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RESUMO

SOUZA, G. B. Efeitos Toxicos da Exposi¢io Combinada de Tetrabromobisfenol A e
Microplasticos Polietileno em Espécies Nativas de Aguas Doces Brasileiras. 2025.

Monografia (Trabalho de Conclusdao de Curso) — Escola de Engenharia de Sao Carlos,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2025.

O Tetrabromobisfenol A (TBBPA) e os Microplésticos (MP) sdo contaminantes emergentes
que vém sendo detectados em corpos hidricos do Brasil e do mundo e apresentam efeitos
adversos para biota aquatica. Eles podem coexistir no ambiente aquatico, e devido a capacidade
do MP de adsorver poluentes organicos como o TBBPA, o efeito toxico da mistura para a biota
passou a ser estudado. Neste projeto foram realizados testes de ecotoxicidade aguda e cronica
utilizando trés invertebrados aquaticos nativos do Brasil, a Oligoqueta Allonais inaequalis, o
microcrustaceo Ceriodaphnia silvestrii e o inseto Chironomus sancticaroli, a fim de avaliar os
efeitos potenciais que a exposi¢cdo combinada do TBBPA e MP (polietileno 40 - 48 um) pode
causar nas espécies. Os organismos foram cultivados em laboratorio e os testes de sensibilidade
foram realizados para garantir que os resultados pudessem ser utilizados. No teste de
ecotoxicidade aguda foram analisadas respostas de sobrevivéncia para todos os organismos,
ingestao e liberagdo do MP para 4. inaequalis ¢ C. silvestrii, € possiveis prejuizos na natagao
para A. inaequalis. Os testes foram realizados em combinacdo fatorial de concentragdes dos
contaminantes. Considerando combina¢cdes TBBPA+MP que nao causaram efeito agudo, foram
realizados testes de ecotoxicidade cronica nos quais foram analisados os efeitos das substancias
i1soladas e da combinagao sobre a reproducdo das espécies 4. inaequalis e C. silvestrii, € sobre
o comprimento corporal de C. sancticaroli. Os resultados foram analisados estatisticamente
para verificar quais exposicdes se diferenciam do controle. Os testes de ecotoxicidade aguda
indicaram: prejuizos a sobrevivéncia das espécies por parte do TBBPA (LC50 médio TBBPA:
A. inaequalis - 491,02 ng / L, C. silvestrii - 1262,52 ng / L, C. sancticaroli - 1951,70 ng / L),
ingestdo do MP e prejuizos a natacao para a espécie A. inaequalis. Os testes de ecotoxicidade
cronica mostraram prejuizos a reproducao de A. inaequalis e C. silvestrii, além de prejuizos ao
crescimento corporal da larva de C. sancticaroli. A pesquisa contribuiu para avaliacdo dos

efeitos toxicos combinados dos contaminantes para espécies nativas de aguas doces brasileiras.

Palavras-chave: Ecotoxicologia. Microplasticos. TBBPA. Bioindicadores.






ABSTRACT

SOUZA, G. B. Ecotoxicological Effects of Combined Tetrabromobisphenol A and
Polyethylene Microplastic Exposure on Native Brazilian Freshwater Species. 2025.
Monografia (Trabalho de Conclusao de Curso) — Escola de Engenharia de Sao Carlos,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2024.

Tetrabromobisphenol A (TBBPA) and Microplastics (MP) are emerging contaminants that
have been detected in water bodies in Brazil and around the world, and they present adverse
effects on aquatic biota. They can coexist in the aquatic environment, and also due to the MP's
ability to adsorb organic pollutants such as TBBPA, the toxic effect of the mixture on biota has
become a subject of study. In this project, acute and chronic ecotoxicity tests were conducted
with three brazilian native invertebrates: the Oligochaete Allonais inaequalis, the
Microcrustacean Ceriodaphnia silvestrii, and the insect Chironomus sancticaroli, in order to
assess the potential effects that combined exposure to TBBPA and MP (polyethylene 40—48
pum) may cause in these species. The organisms were cultivated in the laboratory environment,
and sensitivity tests were performed to ensure that the results of the tests could be valid. In the
acute ecotoxicity tests, mortality responses were analyzed for all organisms, MP ingestion and
release were evaluated for A. inaequalis, and also possible damage to the swimming of C.
silvestrii. The tests were conducted using a factorial combination of contaminant
concentrations. Considering TBBPA+MP combinations that did not cause acute effects, chronic
ecotoxicity tests were then carried out to analyze the effects of the isolated substances and the
mixture on the reproduction of 4. inaequalis and C. silvestrii, as well as the body growth of C.
sancticaroli. The results were statistically analyzed to identify which exposures differed from
the control. The acute ecotoxicity tests indicated: adverse effects on species survival caused by
TBBPA (mean LC50 for TBBPA: 4. inaequalis —491.02 pg/L, C. silvestrii — 1262.52 ng/L, C.
sancticaroli — 1951.70 pg/L), ingestion of MP, and impaired swimming ability for A.
inaequalis. The chronic ecotoxicity tests showed negative effects on the reproduction of A.
inaequalis and C. silvestrii, as well as on the body growth of C. sancticaroli larvae. This
research contributed to the assessment of the combined toxic effects of the contaminants on

native Brazilian freshwater species.

Keywords: Ecotoxicology. Microplastics. TBBPA. Bioindicators.
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1 INTRODUCAO

Os contaminantes emergentes (CE) sdo compostos com nivel de toxicidade pouco
conhecido que vém sendo detectados em varias matrizes ambientais (solo, agua e ar), € que nao
sdo facilmente removidos pelos processos comuns de tratamento de esgoto e dgua (Acayaba et.
al, 2017). Os CEs podem ter origens naturais ou sintéticas, € podem ser provenientes da
deposicao irregular de residuos, e encontrados em efluentes domésticos, industriais,
hospitalares e provenientes da atividade agropecuaria (Hamelsveld et. al, 2023 & Acayaba et.
al, 2017). Eles ndao costumam estar incluidos nos programas de monitoramento de rotina, ou
seja, hd pouca legislacdo que regule seu uso, descarte € monitoramento (Richardson e Kimura,
2016).

