerca de 36h, os embrides foram contados sob microscépio, visando avaliar as taxas de
desenvolvimento normal. Os resultados foram analisados com por meio de analise de
variancia, seguida do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, onde foi possivel
observar que ambas cores de glliter foram toxicas para o desenvolvimento larval da
bolacha do mar, sendo que o glliter branco apresentou taxas de desenvolvimento larval
normal menores que o glliter verde. A granulometria dos dois glliters se mostraram
diferentes, sendo o glitter verde foi mais fino que o branco, ademais, a partir dos rétulos
dos produtos pode-se observar uma diferenca da composi¢do, onde o glliter verde
apresentava mais compostos que o branco, no entanto, a partir de uma analise quanto ao
tipo polimerico utilizando Pirdlise acoplada & Espectrometria de Massas e
Cromatografia a Gas (Py-GC/MS) do glliter branco foi possivel obter compostos nédo
descritos no rétulo. A maioria dos compostos dispostos nos rotulos e descobertos por
Py-GC/MS sdo toxicos para o desenvolvimento de espécie de adgua doce conforme a
literatura, possivelmente a toxicidade encontrada nesse trabalho se deu a partir da
lixiviagdo dos compostos presentes nas particulas e no contato direto destas com 0s
embrides.

Palavras-chaves: residuo plastico; ecotoxicologia; compostos.



ABSTRACT

Plastic pollution is one of the highest increasing forms of pollution in the world, being
then a high-priority environmental concern. Microplastics (< 5 mm) have already been
described in oceans and freshwater environments. Glitter is a type of particle formed by
overlapping layers of plastic polymers and metals, and it has not received much
attention from the scientific community regarding its polluting potential, despite the fact
that it is widely used in makeup, artifacts, costumes, etc., and consequently can be
easily introduced into domestic effluents or detach from skin and deposit on the streets,
from where it can be leached in the stormwater runoff. After reaching the natural
aquatic systems, glitter, as a plastic particle has potential to cause toxic effects to
aquatic species. This study aimed to determine the toxicity of glitter particles of
different colors (white and green) on embryos of the sand-dollar Mellita
quinquiesperforata. Adult individuals were collected, acclimated in the laboratory and
induced to spawn. The gametes were separated and examined and then the in vitro
fertilization was done. The glitter particles were diluted in 1L of filtered seawater,
forming the stock solution (100 mg.L™) (SE100), which was maintained under aeration.
Each stock solution was serially diluted in filtered seawater forming 5 test
concentrations (100, 10, 1, 0.1 and 0.01 mg.L™), plus the control. Four replicates were
prepared for each test-concentration, in glass test tubes, and fertilized eggs were added
to each replicate. After about 36h, the test was finished, and the embryos were counted
under a microscope, in order to assess normal development rates. The results were
analyzed by analysis of variance, followed by the non-parametric Mann-Whitney test.
The results indicated that both types of glitter were toxic for the larval development of
the sand dollar, and that the white glitter induced higher toxicity than the green glitter.
The textures of the two glitters were different, with the green glitter being finer than the
white one. In addition, the product labels indicates differences between the composition
of both glitters, where the green glitter had more compounds than the white one.
However, an analysis for the polymeric type using Pyrolysis coupled to Mass
Spectrometry and Gas Chromatography (Py-GC/MS) was done with the white glitter,
revealing compounds not described on the label. Most of the compounds displayed on
the labels and discovered by Py-GC/MS can be toxic to freshwater species according to
literature, thus the toxicity found in this investigation was likely due to the leaching of
chemical compounds from the glitter particles.

Key-words: plastic waste; ecotoxicology; compounds.



1. Introdugao

A poluicdo por plasticos é crescente no mundo todo, tornando-se uma
preocupacdo ambiental de alta prioridade (Xu et al., 2019). Os residuos plasticos
apresentam uma grande variedade na sua composic¢do e no seu tamanho, em relacéo a
este Ultimo aspecto, os residuos plasticos normalmente sdo categorizados em 5
diferentes categorias: nanoplastico (1 nm—1 um) (Hartmann et al. 2015; da Costa et al.,
2016), microplastico (I um-5 mm) (Frias and Nash, 2019), mesoplastico (5-20 mm),
macroplastico (20-100 mm) e megaplastico (> 100 mm) (Barnes et al. 2009; de Lucia et
al. 2014; Brate et al. 2016). Entre elas, destacam-se os microplasticos (MP), que
representam uma forma predominante de lixo plastico (Galloway et al., 2017),
principalmente no ambiente aquatico. A poluicdo por micropléstico exibe uma
distribuicdo generalizada em vérios locais, tanto em ambientes terrestres quanto
aquaticos, como os oceanos (Yurtsever, 2019a), atingindo até mesmo regides remotas,
como ilhas, zonas polares e mares profundos (Lusher et al., 2015; Wang et al., 2018).
Além disso, a presenca desse material ja foi descrita em ambientes de agua doce, que
tém como seu destino o oceano (Li et al., 2018).

Cerca de 80% da poluicdo por MP nos oceanos tém origem em fontes terrestres
(land-based sources), sendo que os sistemas fluviais s&o um dos principais caminhos
para estes poluentes chegarem aos oceanos (Besseling et al. 2017a, b; Leslie et al. 2017;
Rochman 2018). Os MP que atingem fontes de agua doce e salgada frequentemente
flutuam por um longo tempo na agua, no entanto, apos certas interacfes (bioldgicas,
fisicas e quimicas) (Oberckmann et al., 2014) eles seriam mais propensos a precipitar e
acumular no sedimento (Coppock et al. 2017; Imhof et al. 2018, Yurtsever, 2019b).

