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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, estudos tem revelado a polui¢éo hidrica por microplésticos (polietileno) (particulas de origem priméria ou secundéria com
tamanho inferior a 5mm) em éguas doces. O polietileno é um dos polimeros mais produzidos no mundo e, ensaios |laboratoriais e de campo, tem
sugerido sua toxicidade para espécies de invertebrados e peixes (Eerkes-Medrano e Thompson, 2018). Neste cenério, ensaios de toxicidade tém sido
executados e adaptados, com o objetivo de elucidar os efeitos de curto alongo prazo para a biota aquética, que poderiam ndo ser observados apenas
por protocolos tradicionais, em face a heterogeneidade da constituicdo quimica destas microparticulas poliméricas em corpos hidricos (Wagner et al
. 2014).

OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo investigar os efeitos de toxicidade do microplastico polietileno na mobilidade e crescimento de Daphnia magna
e verificar a possivel ingestdo das microparticulas em bioensaios de curta duragdo (96h) com e sem aimentacéo.

MATERIAL E METODOS

O cultivo de D. magna foi realizado no Laboratério de Ecologia de Ambientes Aquéticos (LEAA, EESC-USP), em bégueres de 2L que
continham 40 dafnideos mantidos em incubadora BOD, modelo SL-224, a 20 + 2 °C e 16h luz/8h escuro. O meio de cultivo foi preparado conforme
ABNT NBR 12.713 (ABNT, 2016), e atroca do meio realizada trés vezes por semana. A cada troca, a espécie foi alimentada com 3x10°> células.mL
-1 de Raphidocelis subcaptata, cultivada em meio oligo. Para observagao da sensibilidade dos organismos, foram conduzidos testes com sulfato de
cobre pentahidratado (CuSO,.5H,0) como substéncia de referéncia ABNT NBR 12713 (ABNT, 2016).

O micropléstico utilizado é do tipo polietileno em p6, de peso molecular ultra-alto, cor branca, tamanho informado entre 40-48 pum, densidade
0,94 g/mL, e foi adquirido da empresa Sigma-Aldrich®. Uma amostra foi submetida a0 microscopio éptico modelo Nikon ECLIPSE E200,
acoplado a uma camera modelo 3.0 Mega CMOS e a partir de fotografias e 0 uso do programa Image] foram observados o tamanho, forma e
distribuicdo das microparticulas. As concentragdes de microplésticos testadas foram de 20; 40; 80; 160 e 320 mg MP.L"L. As massas de
microplasticos (2; 4; 8; 16 e 32 mg) foram pesadas diretamente em uma balanca analitica com resolucdo 0,00001g, alocadas em béqueres de 100
mL, que foram preenchidos com 100 mL de agua reconstituida, preparada conforme ABNT NBR 12.713 (ABNT, 2016). Cada mistura
(microplastico e &gua reconstituida) seguiu para um tratamento ultrassdnico por 15 min para melhor dispersdo dos microplésticos. Logo apds, 10
dafnideos (com menos de 24h de vida) foram transferidos do cultivo e liberadas abaixo da superficie da &gua de cada béquer. No ensaio com
alimentac&o, a espécie recebeu 3x10™>.mL 1 células de Raphidocelis subcaptata e 1 mL.L ™t de soluczo fermentada naincubagio e apds transcorridas
48h (renovacdo da solugdo-teste). O ensaio sem alimentagéo ndo recebeu estas suplementagles, e assim, a solugdo-teste foi mantida do inicio ao fim
do ensaio.

Os testes foram realizados em triplicata, havendo uma quarta réplica para retirada didria dos organismos para a andlise da ingestdo. Os testes
tiveram duracao total de 96 horas, e foram mantidos nas mesmas condicdes de temperatura e fotoperiodo do cultivo. No periodo de 24, 48, 72 e 96 h
foi verificada a mobilidade dos organismos em cada réplica e a ingestéo de microplasticos a partir da retirada de organismos da quarta réplica, que
foram submetidos a andlise microscopica. Apos 0 encerramento dos ensaios, 0s organismos vivos foram fotografados e medidos com auxilio do
software ImageJ, para obten¢do do seu comprimento final (do topo da cabega a base da espinha apical).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A observagdo dos microplésticos em microscépio confirmou seu tamanho micrométrico (40-48um) e foi verificado que as particulas possuem
distribuicdo e forma heterogénea. A utilizagdo de microplasticos com formas irregulares aproximam as condigdes de exposi¢do dos bioensaios as
condi¢des reais ohservadas no ambiente aquatico, tendo em vista que microparticulas de polietileno estdo submetidas a forgas naturais gradativas de
desgaste da sua superficie, sjam por processos hidticos e/ou abidticos (Lambert e Wagner, 2017). Quanto a mobilidade dos dafnideos, nédo foi
observada imobilidade em todas concentragdes testadas e controle durante as 96 horas de exposicdo com alimentacdo. No ensaio conduzido sem
alimentac&o, observou-se que a concentracao de 160 mg.MP.L 1 provocou imobilidade em 3,3% dos organismos nas primeiras 24 h, e 10% a partir
de 48 h, que se manteve até as 96 h finais.
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O comprimento médio dos dafnidios expostos ao teste sem alimentagdo variou entre 1,16 mm para o controle (desvio-padréo 0,034) e 1,19 mm
para as concentragtes de 20 e 320 mg MP.L"L (desvios-padrao: 0,044 e 0,033, respectivamente). No teste com alimentacio, o comprimento médio
dos organismos variou entre 1,88 mm para a concentracao de 320 mg MP.L"1 (desvio-padréo: 0,247) e 1,94 mm para as concentracdes de 40 e 160
mg MP.L'1 (desvios-padrdo: 0,219 e 0,242, respectivamente). N&o foram observadas diferencas no comprimento de dafnideos entre as
concentracdes e controle (p-valor igual a 0,2582 no teste de Kruskal-Wallis) para o teste com alimentacdo. Todavia, no ensaio sem alimentagéo, a
concentracéo de 20 mg MP.L "1 se mostrou estatisticamente diferente do controle (p-valor igual 0,018 no teste de Tukey).

A andlise microscopica daingestdo diéria de microplésticos por D. magna evidenciou que as microparticulas sdo ingeridas pela espécie logo nas
primeiras 24h de incubag&o, seja no teste conduzido com ou sem aimentacdo. O preenchimento de microplasticos no tubo digestivo dos organismos
aumentou conforme 0 acréscimo das concentragdes-teste. Apesar da captura e armazenamento, ndo foram observadas alteragdes morfoldgicas ou
deformidades em estruturas corporais como garras e antenas.

CONCLUSAO

O micropléastico ndo apresentou efeito de toxicidade na mobilidade dos organismos, porém, para o crescimento, foi observada diferencas no
teste sem alimentacdo. Além disso, a ingest@o do micropléastico foi registrada nos dois cenérios de exposi¢do. O teste de curta durago prolongado
para 96 h possibilitou observar a presenca de efeitos toxicos de microplasticos a D. magna.
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