O Tetrabromobisfenol A (TBBPA), de férmula quimica CisHi2BrsO2, é um dos
retardantes de chamas bromados (BRFs) mais utilizados no mundo, com seu uso
correspondendo a 60% do mercado (Li et al. 2021). O TBBPA ¢ incorporado a diversos
produtos industriais, com a finalidade de minimizar a propaga¢do de chamas em caso de
incéndios, mitigando danos aos produtos e diminuindo riscos de acidentes (Pieroni et al. 2017).

Sabe-se que a produ¢ao mundial de TBBPA alcangou por volta de 170 mil toneladas no
ano de 2004 (Liu et al. 2016), sendo os Estados Unidos ¢ um dos paises com maior produgdo
deste composto, estimando-se que tenham produzido entre 22 mil e 44 mil toneladas no ano de
2015 (U.S. EPA, 2020).

O TBBPA ¢ considerado um contaminante emergente, € pode adentrar no ambiente
aquatico através de diversos modos, como o descarte de produtos que contém o contaminante
em corpos hidricos, por meio de emissdes durante a fabrica¢do desses produtos, por meio da
lixiviagdo de locais como lixdes e aterros mal gerenciados préximos a dgua, e por tratamentos
ineficazes em estacdes de tratamento de dgua e esgoto (Liu et al., 2016; Malkoske et al., 2016).

A grande quantidade do composto que € produzida mundialmente, somada a facilidade
que ele tem de se espalhar e persistir em diversos ecossistemas, torna necessario novos estudos
que busquem uma forma de remové-lo efetivamente dos corpos hidricos, e evidenciem seus
possiveis efeitos adversos para a biota aquatica (Pittinger; Pecquet, 2018). A deteccao do
TBBPA em amostras ambientais continentais ja foi reportada em concentracdes de até 4,8 ng/L
(Liu et al., 2016).

Alguns pesquisadores relatam que o TBBPA pode trazer riscos para a saide de diversas
espécies aquaticas, como algas, moluscos, crustaceos e peixes (He et al. 2015). Segundo estudo

de European Communities (2006), o composto causou efeito de letalidade em 50% (LC50) de
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diversos organismos em concentragdo abaixo de 1 mg/L, além de apresentar capacidade de
bioacumular em peixes. Em um estudo com o microcrustaceo Daphnia magna a CE50-48h
(concentragao média de efeito) foi de 0,6 mg/L (Waaijers et al., 2013) e para o inseto
Chironomus tentans a CE50-14d foi de 0,13 mg/L (U.S. EPA, 2015). Contudo, ha poucos
estudos analisando as concentra¢des de efeito do TBBPA para espécies de ocorréncia em
ambientes aquaticos tropicais.

Os micropléasticos (MPs), também considerados contaminantes emergentes (Richardson
e Kimura, 2016), sao definidos como particulas de polimeros sintéticos menores que 5
milimetros, podendo ser originados de fontes primarias ou secundarias (Gong & Xie, 2020). As
fontes primarias sdo aquelas em que o produto ja contém as particulas em tamanho inferior a 5
mm, como produtos cosméticos esfoliantes, produtos de limpeza doméstica e pastas de dente
(Eerkes-Medrano et al. 2015). Ja as fontes secundarias provém da deterioragdao de plasticos
maiores, como embalagens e sacolas plasticas (Menéndez-Pedriza, Jaumot, 2020).

Em anos recentes, cada vez mais relatos acusam a presenga de MPs em ambientes
aquaticos marinhos e continentais (Li et al. 2021). Estima-se que até o fim de 2025, mais de
cinco trilhdes de pedacos de plastico terdo adentrado aos oceanos, sendo que cerca de 92%
desses pedagos serdo microplasticos (Eriksen et al. 2014). Em ambientes aquaticos so
encontrados MPs de constituigdo quimica variada, como Polietileno (PE), Polipropileno (PP),
Poliestireno (PS), e Policloreto de Vinila (PVC) (Li et al. 2021).

Os danos que os microplasticos podem causar na biota aquatica sdo variados. Um
organismo pequeno pode ingerir e ter seus tubos corporais preenchidos pelas particulas, sendo
esse um efeito de curto prazo, mas também existem efeitos indiretos provenientes dos poluentes
ambientais que os MPs podem adsorver, em sua maioria compostos organicos prejudiciais,
como farmacos e retardantes de chamas bromados (Castro et al. 2020a, b, Menéndez-Pedriza,
Jaumot. 2020; Li et al. 2021).

A incidéncia de MPs em ambientes de 4gua continentais vem sendo detectada em corpos
hidricos proximos a areas urbanas (Eriksen et al. 2013; Anderson et al. 2017). Na pesquisa de
Anderson et al. 2017, uma expedi¢do na regido dos grandes lagos da América do Norte
encontrou em média 43.157 particulas de plastico’km?, sendo que uma quantidade consideravel
dessas particulas eram MPs de Polietileno provenientes de produtos de limpeza facial. A
ingestdo de MPs foi observada por Castro et al. 2020a, b para organismos de agua doce: a
cladocera Daphnia magna e a Oligoqueta Allonais inaequalis, ambos organismos presentes nas

aguas continentais de diversas regides do mundo e do Brasil.
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E certo que a ingestdo de microplasticos (MPs) ocasiona um efeito negativo nos
organismos de ecossistemas aquaticos continentais (Hurley et al., 2017; Sa et al., 2018). MPs
e poluentes organicos halogenados coexistem nas aguas onde sdo despejados residuos, € os MPs
podem reter sob sua superficie uma parcela dos poluentes organicos presentes no ambiente (Li
etal. 2021).

Estudos de Sun et al. (2019), Yu et al. (2020) e Li et al. (2021) mostraram que os MPs
de polietileno podem adsorver TBBPA e que essa combinagao pode ter efeitos adversos maiores
do que cada contaminante isolado. Ha indicios de que os plésticos podem liberar BRFs para o
meio aquatico ao longo do tempo, visto que os retardantes de chamas bromados sdo adicionados
mecanicamente aos polimeros, ndo havendo a formagdo de ligagdes quimicas (Gaylor et al,
2013).