Os microplasticos representam um contaminante de preocupacao emergente no
ambiente aquatico (Yurtsever, 2019a), podendo ser originarios de fontes primérias e
secundarias (Figura 1). Os MP de fonte primaria sdo produzidos intencionalmente em
escala microscopica como precursores de outros produtos ou para uso direto como
abrasivos em produtos de limpeza, estética, etc. Por sua vez, 0s microplasticos
secundarios resultam da degradacdo de macroplasticos, devido a processos mecanicos,
fotoliticos e/ou quimicos no ambiente (Alomar et al., 2016), os quais fragmentam

objetos maiores em milhares ou milhdes de microplasticos.



Figura 1: Representacdo de MPs primarios e secundarios.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os microplasticos presentes no ambiente marinho sdo constituidos por polimeros
sintéticos e ou copolimeros de pequena escala, por se encontrarem em fase solida sdo
insollveis em agua e dificilmente (Battacharya, 2015). Dentro das subcategorias dos
MP de fontes primarias, um tipo de particula que se destaca sdo os microbeads ou
microesferas, que sdo pequenas esferas de plastico que variam em tamanho de
aproximadamente 5 pm a 1 mm, sendo feitas de polimeros sintéticos, incluindo
polietileno (PE), acido polilactico (PLA), polipropileno (PP), poliestireno (PS) ou
tereftalato de polietileno (PET) (Rochaman et al., 2015).

As microesferas sdo fabricadas e incluidas intencionalmente em varios produtos
de cuidados pessoais, como cremes dentais, cosméticos de limpeza facial, sabonetes,
materiais de limpeza e entre outros, para fortalecer a sua acdo limpante ou funcbes
esfoliantes (Rochman et al., 2015; Lei et al., 2017), além de serem projetadas para o
descarte no ralo (Rochman et al., 2015). Devido ao seu grande volume de producéo,
juntamente com sua durabilidade, as microesferas tém o potencial de ser uma relevante
fonte de poluicdo de microplasticos no ambiente marinho. Por conta disso, uma
crescente pressdo publica tem levado a proibicdo dessas particulas em diversos
produtos cosméticos (Rochman et al., 2015).

No entanto, o glitter, que é um tipo de particula bastante similar as microesferas,
ndo tem recebido a mesma atencdo da comunidade cientifica quanto ao seu potencial
poluidor (Tagg & Ivar do Sul, 2019). O termo glitter refere-se a uma variedade de

particulas pequenas, planas e reflexivas, as quais sdo utilizadas com frequéncia em
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produtos cosméticos, téxteis e artesanatos (Yurtsever, 2019a), apesar de muitos
pensarem que a composicdo do glliter seja metalica ou mineral, a verdade é que
somente uma fina camada metalica protege camadas de plastico mais espessas (Tagg &
Ivar do Sul, 2019), como podemos observar na Figura 2. Devido ao seu tamanho muito
pequeno, ele é facilmente aderido a pele humana e é removido apds a lavagem com
agua em pias ou no banho, sendo provavelmente levados para os efluentes domésticos
onde podem atingir os sistemas aquéticos naturais (Tagg & lvar do Sul, 2019). A
utilizacdo do glliter no Brasil é extremamente difundida, principalmente na época do
carnaval, servindo como adereco em maquiagens, fantasias, carros alegéricos e etc.
Apesar de ser um material que se adere facilmente a pele e outras superficies, com o
movimento e até mesmo o suor, o glliter acaba caindo dessas superficies entrando em
contanto com as ruas que pode ser facilmente carregado pelo escoamento superficial,
até chegar em rios e mares, entdo a drenagem urbana pode representar mais uma via de
entrada desse material nos ambientes aquaticos. Tagg & Ivar do Sul (2019) sugeriram

que o glitter é um importante indicador da presenca de esgotos no ambiente marinho.

Figura 2: Demonstracdo da composi¢do e morfologia de uma particula de glitter hexagonal e seu
diagrama.
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Fonte: Tagg & Ivar do Sul, 2019.

Particulas de glitter foram encontradas em amostras de estacdes de tratamento de
esgoto da Noruega (Lusher et al., 2017), e no sedimento de rios no Reino Unido, em
grandes quantidades (Hurley et al., 2018). Também, houve um aumento da prevaléncia
dos microplasticos em ecossistemas de agua doce e com isso sabe-se que estdo
presentes em rios e lagos em todo o mundo (Rios Mendoza e Balcer, 2019). Yurtsever
(2019a) em uma revisdo sobre o tema, registrou que estudos analisando amostras
ambientais de agua continham glitter, chamando a atencéo para os potenciais problemas
relacionados ao comércio e uso desse material.

Tagg & Ivar do Sul (2019) mostraram que as particulas de glitter ndo tém sido

incluidas historicamente na maioria dos estudos sobre o potencial poluidor dos



microplasticos conduzidos internacionalmente. Por exemplo, em um relatério da Unido
Internacional para a Conservacdo da Natureza (UICN) sobre o estado atual dos
microplasticos priméarios que entram no ambiente marinho, ndo ha nenhuma mencéo
sobre glitter, apesar deste material se encaixar na definicdo de microplastico primario,
que sdo aqueles que atingem ambientes aquaticos ou marinhos ja em escala milimétrica,
de acordo com a classificacdo de Frias & Nash (2019).