Os retardantes podem entrar na matriz aquatica por meio do uso de equipamento ou
produtos que contém os retardantes, descarte inadequado, deterioragdo dos materiais que
contém os retardantes e a também pela formac¢ao de microplésticos secundarios contendo os
retardantes em sua composi¢do, esses por sua vez podem ser consumidos pela biota (Sun et al.
2018). Assim, ¢ de suma importancia estudar as interacdes do TBBPA com MP, e avaliar os
efeitos que ocorrem em organismos aquaticos de diferentes niveis troficos quando expostos a
essa combinagao.

Ensaios ecotoxicologicos sdo ferramentas importantes na avaliacdo dos efeitos
negativos de contaminantes presentes em corpos hidricos (Hodgson, 2004). Esses ensaios tém
como objetivo o monitoramento ambiental e a avaliagdo dos efeitos de substancias, e sdo
realizados em ambientes controlados, com temperatura, iluminagdo e alimentagao adequadas
aos organismos (Costa et al., 2008). As respostas dos organismos as amostras contendo os
contaminantes sdo comparadas com as respostas dos organismos as amostras de controle, sem
a presenca do contaminante (U.S. EPA, 1992).

Nos estudos de Yu et al. (2020) foram realizados ensaios ecotoxicoldgicos subcronicos
com peixes-zebra, que foram expostos a uma combinagdo de TBBPA com microplasticos
polietileno (PE). Os resultados do estudo sugerem que a co-exposi¢cdo induziu um stress
oxidativo maior e mais duravel nos organismos do que o TBBPA ou o MP isolado.

Em outro estudo, Woods et al (2018) observou a capacidade do mexilhao filtrador
Mytilus edulis de ingerir particulas de microplastico durante a alimentacdo, o que prejudicou
sua taxa de filtracdo. O estudo sugere que o organismo possui a capacidade de recuperar-se dos
danos do microplastico, pois houve uma recuperagdo da taxa de filtragdo do animal quando

transferido para o meio limpo.
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Dessa forma, novos estudos e testes ecotoxicologicos que evidenciem os efeitos dessa
combinagdo em organismos aquaticos se fazem necessarios. Nesta pesquisa foram investigados
os efeitos de toxicidade aguda e cronica da exposicao combinada de TBBPA ¢ MP em trés
organismos representativos do ambiente aquatico tropical brasileiro, Allonais inaequalis,
Ceriodaphnia silvestrii € Chironomus sancticaroli.

O microcrustaceo filtrador Ceriodaphnia silvestrii Daday, 1902 (Cladocera: Daphnidae)
¢ um representante do zooplancton neotropical, utilizado em ensaios ecotoxicoldgicos para a
avaliacdo da qualidade da 4gua por ser um organismo de coluna d’agua com alimentacao por
meio da filtragdo (Fonseca e Rocha, 2005; ABNT, 2017). A Oligoqueta Allonais inaequalis
Stephenson, 1911 (Haplotaxida: Naididae) é um organismo nativo de vida livre com tolerancia
a meios adversos, de facil obtencdo e manutencao, além de sua presenca nos corpos hidricos
brasileiros (Corbi et al. 2015; Felipe et al. 2020; Rocha et al. 2018). Ambas as espécies possuem
reproducdo assexuada, contribuindo para a manutengao da estabilidade genética e respostas aos
ensaios de ecotoxicidade (Bely & Wray, 2001; Corbi et al. 2015; ABNT, 2017). O inseto
Chironomus sancticaroli Trivinho-Strixino e Strixino, 1981 (Diptera: Chironomidae) ¢ um
inseto holometébolo, ou seja, t€ém metamorfose completa, possuindo quatro estagios distintos
em seu ciclo de vida — ovo, larva, pupa e adulto — sendo que as fases imaturas sdo aquaticas
enquanto o adulto ¢ terrestre. A espécie ocorre em todo o Estado de Sao Paulo, apresentando
assim relevancia ecologica para o tema da pesquisa, além de ser de facil criagao em laboratorio
(VIVEIROS, 2012).

O objetivo geral do projeto foi avaliar o efeito toxico da mistura do retardador de chama
Tetrabromobisfenol A (TBBPA) com o micropléstico polietileno (MP de tamanho de particulas
de 40 - 48 um) nos organismos. Os objetivos especificos de cada teste, agrupados por espécie,
foram:

o Allonais inaequalis (Oligoqueta)
o Teste de ecotoxicidade aguda (96 h / 4 dias):

= Avaliar os efeitos de diferentes combina¢des da mistura
TBBPA-+MP na sobrevivéncia dos organismos;

= Avaliar a ocorréncia de ingestdo de MP por parte da espécie (ja
observado por Castro et. al, 2020b) e se ocorre a liberacao da
particula quando a espécie ¢ retirada do meio contaminado e
colocada em meio limpo

= Avaliar prejuizos na natacdo da espécie em organismos

sobreviventes nas diferentes concentragdes de TBBPA+MP.
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o Teste de ecotoxicidade cronica (240 h / 10 dias)
= Avaliar o efeito da mistura TBBPA+MP sobre a reproducao da
espécie, considerando uma combinacdo que nao causou

sobrevivéncia no teste de ecotoxicidade aguda.

Ceriodaphnia silvestrii (microcrustaceo)
o Teste de ecotoxicidade aguda (48 h /2 dias):
= Avaliar os efeitos de diferentes combinagdes da mistura
TBBPA-+MP na sobrevivéncia dos organismos;
= Avaliar a ocorréncia de ingestdo de MP por parte da espécie;
o Teste de ecotoxicidade cronica (168 h / 7 dias):
= Avaliar o efeito da mistura TBBPA+MP sobre a reproducao da
espécie, considerando uma combinacdo que nao causou

sobrevivéncia no teste de ecotoxicidade aguda.

Chironomus sancticaroli (inseto)
o Teste de ecotoxicidade aguda (96 h / 4 dias):
= Avaliar os efeitos de diferentes combina¢des da mistura
TBBPA-+MP na sobrevivéncia dos organismos;
o Teste de ecotoxicidade cronica (240 h / 10 dias):
= Avaliar se o crescimento corporal das larvas foi prejudicado

pelos contaminantes.
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2 METODOLOGIA E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Manuten¢ao dos organismos-teste

Os organismos Allonais inaequalis, Ceriodaphnia silvestrii e Chironomus sancticaroli

foram cultivados em sala climatizada, no Laboratério de Ecotoxicologia e Ecologia Aplicada

(LEAA), do Departamento de Hidraulica e Saneamento, USP, Siao Carlos, Brasil. As

caracteristicas do cultivo desses organismos estao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Condigdes do cultivo € manutengdo dos organismos no LEAA

Temp. Fotoperiodo Meio de cultivo Alimentacio Metodologia
) Tetramin® (3 CORBI; GORNI;
12 h Luz/ Areia muflada
Allonais 25+ vezes por CORREA, 2015;
(550°C, 4h), agua
inaequalis 2°C 12hE semana, 5 g por FELIPE et al.,
SCUr0  filtrada sem cloro .
litro de agua) 2020
Ceriodaphnia 25+ 12 h Luz/ ) ) Alga e aditivo adaptado de
Agua reconstituida
silvestrii 2°C alimentar ABNT, 2017
12 h Escuro
Areia muflada OECD 235
(550°C, 4h), Agua Tetramin® (3 (2011) e Fonseca
Chironomus 25+ 12 h Luz/ reconstituida vezes por (1997)
Sancticaroli 2°C (adaptado de ABNT  semana, 5 g por
12 h Escuro o e ABNT, 2017
2017 para C. litro de agua)

silvestrii)

Fonte: o autor
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2.2 Materiais

O retardante de chamas TBBPA (97% de pureza) e o microplastico polietileno (40—
48 um; densidade 0.94 g/mL a 25 °C; ponto de fusdao 144 °C) foram adquiridos pela empresa
Sigma-Aldrich® (CAS # 79-94-7 e # 9002-88-4, respectivamente) e estocados ao abrigo da luz.
Durante a preparagao dos testes, solu¢cdes-mae de TBBPA em metanol foram preparadas para
cada concentracdo, garantindo que a quantidade de solvente ndo excedesse 0.1% em nenhum
recipiente-teste, a fim de evitar potenciais efeitos adversos nos organismos-teste. As massas de
microplasticos foram pesadas separadamente, utilizando uma balanca analitica de alta precisdo
(0,00001 g), e adicionados manualmente em cada replica contendo a solugcdo de TBBPA, ou a

agua do cultivo da espécie para as réplicas dos controles.

2.3 Testes de sensibilidade

Testes de sensibilidade sdo necessarios para garantir a saide dos organismos pré-
experimentos. Eles sdo conduzidos frequentemente no LEAA para garantir a integridade dos
dados obtidos pelos testes. Os testes de ecotoxicidade aguda e cronica somente foram
conduzidos se os resultados mensais dos testes de sensibilidade estavam de acordo com a carta-

controle do laboratoério.
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Tabela 2 - ParAmetros dos testes de sensibilidade dos organismos-teste

Allonais Ceriodaphnia Chironomus
inaequalis silvestrii sancticaroli
Substancia de NaCl KCl
KCl
referéncia
Volume 60 mL 30 mL 250 mL
Sedimento 10g - 50g
10 neonatos com 6 larvas I1I ou
Quantidade de
6 menos de 24 h de
individuos Vi
vida nstar
Exposicao 96 h 48 h 96 h
Aeracio - - -
Temperatura 25+2°C 25+2°C 25+2°C
Fotoperiodo 12h L:12h E 12h L:12h E 12h L:12h E
Resposta Sobrevivéncia Sobrevivéncia Sobrevivéncia
CORBI;
OECD (2011);
GORNI;
CORBI et al.,
CORREA,
Metodologia ABNT (2022) (2019)
(2015);
DORNFELD et
FELIPE et al.,
al. (2019)
(2020)
LC50 esperado (carta
2,7-5,75g/L 0,5-1,85g/L de 2,7-5,5¢g/L de
controle do
KClI NaCl KCL

laboratdrio)

Fonte: adaptado de Bernegossi (2022)
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2.4 Testes de ecotoxicidade aguda
2.4.1 Teste de ecotoxicidade aguda com a espécie Allonais inaequalis

As concentracdes de TBBPA do teste foram escolhidas com base em ensaios
preliminares conduzidos no laboratério. As concentragdes escolhidas foram de 300, 450, 675,

1000 e 1500 pg / L (fator de multiplicagao 1,5).

As concentragdes de MP Polietileno foram escolhidas com base em Castro et al. (2020a,
b), onde ndo houve registros de efeito toxico agudo, mas foi observado que o organismo A.
inaequalis tem capacidade de ingerir a particula de MP. As concentragdes de MP escolhidas

foram de 20, 30, 80, 160 e 320 mg / L (fator de multiplicagdo 2).

A figura 1 apresenta a combinagdo de concentracdes do teste. Cada combinagao foi

testada em triplicata (3 réplicas).

Figura 1 — Teste de ecotoxicidade aguda da espécie A/lonais inaequalis

Teste de Ecotoxicidade Aguda
Espécie: Allonais inaequalis
TBBPA

(ug/L) 0 300 450 675 1000 1500

20 3 3 3 3 3 3

40 3 3 3 3 3 3

(mg/L)

80 3 3 3 3 3 3

MP Polietileno

Fonte: o autor
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O teste de ecotoxicidade aguda com A. inaequalis foi conduzido em béqueres de vidro
de 100 mL contendo 60 mL de volume das solugdes, com seis organismos por réplica, seguindo
a metodologia de Corbi, Gorni e Correa (2015). Contudo, o teste foi conduzido sem a presenca
de sedimento, a fim de permitir a observagao microscopica da ingestdo de MP. Os parametros

do teste podem ser visualizados na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros do teste de ecotoxicidade aguda da espécie Allonais inaequalis

Allonais inaequalis

Solucgao-teste TBBPA + MPs * / agua do cultivo da espécie
Volume 60 mL em béqueres de 100 mL
Sedimento Ausente
Organismos 6
por Réplica
Tempo de
96 h
Exposicio
Nuimero de 3
Réplicas
Temperatura 25+2°C
Fotoperiodo 12h claro: 12h escuro
Alimentagao 2 mg por réplica de ragdo Tetramin® no inicio
Aeracio Ausente
Ponto final Sobrevivéncia, ingestao, natagao
Metodologia Adaptacdo de Corbi, Gorni e Correa (2015)