De acordo com Lucio et al. (2019), no Brasil, até 0 momento, ndo existem
legislacBes proibindo o uso de microplasticos em produtos de uso pessoal, e também, a
portaria n® 2914 de dezembro de 2011 do Ministério da Saude ndo dispde sobre nenhum
procedimento de controle e vigilancia, nem padrdo de potabilidade para agua
contaminadas com essas particulas (Brasil, 2011), ndo existindo nenhuma
regulamentacdo ou diretriz tratando sobre a retirada dessas particulas durante o
tratamento de agua pelas companhias de saneamento. Portanto, no Brasil ndo ha
tambem nenhuma regulacgdo sobre o uso e manejo do glitter.

Tagg & Ivar do Sul (2019) também apontaram a auséncia de estudos e
informacdes sélidas, em ambito global, sobre as fontes, taxas de aporte, distribuicao,
presenca no ambiente e possiveis efeitos do glitter nos ambientes marinhos, e a0 mesmo
tempo destacaram sua importadncia como poluente, chamando a atencdo para a
necessidade de estudos sobre estas particulas.

Um dos problemas causados pela presenca de MP no ambiente é a intoxicacao
da biota, por diferentes formas. Estudos demonstraram que os estagios iniciais de
desenvolvimento dos organismos exibem uma maior sensibilidade aos contaminantes do
que outros estagios da vida (Beiras et al., 2012; Martinez-Gémez et al, 2017). Kaposi et
al. (2014) demonstraram que nas larvas do ourigo-do-mar Tripneustes gratilla expostas
a microesferas de polietileno eram capazes de ingerir as particulas, apresentando efeitos
sub-letais, como por exemplo, reducdo no tamanho e desenvolvimento larval, na
concentragdo de 300 microesferas por mililitro. Gambardella et al. (2017) mostraram
gue microesferas de poliestireno se acumularam nos estagios planctdnicos de cracas e
artémias, afetando a natagdo (a partir de 1 mg.L™?) e causando neurotoxicidade desde

0.001 mg.L™, ou seja, em concentracBes ambientais e altas de MPs. Em outro
estudo com neonatos de rotiferos e larvas de ourigo-do-mar, Gambardella et al. (2018)
detectaram alteracdo na velocidade de natacdo devido a microesferas de poliestireno,
também a partir de 0.001 mg.L™?, confirmando que estes MP podem induzir toxicidade

ja em concentracbes ambientalmente relevantes. Além disso, dados ndo publicados
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obtidos de forma preliminar em nosso laboratorio mostraram evidéncias de que o glitter
pode afetar a sobrevivéncia de Artemia sp, pois a exposicdo a diferentes concentracoes
causou aumento da letalidade e redugdo do crescimento de microcrustaceos marinhos
desse género.

Green et al. (2020) testaram os impactos ecoldgicos do glliter fabricado de
tereftalato de polietileno (PET) convencional ndo biodegradavel e glliters de materiais
alternativos (celulose regenerada modificada, mica ou mica sintética) na biodiversidade
e no funcionamento do ecossistema de agua doce, 0s resultados demonstram de maneira
geral que tanto o glitter convencional quantos os alternativos podem causar impactos
ecoldgicos no ecossistema aquatico.

Tendo em vista as consideracdes feitas por Tagg & lIvar do Sul (2019) e
Yurtsever (2019a), o uso intenso de glitter pela populacéo, e o fato da maioria das praias
no Brasil receber aportes de esgoto ndo tratado, em volumes consideraveis, é esperada a
presenca de glitter nos ambientes marinhos brasileiros, de modo que o glitter deve ser
considerado como potencial contaminante para esses ambientes. Assim, sdo necessarias
analises dos potenciais efeitos que o glitter pode causar na biota e nos ecossistemas
aquaticos, sobretudo os ambientes marinhos, uma vez que até 0 momento o potencial

toxico do glitter para a biota marinha ainda é desconhecido.

2. Objetivos

Avaliar a toxicidade do glliter sobre embrides da bolacha do mar Mellita
quinquiesperforata, e comparar a toxicidade entre os glliters de diferentes cores (branco
e verde) para avaliar se ha diferenca na toxicidade por conta da composi¢do de cada um.

3. Materiais e Métodos
3.1 Caracterizacgao do Glitter

Dois tipos de glitter foram usados no presente estudo, sendo ambos da mesma
marca, mas com diferentes coloragbes: um verde e um branco. Primeiramente, a
distribuicdo granulométrica desses glliters foi analisada, no Instituto de Geociéncias da
Universidade de S&o Paulo, visando verificar o tamanho das particulas, por meio da
analise por difracdo de raios laser, seguindo a norma ISO 13320 (ISO, 2020). Os

tamanhos das particulas de glliter foram examinadas usando o granulémetro a laser
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Mastersizer 2000 (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, UK) com a unidade imida,
maodulo Hydro 2000MU, em dez repeticoes.

Inicialmente foi feita a homogeneizacdo das amostras, por agitacdo mecénica, e
em seguida uma quantidade de glitter foi separada para a analise (0,3-0,5 g de amostra).
Para a dispersdo dos aglomerados da amostra de glitter, foi utilizada uma solucao
tensoativa, de modo a evitar a agregacgdo das particulas. As amostras foram injetadas na
unidade Malvern 2000 Hydro e ent&o foi aplicado ultrassom 50% sobre elas, visando
aumentar sua dispersdo e garantir a homogeneizagdo da solugdo. Em seguida, o aparelho
realizou a verificacdo da distribuicdo granulométrica por espalhamento do feixe de luz
laser incidente: a distribuicdo de tamanho de particulas € medida pela variagdo angular
na intensidade da luz difundida a medida que o laser interage com as particulas na
solucdo. Os valores numéricos relativos ao padrdo de espalhamento sdo registrados para
analise subsequente, obtendo-se a caracterizacdo do tamanho das particulas de glitter.