*combinagdes das concentracdes

Fonte: o autor
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Apo6s 96 horas, o teste foi encerrado e o niimero de organismos sobreviventes foi
registrado. O calculo do LC50 (Concentragao Letal 50%), indicador que representa a
concentracdo que causa 50% de efeito letal em relacao ao controle, foi realizado com base nos
dados dos organismos sobreviventes. O calculo foi realizado fixando cada concentracao de MP
e a andlise foi realizada com os dados de organismos vivos e variando as concentracdes de
TBBPA. A ferramenta utilizada para o calculo do LC50 foi a calculadora EC50 Calculator®

(AAT Bioquest, 2025), utilizando a opgao de trés parametros, como mostra a figura 2.

Figura 2 — Parametros para calculo do LC50

Calculator Options

Title EC50: 0 mg / LMP

X-axis label TBBPA (ug/L)

Y-axis label Organismos sobreviventes

Display error bars

Parameter mode ( See explanation ) Three Parameter A
Background correction (subtract smallest response) O

Normalize (divide by largest response) O

Fonte: AAT Bioquest (2025)

Os organismos sobreviventes foram transferidos dos béqueres contendo a mistura para
placas de Petri com agua do cultivo para contagem e registro em video. Gravagdes em video de
30 segundos foram feitas para todas as réplicas com organismos sobreviventes, a fim de
comparar a mobilidade dos organismos controle com a dos organismos expostos aos

contaminantes.

Com o auxilio do software Tracker®, a largura da placa de Petri foi tragada em 9
centrimetros. Foram definidos pontos de massa na extremidade de cada organismo visivel em
video, e a cada instante de segundo de 0 a 30, a posicao da extremidade do organismos foi
atualizada manualmente. Ao final de 30 segundos, a trajetdria total descrita por cada organismo

em centimetros foi registrada.
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Figura 3 — Interface do software Tracker®

& Tracker - O X
Arquivo Editar Video Trajetérias Coordenadas Janela Ajuda

= H & B |8 w- 1| %¥Novo = B Jsex | oo | Ty o A AL | A A, A £ 78
7 massaD m| 1.000 kg memdria em uso: 38MB de 247MB

‘ : }<  Diagrama | ¢ massaA|w o

Controle de Trajetarias X l

massa A (t, L)

<> massaA massaB < massaC massa D -

05 10 18 2 2%
ts)
120,995 5 | =13,86 cm

e e e,

| B Dados | & massaA|¥ Gaps &

tis) L {(cm)
0,000| 0,000~
1,000] 0,118
2.000] 0,240
3,000] 0,347
3,999 0,649
4,999 1,237|=
5,999 1,787
6,099 2149
7,999 2,281
3.999) 2347 |
9,998 2 666
10,998 3173
H 11,998 3,970
\massa D selecionado (definir massa na barra de ferramentas, shift+cligue para marcar as posigées)| - 12,998 4,765
| 1l | D E 13,098 5493
. ! i 14,998 5,670
o @ TR i . i 15,997] 5.907]
16 n67 B EEE

m Controle 3.mp4 ‘

Fonte: Tracker®

Além disso, até 3 organismos em cada réplica contendo MP (em algumas réplicas,
menos de 3 organismos sobreviveram) foram separados em um ambiente limpo (copos plasticos
contendo a 4dgua de cultivo da espécie), a fim de avaliar a ingestdo de MP em um periodo de
pos-exposicao de 72 horas. Foram registradas fotografias em microscopio 6ptico Nikon Eclipse
E200 (aumento 4x ou 10x) no momento da transferéncia e apos 24, 48 e 72 horas, para avaliar

a capacidade da espécie A. inaequalis expelir o MP.

Todas as fotos dos organismos foram dispostas num grande quadro virtual utilizando a
Miro® (Miro team, 2022). Um exemplo de como a anélise foi realizada para cada
combinagdo de concentragdo de encontra no anexo 1. Buscou-se observar a ingestao do MP e

a capacidade do organismo de expelir a particula quando em meio limpo.
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2.4.2 Teste de ecotoxicidade aguda com a espécie Ceriodaphnia silvestrii

As concentracdes de TBBPA do teste foram escolhidas com base em ensaios
preliminares conduzidos no laboratorio. As concentragdes escolhidas foram de 300, 600, 1200,

2400 e 4800 ug / L (fator de multiplicagao 2).

As concentracdes de MP Polietileno foram as mesmas do teste com a espécie A.

inaequalis, de 20, 30, 80, 160 e 320 mg / L (fator de multiplicagao 2).

Figura 4 — Teste de ecotoxicidade aguda da espécie Ceriodaphnia silvestrii

Teste de Ecotoxicidade Aguda r
Espécie: Ceriodaphnia silvestrii |
TBBPA

(ug/L) 0 300 600 1200 2400 4800

20 3 3 3 3 3 3

MP Polietileno
(mg/L)

Fonte: o autor

O teste foi conduzido em béqueres de vidro de 50 mL contendo 30 mL de volume das
solugdes, com 5 organismos por réplica, seguindo metodologia adaptada da ABNT NBR 13373
(2017) — “Ecotoxicologia aquatica - Toxicidade cronica — Método de ensaio com
Ceriodaphnia spp. (Crustacea, Cladocera)”. Os parametros do teste podem ser visualizados na

Tabela 4.
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Tabela 4 — Parametros do teste de ecotoxicidade aguda da espécie Ceriodaphnia silvestrii

Ceriodaphnia silvestrii

Solucgao-teste TBBPA + MPs * / agua do cultivo da espécie
Volume 30 mL em béqueres de 50 mL
Sedimento Ausente
Organismos
. 5
por Réplica
Temp(.) (~1e 48 h
Exposi¢io
Numero de
L 1. 3
Réplicas
Temperatura 25+2°C
Fotoperiodo 12h claro: 12h escuro
Alimentagao Ausente
Aeracio Ausente
Ponto final Sobrevivéncia, ingestdo
Metodologia Adaptacdo de ABNT NBR 13373 (2017)

*combinagdes das concentragdes

Fonte: o autor

Apbs 48 horas de teste, o nimero de organismos sobreviventes foi registrado. A
metodologia de andlise dos dados de sobrevivéncia e ingestdo foi a mesma do teste de

ecotoxicidade aguda com a espécie A. Inaequalis.
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2.4.3 Teste de ecotoxicidade aguda com a espécie Chironomus sancticaroli

Foram escolhidas concentragdes de TBBPA inferiores ao LC50 calculado por
Bernegossi (2022), de 1526 ug / L, para verificar se a combinagao com o MP polietileno causa
aumento no efeito toxico. A concentragdo de 100 mg / L de MP foi escolhida por ser uma
concentragdo dentro da faixa estudada nos testes de ecotoxicidade aguda dos outros organismos.
Devido ao MP em testes anteriores ndo ter demonstrado efeito claro na sobrevivéncia das outras

espécies, foi escolhida apenas uma concentragdo para o contaminante.

Figura 5 — Teste de ecotoxicidade aguda da espécie Chironomus sancticaroli

Teste de Ecotoxicidade Aguda |
Espécie: Chironomus sancticaroli |8

TBBPA

Larva lll

(ug/L) 0 300 450 675 1000 oulvinstar

MP Polietileno

Fonte: o autor

O teste de ecotoxicidade aguda da espécie C. sancticaroli foi conduzido em béqueres
de vidro 500 mL contendo 250 mL de volume das solugdes e 60 g de sedimento (Areia muflada
a 550°C, 4h), seguindo a metodologia de Fonseca (1997). Os parametros do teste se encontram

na tabela 5.
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Tabela 5 — Parametros do teste de ecotoxicidade aguda da espécie Chironomus sancticaroli

Chironomus sancticaroli

Solucgao-teste TBBPA + MPs * / agua do cultivo da espécie

250 mL em béqueres de 500 mL

Volume
Sedimento 60 g
Organismos ,

- 6 larvas III ou IV instar
por Réplica

T d

empo ce 96 h

Exposi¢io

Numero de
0 3

Réplicas
Temperatura 25+2°C
Fotoperiodo 12h claro: 12h escuro
Alimentagio 2 mg por réplica de ragdo Tetramin® no inicio

Aeracio Ausente

Ponto final Sobrevivéncia

Fonseca (1997)

Metodologia

*combinagdes das concentragdes

Fonte: o autor

Apds 96 h de teste, o nimero de organismos vivos em cada réplica foi registrado.
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2.5 Testes de ecotoxicidade cronica

Os testes de ecotoxicidade crdnica tiveram como objetivo analisar os efeitos a longo
prazo de um possivel poluente ambiental em um organismo, sendo eles: efeitos na reprodugao
de A. inaequalis e C. silvestrii e efeitos no crescimento corporal das larvas de C. sancticaroli.
Os testes a seguir utilizam concentracdes menores do que os testes de ecotoxicidade aguda com

as mesmas espécies, visto que sao realizados em um periodo de exposi¢cao maior.

2.5.1 Teste de ecotoxicidade cronica utilizando a espécie Allonais inaequalis

As concentragdes do teste de ecotoxicidade cronica com A. inaequalis foram escolhidas
com base nos resultados do teste de ecotoxicidade aguda e resultados de testes preliminares

feitos no laboratorio, sendo elas 0; 7,5; 15; e 30 pg / L TBBPA e 0; 20 mg / L MP.

Figura 6 — Teste de ecotoxicidade cronica da espécie Allonais inaequalis

Teste de Ecotoxicidade Cronica
Espécie: Allonais inaequalis

I 1
1 I
1 I
I I
1 I
i l
: TBBPA :
: (ug /L) 0 7,5 15 30 :
-8 I
L s i 3 3 3 3 -
1 - = 1
I 0~ I
I ©° & i
! e £ 20 3 3 3 3 :
R i
1 = :

e o i

Fonte: o autor

O teste com o organismo 4. inaequalis foi realizado em béqueres de vidro de 100 mL
contendo 60 mL das solugdes, com 6 organismos por réplica, seguindo a metodologia Felipe et

al. (2020), porém sem a presenga de sedimento. O teste busca verificar se o Tetrabromobisfenol
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A e o Microplastico Polietileno interferem na reprodugdo do organismo, assim utilizam-se

concentragdes que nao causaram efeito agudo. Os pardmetros do teste se encontram na tabela
6.

Tabela 6 - Parametros do teste de ecotoxicidade cronica da espécie Allonais inaequalis

Allonais inaequalis

Solugao-teste TBBPA + MPs * / 4gua do cultivo da espécie
Volume 60 mL em béqueres de 100 mL
Sedimento Ausente
Organismos
L 6
por Réplica
T d .
emp(.) ~e 10 dias
Exposi¢io
Numero de 3
Réplicas
Temperatura 25+£2°C
Fotoperiodo 12h claro: 12h escuro

2 mg por réplica de ragdo Tetramin® no inicio e

Alimentacao ap6s 5 dias
Aeracao Ausente

Ponto final Reproducao

Metodologia Felipe et al. (2020)

*combinagdes das concentragdes

Fonte: o autor

Apo6s 10 dias de teste, o nimero de organismos vivos em cada réplica foi registrado.
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2.5.2 Teste de ecotoxicidade cronica utilizando a espécie Ceriodaphnia silvestrii

As concentragdes do teste de ecotoxicidade cronica com C. silvestrii foram escolhidas
com base nos resultados do teste de ecotoxicidade aguda e resultados de testes preliminares

feitos no laboratodrio, sendo elas 0; 7,5; 15; ¢ 30 ng/ L TBBPA ¢ 0; 20 mg / L MP.