Além disso, o glliter branco foi analisado quanto ao tipo polimérico utilizando
Pirolise acoplada a Espectrometria de Massas e Cromatografia a Gas (Py-GC/MS) de
acordo com as metodologias adaptadas de Gimiliani et al. (2020), Tsuge et al. (2011) e
Zellner and Quarino (2009). Essa € uma técnica poderosa para analise de
microplasticos, fornecendo a separacdo cromatografica e deteccdo de massa de todos 0s
produtos da pir6lise (Matsui et al., 2020). Cerca de 0,2 mg de amostra foram
transferidos para o amostrador do pirolisador para o copo de amostra no sistema
PyGC/MS. No sistema GC, a temperatura da coluna iniciou em 40°C por 2 min e
atingiu 295°C com taxa de aquecimento de 20°C min por 13 min. A relagdo massa-
carga no sistema MS foi de 25-200 m/z, e a divisao aplicada foi de 27 com um impacto
de elétrons de 70 eV. Os gases resultantes da queima da amostra foram transferidos por
gas portador de hélio através da coluna Ultra ALLOY-5 (apolar). Um pirolisador
Frontier Labs (modelo EGA/PY-3030D) foi usado com um micro-forno em modo de
single shot, conectado a um sistema Shimadzu GC/MS (modelo QP5000). Os gases
resultantes da queima foram separados e quantificados por meio do sistema GC/MS.
Paralelamente a analise da amostra, foi realizada a analise do policloreto de vinila
(PVC) padrédo. Antes de cada analise, uma amostra em branco foi analisada nas mesmas
condigdes, a fim de determinar qualquer interferéncia no tempo de retencdo da amostra
e 0s cromatogramas obtidos foram comparados com aqueles fornecidos por Tsuge et al
(2011).

11



3.2 Preparacdo das Concentragdes

Foi preparada uma solucdo estoque (SE100) de glitter, pela adicdo em &gua do
mar filtrada e autoclavada (&4gua de dilui¢do), de modo a se obter uma mistura de 100
mg.L?, mantida em agitagdo no momento da preparagdo das solucdes-teste.
Posteriormente a SE100 foi diluida de forma seriada em agua de diluicdo, visando obter
pelo menos cinco concentragdes, as quais foram 0,01%; 0,1%; 1%; 10% e 100%! da
SE100, mais o controle (adgua de diluicdo sem o glitter). Estas solugdes-teste
inicialmente permaneceram em forte agitacdo, no entanto, foi possivel observar que as
particulas de glliter formam conglomerados que nao se misturam por inteiro, para
solucionar esse problema, utilizou-se um sonicador com frequéncia de 40kHz por oito
minutos na solucdo de 100% que posteriormente foi diluida de forma seriada. A partir
das solucdes-teste, foram preparadas as réplicas em tubos de ensaio contendo o volume

de 10 ml de solucdo, sendo 4 réplicas por concentracao.

3.3 Mellita quinquiesperforata

A espécie da bolacha-da-praia Mellita quinquiesperforata é representante da
classe Echinoidea (Wellner, 2012), sendo um organismo abundante nas regifes
neotropicais e subtropicais, inclusive em praias arenosas brasileiras, especialmente na
zona infralitoral, distribuindo-se paralelamente a linha de costa. S&o organismos
propensos ao contato com eventuais particulas de microplasticos (ou glitter), pois ao
alcancar as fontes marinhas alguns MPs podem precipitar e acumular no sedimento
(Coppock et al. 2017; Imhof et al. 2018), e as bolachas-da-praia tendem a ficar na
superficie da areia ou logo abaixo dela, nas regides rasas da zona entre-marés. Além
disso, como M. quinquiesperforata apresenta alta sensibilidade a contaminantes,
justifica-se 0 seu uso nos ensaios ecotoxicologicos (Laitano et al., 2015; Mello et al.
2020). O uso da bolacha-do-mar como organismo teste se faz vidvel uma vez que o
mesmo individuo pode ser utilizado repetidamente para a obtencdo de gametas,
reduzindo os custos operacionais do ensaio (Wellner, 2012), e mesmo que ndo seja
possivel a identificacdo do género visualmente, assim que ha a inducdo/liberacdo dos

gametas, o reconhecimento € feito facilmente por meio da coloracéo.

1 Deste modo, as concentragdes representam 0,01; 0,1; 1; 10 e 100 mg L de glitter, respectivamente.
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3.4 Teste de toxicidade com os embrides

Para a realizacdo dos testes de toxicidade de desenvolvimento embrionério com
ovos recém fecundados de Mellita quinquiesperforata, foi utilizada uma adaptagéo do
protocolo experimental descrito pela Norma Técnica NBR 15350 (ABNT, 2012), o qual
descreve testes de desenvolvimento embrionario com ouricos do mar, com ajustes
posteriores propostos por Laitano et al. (2015) para bolachas do mar. O método
fundamenta-se na obtencdo de gametas, fertilizacdo artificial e determina¢do do numero
de embribes normais e afetados ap6s um periodo de exposicao de 36 horas (Mello et al.,
2020). 100 individuos adultos de M. quinquiesperforata foram coletados na regido
infralitoral de praias do litoral paulista para cada teste. Em laborat6rio, os animais foram
colocados dentro de um recipiente com sedimento limpo e 4gua do mar, e mantidos em
condicdes constantes de aclimatacao (fotoperiodo 12h:12h claro-escuro, temperatura de
25 + 2°C, salinidade entre 33-36 e aeracdo constante). Os gametas foram obtidos por
inducdo osmdtica com o auxilio de uma seringa hipodérmica e 0,5 ml de uma solucéao
de cloreto de potéssio (1 M KCI) injetada na regido aboral dos organismos (Laitano et
al., 2015). Devido a diferenca de osmolaridade, a solucdo estimula a contracdo dos
tecidos no entorno das gbnadas, culminando na liberacdo dos gametas através do
gondporo. Para o sucesso do teste, a solu¢do de gametas deve ser composta por material
de diferentes organismos; por isso foram obtidos gametas de, no minimo, 3 machos e 3
fémeas (ABNT, 2012; Laitano et al., 2015).

Os gametas masculinos foram coletados com auxilio de uma pipeta Pasteure
transferidos para um béquer mantido em gelo, de forma a preservar o esperma. Os
6vulos foram coletados, transferidos para béqueres com &gua do mar, e observados em
microscopio para verificar o estadgio de maturacao e a presenca de possiveis anomalias.
Antes da fecundacao, foi preparada uma solugdo espermatica a partir da diluigao 200 pL
do liquido espermatico em 10 mL de dgua do mar filtrada.

Para a fecundacgédo foram adicionados 1-2 mL de solucéo espermaética a solucao
de dvulos, sendo feita agitagdo por 10 minutos para permitir a fecundacéo. Apos esse
tempo confirma-se a fecundacdo dos Ovulos pela observagdo da membrana da
fertilizacdo ao redor deles em microscopio (Nascimento et al., 2002). A fecundagédo
minima determinada, em trés sub-amostras de 1ml, para testes de toxicidade deve ser
maior que 70% (Laitano et al., 2015).
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Aliquotas da solucdo de ovos recém-fecundados foram separadas e introduzidas
nos tubos de ensaio, de modo que cerca de 500 ovos fossem adicionados a cada réplica,
num volume menor do que 500 pL. Em seguida, o sistema teste foi mantido em
condicdes controladas (fotoperiodo 12h:12h claro-escuro, 25 * 2°C) por cerca de 36-42
h, até que os embrides se desenvolvessem até o estagio de pluteus. Posteriormente, 0s
contetdos das réplicas foram fixados pela adicdo de 0,5ml de solugdo tamponada de
formaldeido a 10%. Os primeiros 100 embrides de cada réplica foram contados em
microscopio éptico, permitindo identificar as larvas normais e anormais (i.e., aquelas
exibindo retardo no desenvolvimento ou anomalias morfologicas), de acordo com
ABNT 15350(2012). Antes e ap0s 0s experimentos, os parametros fisico-quimicos (pH,
salinidade, concentracdo de oxigénio dissolvido, temperatura) das solucdes de glitter
forammedidos, utilizando-se sensores adequados.

Os resultados foram planilhados, e verificados para normalidade e
homogeneidade no Software Paleontological Statistical 4.03 — PAST (Hammer et al.,
2001), em seguida, foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA) seguido do
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. A partir dessas analises, foi possivel estimar a

concentracdo de efeito observavel (CEO).

4. Resultados
4.1 Caracterizacao do glliter

A partir da caracterizacdo dos dois tipos de glitter utilizados, foi possivel
observar uma grande variedade de tamanhos de particulas, como evidenciado pelo
desvio padrdo alto (Tabela 1). Estes diferentes tamanhos das particulas de glliter
demonstrando a ndo homogeneidade das amostras, sendo que no glliter verde é maior
essa diferenca dos tamanhos das particulas.

Conforme a Norma Técnica NBR 6502 (ABNT, 1995) a classificacdo
granulométrica esta disposta na tabela 2. Com isso, temos que no glliter verde se
observa particulas com tamanhos classificados como silte que variam entre 0,002 a 0,06
mm, predominando o silte médio, seguido de particulas de tamanho similar a silte
grosso e fino, respectivamente. No glliter branco temos particulas com caracteristicas de
tamanho do tipo gréos de areia que variam de 0,06 a 2 mm, predominando o tamanho de
areia muito fina, seguido de silte grosso e areia fina. Assim, o glitter branco pode ser

classificado como tendo textura similar & de areia siltosa.
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Tabela 1: Classificacdo Granulométrica dos Glitters incluindo Material Pelitico

Glitter

R Verde ! Branco
Diametro Médio 5524 3941
Estatisticas da Distribuicdo Granulométrica Desvio Padrdo 094 ______ 084
(Phi) Assimetria | 059 . 0897
Curtose 3531 | 4187
Meédia 000 @ 0316
Areia Fina | 000 | 1728
Muito Fina - 4239 | 43928
ot Granulométr Grosso 29511 2662
aixa Granulométrica e Medio 20214 _____ 7946
Fino 20662 . 3123
Muito Fino 4942 0726

Peliticos Argila 1431 10113

Fonte: Elaborada pela autora.

Tabela 2: Classificagdo Granulométrica de acordo com a norma ABNT 6502/95.
Classificacio Granulométrica
Argila Silte Areia
<0.002mm 0002 -006 mm 0.06 - 2mm
Fonte: Elaborada pela autora.
Os produtos da pir6lise identificados na anélise da amostra de glitter branco por
Py-GC/MS estdo apresentados no cromatograma da Figura 3, cujo tipo polimérico

determinado foi o copolimero metil-acrilato cloreto de vinil — P(MA-VC).