Figura 7 — Teste de ecotoxicidade cronica da espécie Ceriodaphnia silvestrii

Teste de Ecotoxicidade Cronica
Espécie: Ceriodaphnia silvestrii

TBBPA
(g /L) 0 7.5 15 30

0 10 10 10 10

20 10 10 10 10

MP Polietileno

Fonte: o autor

O teste com o organismo C. silvestrii foi realizado em tubos de ensaio de vidro de 30
mL contendo 15 mL das solugdes, com 1 organismo por réplica e 10 réplicas por combinagdo
de concentragdes, seguindo a metodologia NBR 13373 (ABNT, 2017). O teste buscou verificar
se 0 TBBPA e o MP Polietileno interferem na reproducao do organismo, assim foram utilizadas
concentragdes que nao causaram efeito de ecotoxicidade aguda. O teste com a C. silvestrii €
semi-estatico, ou seja, com a renovagao completa do meio a cada dois dias, a alimentacao

ocorreu apos a troca da solugdo-teste. Os parametros do teste se encontram na tabela 7.
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Tabela 7 — Parametros do teste de ecotoxicidade cronica da espécie Ceriodaphnia silvestrii

Ceriodaphnia silvestrii

Solugao-teste TBBPA + MPs * / 4gua do cultivo da espécie

Volume 15 mL em tubos de ensaio de 30 mL
Sedimento Ausente
Organismos |
por Réplica
T
emp? (~1e 7 dias
Exposi¢ao
Numero de 10
Réplicas
Temperatura 25+2°C
Fotoperiodo 12h claro: 12h escuro
Alimentacio 1 mL suspensao algécea~de Raph.idocelis
subcaptata a cada renovacdo do meio
Aeracio Ausente
Ponto final Reproducéo

Metodologia ABNT NBR 13373 (2017)

*combinag¢des das concentragdes

Fonte: o autor

O numero de organismos totais foi registrado a cada renovacao do meio (2 dias). Ao

fim, o niamero total de filhotes gerados em cada tratamento foi obtido.
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2.5.3 Teste de ecotoxicidade cronica utilizando a espécie Chironomus sancticaroli
Para o teste com a espécie C. sancticaroli, foram escolhidas as concentragdes de 0; 10;

20 ¢ 40 ng / L TBBPA, em combinagao com as concentragdes de 0 e 100 mg / L MP.

O objetivo do teste € verificar se o crescimento corporal das larvas ao longo dum periodo
de 10 dias foi prejudicado pelas combinacdes dos contaminantes. Ao término do teste, foram
feitas fotografias das larvas em placa de petri sobre papel milimetrado, para medi¢do do
comprimento corporal com o auxilio do software ImageJ®, de acordo com a metodologia de

Bernegossi (2022) adaptado de Trivinho-Strixino (1980).

Figura 8 — Teste de ecotoxicidade cronica da espécie Chironomus sancticaroli

Teste de Ecotoxicidade Cronica
Espécie: Chironomus sancticaroli

TBBPA Larvas
(ug /L) - 0. 90120 40

MP Polietileno

Fonte: o autor

O teste de ecotoxicidade cronica da espécie C. sancticaroli foi conduzido em béqueres
de vidro 500 mL contendo 250 mL de volume das solugdes e 60 g de sedimento (Areia muflada
a 550°C, 4h), seguindo a metodologia adaptada de Fonseca e Rocha (2004), OECD (2011) e
Dornfeld et al. (2019) por Bernegossi (2022). O teste foi interrompido ao final de 10 dias para
a medi¢ao do comprimento corporal dos individuos sob as diferentes concentracdes de TBBPA

e MP. Os parametros do teste se encontram na tabela 8.
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Tabela 8 - Parametros do teste de ecotoxicidade cronica da espécie Chironomus sancticaroli

Chironomus sancticaroli

Solugao-teste TBBPA + MPs * / 4gua do cultivo da espécie

250 mL em béqueres de 500 mL

Volume
Sedimento 60 g
Organrl SII‘IOS 10 larvas I instar
por Réplica
T
empo de 10 dias
Exposi¢ao
Numero de 3
Réplicas
Temperatura 25+2°C
Fotoperiodo 12h claro: 12h escuro
Alimentaciio 2 mg por réplica de ragﬁo Tetramin® no inicio e
no 5° dia
Aeracio 1 bolha por segundo

Ponto final Analise do comprimento corporal

. Bernegossi (2022) adaptado de Trivinho-
Metodologia Strixino (1980)

*combinag¢des das concentragdes

Fonte: o autor

Ao final do teste, os organismos foram dispostos em placas de petri de vidro sobre papel
milimetrado, e fotografias foram feitas com um celular Samsung Galaxy AS55, a fim de medir

o comprimento corporal dos individuos dos diferentes tratamentos TBPPA + MP com o auxilio

do software Imagel®.
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Figura 9 — Exemplo de foto de individuo da espécie Chironomus sancticaroli ap6s 10 dias de teste

Fonte: o autor

O procedimento no software foi o seguinte: primeiro, estabeleceu-se a escala de 5 cm do papel

milimetrado conforme mostra a figura 10.

Figura 10 — Estabelecimento da escala do papel milimetrado utilizando o Software ImageJ®

4 TESTEjpg (300%) - [} ¥
476x347 pixels; RGB; 645K

Fonte: Image]®

Em seguida, utilizando a ferramenta multi-point do programa, foram colocados pontos

percorrendo todo o corpo das larvas (figura 11).
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Figura 11 — Estabelecimento da escala do papel milimetrado utilizando o Software Image]®

4 image
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

njola|ol /A Alolald =] | | |»
‘Oval’, elliptical or brush selections (alt or long click to switch)

4 TESTE-1,jpg (G) (400%) - o X
30.79x22 44 mm (476x347); RGB; 645K

Fonte: Image]®

Por fim, obtidas as coordenadas X e Y de cada ponto, foi elaborado um script em Javascript
na aba /og do programa (figura 12), a fim de calcular a distancia entre as sequéncias de pontos e

retornar o valor do comprimento corporal das larvas em milimetros.