Figura 3: Produtos de pirdlise apresentados em cromatogramas da amostra de glitter branco.
HCL.: cloreto de hidrogénio; B: benzeno; MMA: copolimero de acrilato de metila-cloreto de vinila; T:
tolueno; AN: antraceno.
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Fonte: Dra. Giovana Gimiliani.
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Os produtos da pirélise identificados evidenciam picos dos seguintes compostos
caracteristicos do PVC: cloreto de hidrogénio (HCI), benzeno (B), tolueno (T) e
antraceno (AN). Metil acrilato (MM) também foi identificado na amostra de glitter, o
qual ndo faz parte da cadeia polimérica do PVC, sendo um mondmero acrilico utilizado
no preparo de polimeros com propriedades rigidas, flexiveis, hidrofobicas ou
hidrofilicas (BASF®, 2005). Estes resultados sdo compativeis com a literatura, pois
glitters podem conter diferentes tipos de polimero: Poliéster, polipropileno, cloreto de
polivinil e poli(metil metacrilato), podendo haver uma mistura de polimeros em sua
composicdo e camadas (Vernoud et al., 2011; Gross et al., 2010). Polimeros do tipo
poli(cloreto vinil) — PVC, apresentam em sua composi¢do cloreto de hidrogénio,
benzeno, tolueno, estireno e alguns compostos de hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos como indeno, naftaleno, acenafteno, fluoreno e antraceno (Tsuge et al.,
2011). No entanto, pode ocorrer a ndo identificacdo de todos os compostos por Py-
GC/MS.

4.2 Toxicidade

Os resultados dos experimentos realizados com os embrides de bolacha do mar
M. quinquiesperforata com ambas coloracgdes de glliter estdo dispostos nas Figuras 4, 5
e 6. No teste 1 (Figura 4) e no teste 2 (Figura 5) foi possivel observar um
desenvolvimento larval normal no controle com taxas de desenvolvimento mais
elevado, em relacdo ao teste 2 (Figura 6), o qual o controle apresentou menor taxa de
desenvolvimento normal, estando pouco acima do valor minimo aceitavel proposto por
Laitano et al. (2015). Nos dois primeiros testes do glliter verde e do glliter branco, foi
possivel observar que a CEO foi igual a 0,01 mg.L™, sendo a concentragéo de diluicéo
mais baixa utilizada. Ja no terceiro teste, a concentragdo de 0,01 mg.L™ ndo apresentou
diferenca significativa em relacéo ao controle (p = 0,05) em ambas cores dos glliters, no
glliter verde (Figura 6 — A) a CEO foi igual a 100 mg.L™, enquanto no glliter branco
(Figura 6 — B), a CEO foi igual a 0,1 mg.L™, como apontado, a contagem do controle
desse teste em especifico se apresentou baixa em relagdo aos outros dois, o que pode ter

influenciado na estimativa da CEO.
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Figura 4: Desenvolvimento embrionario normal de Mellita quinquiesperforata no teste 1. Asteriscos
indicam diferencas significativas em relacdo ao controle (p < 0.05), sendo A o glitter verde e B o glitter
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Figura 5: Desenvolvimento embrionario normal de Mellita quinquiesperforata no teste 2. Asteriscos
indicam diferencas significativas em relacdo ao controle (p < 0.05), sendo A o glitter verde e B o glitter
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Figura 6: Desenvolvimento embrionario normal de Mellita quinquiesperforata no teste 3. Asteriscos
indicam diferencas significativas em relacdo ao controle (p < 0.05), sendo A o glitter verde e B o glitter
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Outro ponto a se ressaltar, sdo os desvios padrdes relativamente altos, em

especial no Teste 2 com glitter branco, que pode ter se devido a uma dificuldade do

glitter em se misturar de forma homogénea na agua, apesar dos procedimentos usados

para homogeneizar as solucgdes, por se tratar de um contaminante que nédo se dissolve

em agua, a quantidade particulas que as larvas foram expostas variaram, o0 que pode ter

refletido na variabilidade das respostas. Ademais, as composic¢des dos dois glitters séo
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diferentes: na Tabela 3 temos a composicdo de cada um dos produtos retirados dos
rotulos das embalagens. Como é possivel observar, o glliter verde apresenta uma
quantidade bem maior de compostos em sua fabricacdo em relagéo ao glliter branco.
Essa diferenca na composicdo, junto a diferenca da granulometria de cada um, pode
explicar a diferenca na prepracdo das solucBes e nas suas toxicidades, onde o glliter
branco facilmente se misturava com a agua do mar e o glliter verde formava uma
camada na superficie da &gua por ser mais fino, tendo uma maior facilidade em flutuar

e/ou ficar preso pela tensdo superficial na interface agua-ar.

Tabela 3: Composicéo dos glliters transcritos dos rétulos de cada embalagem, nota-se que 0s

nomes do compostos estdo descritos em inglés. (Cl 77019 = mica; Cl 77891 = Titanium Dioxide)

Glitter Composicao
branco BHT Propylparaben Talc  CI 77019 CI 77891

Composicao
Glitter BHT Methylparaben Propylparaben Serica Powder
verde  Hydrolyzed collagen Caprylic/Capric Triglycerde Magnesium Carbonate Zinc Stearate
Paraffinum Liquidum Talc Cyclomethicone Dimethicone Crosspolymer

Apesar disso, € possivel observar que ambos os glliters apresentaram toxicidade
sobre o desenvolvimento larval da bolacha-do-mar desde a concentracdo mais baixa a
mais alta. O glliter branco apresentou taxas de desenvolvimento larval menores que o
glliter verde, possivelmente por ele se homogenizar mais facilmente na agua do mar,
tendo um contato direto maior com 0s embrides, como podemos observar na Figura 7,

enguanto o glliter verde acaba por se acumular mais na superficie.

Figura 7: Larva normal e anormal na concentracdo de 100% do glliter branco em aumento de 4x no
microscopio.

- .
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5. Discusséo

De maneira geral, ambos os glliters foram tdxicos para o desenvolvimento larval
normal de M. quinquiesperforata desde a concentragdo mais baixa a mais alta, mas
houve uma diferenca de toxicidade entre o glitter branco e o verde, pois o glliter branco
induziu taxas menores no desenvolvimento larval normal de M. quinquiesperforata em
relacdo ao glliter verde. A partir dos resultados obtidos observa-se uma similaridade do
que foi encontrado em experimentos preliminares conduzidos por nosso grupo de
pesquisa (dados ndo publicados), pois o glliter em concentracdes superiores a 0,1%
aumentou a mortalidade e reducdo do crescimento do microscrustaceos marinhos do
género Artemia, e com a bolacha do mar, foi observado uma diminuicdo no
desenvolvimento larval normal principalmente nos Testes 1 e 2 (Figuras 4 e 5) a partir
da menor concentracao (0,01%).

Green et al. (2020) utilizando uma densidade de ~435 mg kg? de glliter
convencional de PET ndo biodegradavel e glliter biodegradaveis de materiais
alternativos (celulose regenerada modificada, mica ou mica sintética) no sedimento em
tratamentos diferentes por 48h, observaram que glitter biodegradaveis alternativos
tiveram varios efeitos semelhantes aos observados para o glitter convencional de PET,
qualquer tipo de glliter (PET, celulose regenerada modificada, mica e mica sintética)
resultou em menos clorofila B e C na coluna de 4gua e comprimentos de raiz mais
curtos de L. minor em comparagdo com 0s controles, no entanto, o glitter decantou no
fundo dos tratamentos e ndo foi observado aderido a L. minor, € mais provavel que o
lixiviado dos glliters (possivelmente dos revestimentos a base de aluminio e acrilico)
tenha causado a reducdo na biomassa do fitoplancton e a diminuicdo da raiz de L.
minor.

Na composicdo do glliter branco (Tabela 3), podemos observar a presenca da
mica (Cl 77019) a qual foi pontuado no estudo de Green et al. (2020) e também, sabe-se
a partir de analises quimicas, que os plasticos podem lixiviar as substancias que estdo
presentes na sua composic¢éo (Brede et al., 2003; Henneuse-Boxus & Pacary, 2003; Kim
et al., 2006; Mutsuga et al., 2006; Fernandes et al., 2008; Tenning et al., 2010), além
dos compostos que estdo descritos nos rétulos dos glliters, foram identificados outros
compostos do glitter branco por Py-GC/MS (HCI, B, T, NA e MM). Ademais, podem
ndo ter sido identificados todos 0os compostos presentes na amostra, embora a literatura
indiqgue a presenca frequente de inUmeros contaminantes, e possivelmente tais

compostos pode também prejudicar o desenvolvimento larval de M. quinquiesperforata
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O Propilparabeno (PPB) que esta descrito nos dois rotulos € utilizado para prolongar a
vida til dos produtos de cuidados pessoais, Garcia-Espifieira et al. (2018) utilizando o
nematdédeo Caenorhabditis elegans para avaliar os efeitos toxicologicos do PPB
demonstrou que este composto altera a fisiologia da espécie em termos de crescimento,
reproducdo e expressdo génica, sendo que o PPB é um produto quimico ja conhecido
como potencial desregulador enddcrino. A partir da lixiviacdo do PPB para &gua, este
pode ocasionar a alteracdo do funcionamento do sistema enddcrino, podem acontecer
anomalias nos processos de vitelogénese e dos sistemas reprodutivos dos animais (Bila
& Dezotti, 2007), podendo entdo, estar associadas a diminuicdo das taxas de reproducéo
e desenvolvimento embrionario observado nos testes.

Outro composto descrito em ambos rétulos, o BHT, também € utilizado como
um aditivo para aumentar a durabilidade dos plasticos, embora seja considerado seguro
para 0s humanos em nivel autorizado, sua presenca no ambiente aquatico e dados
toxicoldgicos controversos sao de grande preocupacao tanto para a vida aquatica quanto
a humana (Sarmah et al., 2020). Testes de toxicidade embrionaria com peixe-zebra
(Danio rerio) foram realizados por Sarmah et al. (2020) e Yang et al. (2018), e as
medidas de toxicidade aguda de 96 horas, como LCso, foram 4,388 mg.L™* e 200 uM,
respectivamente. Os valores com medidas diferentes nas concentragdes de efeitos
ocorreram por conta do protocolo distinto, pois os testes tinham abordagens com
objetivos diferentes. Apesar disso, esses dados evidenciaram a toxicidade do BHT no
desenvolvimento dos embrides, sendo este principio ativo um potencial composto
teratogénico, que € a capacidade da substancia presente durante o estdgio embrionario
ou fetal produza alteracdes na estrutura ou funcdo da descendéncia, na vida aquatica.
Embora os trabalhos sobre esse composto tenham focado na realizacdo de testes com
organismos de agua doce, possivelmente o potencial teratogénico desse composto
aconteca também na &gua salgada.

Somente no rotulo do glitter verde podemos encontrar o Metilparabeno (MeP),
entre 0s parabenos, esse € 0 que tem a maior concentragdo em varios produtos
cosméticos (Marquez-Sillero et al., 2010). de Carvalho et al. (2021) em um estudo para
avaliar os efeitos de Metilparabeno em larvas e adutos do peixe-zebra Danio rerio,
encontraram uma concentragao letal mediana (LCso) de MeP foi de 105,09 mg.Lpara
adultos e 211,12 mg.L para as larvas, mesmo os testes de toxicidade demonstrando que
0 MeP foi mais toxico para os adultos em comparacdo as larvas, o que € inesperado,

pois 0s estagios iniciais dos peixes sdo0 comumente mais sensiveis aos poluentes, um
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estudo de Li & Zhang (2017) que discutem que o vitelo parece estar envolvido na
defesa imunologico em embrifes em larvas de peixes. No caso das larvas de M.
quinquiesperforata, ndo encontramos o vitelo, com isso, elas estariam mais expostas ao
MeP podendo prejudicar seu desenvolvimento.

O Metil Acrilato (MM) identificado por Py-GC/MS no glliter branco ja foi
utilizado em testes de toxicidade usando peixes de agua doce e invertebrados em um
estudo de Staples et al. (2000), onde foi observado as concentragdes letais de >6,7
mg.L (24h e 48h), 4,5 mg.L* (72h) e 3,4 mg.L™ (96h) em Oncorhynchus mykiss, de 3.8
mg.L? (24h) 2,1 mg.L? (48h), 1,3 mg.L? (72h) e 1,1 mg.L™? (96h) em Cyprinodon
variegatus, de >6,4 mg.L? (24h) e 2,6 mg.L™ (48h) em Daphnia magna (invertebrado) e
por fim concentrag@es letais de >2,1 mg.L? (24h), >3,1 mg.L™* (48h), 1,6 mg.L? (72h) e
1,6 mg.L? (96h) em Mysidopsis bahia (invertebrado). Observando a toxicidade
encontrada em mais de uma espécie, podemos entender que o MM pode prejudicar as
larvas de bolacha do mar também.

Outros dois compostos identificados no glliter branco, o benzeno e o tolueno, ja
tiveram suas toxicidades descritas em larvas de Pimephales promelas, um peixe de 4gua
doce por Marchini et al. (1992), onde encontraram que o benzeno foi téxico nos
estagios larvais em concentragdes de 15,59 mg.L™ ! quando expostos por 96 horas e
14,01 mg. L quando expostos por 7 dias, com esses intervalos proximos, sugere-se que
o efeito letal acontece principalmente nos primeiros dias. JA& no estagio larval de
exposicéo ao tolueno, em 96 horas a concentragdo toxica foi de 17,03 mg.L e em 7 dias
foi de 9,39 mg.L. Nos juvenis, a concentracdo de letalidade de benzeno e tolueno
foram de 24,6 mg.L? e 36,2 mg.L?, demonstrando que essas substancias sio mais
prejudiciais aos estados larvais do organismo. Com isso, a lixiviacdo dessas substancias
a partir do glliter branco pode prejudicar o desenvolvimento larval da bolacha do mar.

Ademais, dados ndo publicados do Laboratério de Aquicultura Sustentavel da
UNESP de Séo Vicente, demonstraram os efeitos do glliter branco, 0 mesmo utilizado
nos testes com a bolacha do mar, em diferentes concentrac6es na fisiologia do camardo
dulcicola, foram observadas reducfes de cerca de 50% no consumo de oxigénio em
todos os tratamentos quando comparados ao controle, também durante a exposic¢éo 0s
animais deixaram de oxidar principalmente carboidratos e passaram a usar proteinas,
possivelmente a exposi¢do ao glitter causou danos fisicos nas branquias, afetando o
consumo de oxigénio e a ingestdo pode ter ocasionado danos aos tecidos do sistema

digestério e alterado a absorcdo de nutrientes, diminuindo a taxa metabolica,
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demonstrando que o glliter causou alteracfes na fisiologia energética desses camardes,
sendo um potencial fator para afetar o crescimento e reproducéo.

Nos preparos das solucBes é possivel enxergar uma diferenca entre a forma
como os glliters se comportam em meio aquoso, enquanto no glliter branco a solucgéo
fica homogénea mais facilmente, talvez por ter um tamanho maior facilitando seu
espalhamento na solugédo, enquanto no glliter verde, sem sonicador, ndo conseguimos
homogeneizar ao maximo a solugdo. Isso faz com que a particulas de glliter branco
figuem mais espalhadas na agua e em maior contato com as larvas, enquanto as
particulas do glliter verde tendem a ficar mais na superficie, com isso, pode se explicar
em parte que o glliter branco se demonstrou mais toxico com o verde, pois apresentava
um maior contato direto com as larvas prejudicando seu desenvolvimento, ja que o

glliter foi capaz de ocasionar danos fisicos em camardes.

6. Concluséo

O presente estudo evidencia dados sobre a toxicidade de particulas de glliter em
espécies marinhas tropicais. Conforme os resultados, foi possivel observar que ambas
coloracdes do glliter prejudicaram o desenvolvimento larval normal da bolacha do mar
M. quinquiesperforata, de maneira que o glliter branco se demonstrou mais toxico do
que o glliter verde.

De maneira geral, o glliter representa uma ameaca a biota aquatica, no entanto,
faltam informacGes na literatura a respeito da toxicidade do glitter sobre diferentes
espécies e também, a maioria dos estudos em relacdo aos compostos que podemos
encontrar na composi¢do do glliter sdo realizados com animais de agua doce, faltando

informacdes sobre a reacdo desses compostos em agua salgada.
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