Figura 12 — Script para calculo do comprimento corporal da larva, resultados da analise do programa

com coordenadas para os dois primeiros pontos e resultado do célculo realizado pelo script na aba log

4 Script_soma_distanciasjs - O X
File Edit Font Examples Macros

var rt = ResultsTable getResultsTable(); ~
var n = rt.size(),
total_distance =0,
for (vari=1;i<n;i++){
var x1 = rt.getValue("X", i - 1);
vary1 = rt.getValue("Y", i - 1);
var X2 = rt. getValue("X", i);
var y2 = rt getValue("Y", i);
var distance = Math.sgrt(Math.pow(x2 - x1, 2) + Math.pow(y2 - y1, 2));
total_distance = total_distance += distance;

) print("Total distance =" + total_distance); &
4 Results = m] X 4 Log = u] X
File Edit Font Results File Edit Font

[ [Area [Mean [Min [Max |X e <]

1 0000 102 102 102 16.051 8462 Totaldistance=668037776J

20000 101 101 101 16.331 a_290_-+ =
« Y Y B

Fonte: o autor
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3 RESULTADOS

3.1 Teste de ecotoxicidade aguda utilizando a espécie Allonais inaequalis

3.1.1 Sobrevivéncia

Os resultados em organismos vivos do teste de ecotoxicidade aguda utilizando a espécie

A. inaequalis se encontram na tabela 9.

Tabela 9 - Organismos da espécie 4. inaequalis vivos apos 96 h do teste de ecotoxicidade aguda.

(nl:/;)L) TBBPA (pg/L) |0 TBBPA |300 TBBPA (450 TBBPA | 675 TBBPA {1000 TBBPA (1500 TBBPA
Replica 1 6 4 5 4 0 0
0 MP Replica 2 6 5 2 1 0 0
Replica 3 6 4 3 3 0 0
Replica 1 6 4 5 0 0 0
20 MP Replica 2 6 6 3 0 0 0
Replica 3 6 2 6 0 0 0
Replica 1 6 4 1 2 0 0
40 MP Replica 2 6 5 3 2 0 0
Replica 3 6 4 4 1 0 0
Replica 1 6 6 5 1 0 0
80 MP Replica 2 5 5 4 1 0 0
Replica 3 6 6 4 0 0 0
Replica 1 6 6 2 4 0 0
160 MP Replica 2 6 4 3 1 0 0
Replica 3 6 4 4 3 0 0
Replica 1 6 6 6 4 0 0
320 MP Replica 2 6 4 2 4 0 0
Replica 3 5 6 5 3 1 0

Fonte: o autor

Através de andlise visual da tabela, observa-se que a influéncia do MP isolado na
sobrevivéncia dos organismos ndo parece ser significativa. O TBBPA, entretanto, aparenta
potencial danoso a espécie, sendo que em concentracdes maiores que 1000 ug / L, praticamente

nao houve organismos vivos apos as 96 horas do teste.
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Um grafico gerado a partir do software Past® (Paleontological Statistics) versao 4.08
mostrou que a taxa de sobrevivéncia dos organismos expostos somente ao TBBPA foi decaindo
conforme o aumento da concentracdo (figura 13). A taxa de sobrevivéncia mostrou-se abaixo
de 50% na concentragao de 675 pg/ L TBBPA, e 0% nas concentragdes superiores. Os graficos

gerados pelo programa contém barra de erro padrao.

Figura 13 - Taxa de sobrevivéncia Allonais inaequalis nas concentragdes isoladas de TBBPA

100

904

80

Sobrevivéncia (%)
w
o

Concentracdo de TBBPA (ug/ L)

Fonte: Past 4.08

Ao analisar a influéncia do MP isolado nos organismos (concentracdes sem o TBBPA),
podemos observar que a substancia ndo tem efeito aparente na sobrevivéncia, conforme consta

no grafico da figura 14.



55

Figura 14 - Taxa de sobrevivéncia Allonais inaequalis nas concentragdes isoladas de MP

Sobrevivéncia (%)

Q Q Q Q Q Q
F & & & & &
v w S .

Concentracdo de MP (mg/ L)

Fonte: Past 4.08

Para identificar se a interacdo desses dois poluentes causou efeito na espécie, foi
realizado através do software Past® um teste estatistico denominado Two-way ANOVA
(Anélise de variancia com dois fatores). O resultado do teste apontou que as diferentes
concentragdes de TBBPA influenciaram na taxa de sobrevivéncia dos organismos (p-valor <
0,05), ja as concentracdes de MP ndo influenciaram (p-valor > 0,05). O teste, no entanto,
indicou que a interag@o entre esses dois fatores influencia na taxa de sobrevivéncia ( p-valor

<0,05), conforme a tabela 10.

Tabela 10 - Resultados teste estatistico Two-way Anova para o teste de ecotoxicidade aguda com

Allonais inaequalis

TBBPA 3,7E-36
MP 0,09847
Interacao 0,009638

Fonte: Past 4.08

Ao aplicar o teste de Tukey para verificar com mais detalhes como as concentragdes de

TBBPA interagem com a taxa de sobrevivéncia, observou-se que a partir da concentragao 300
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pg / L ha evidéncia de diferenca estatistica significante comparada ao controle (p-valor < 0,05),

ou seja, todas as concentragdes causaram efeito agudo significativo nos organismos.

Tabela 11 - Resultados teste estatistico post-hoc de Tukey nas diferentes concentragdes de TBBPA

para o teste de ecotoxicidade aguda com Allonais inaequalis

TBBPA Opg/L 300 pg /L 450 pg / L 675 pg /L 1000 pg / L 1500 pg / L
0pg/L - 0,001769 1,825E-09 0 0 0
300 pg /L 0,001769 - 0,01118 0 0 0
450 pg /L | 1,825E-09 0,01118 - 2,512E-07 0 0
675 ng /L 0 0 2,512E-07 - 2,512E-07 1,126E-07
1000 pg /L 0 0 0 2,512E-07 - 1
1500 pg / L 0 0 0 1,126E-07 1 -

Fonte: Past 4.08

J& ao aplicar o teste de Tukey para verificar se as concentragdes de MP interagem com

a taxa de sobrevivéncia, observamos que nao ha evidéncia estatistica de que o composto isolado

cause efeito agudo (p-valor > 0,05), ou seja, nenhuma concentragdo de MP causou efeito agudo

significativo no organismo.

Tabela 12 - Resultados teste estatistico post-hoc de Tukey nas diferentes concentra¢des de MP para o

teste de ecotoxicidade aguda com Allonais inaequalis

MP Omg/L 20mg /L 40 mg /L 80 mg /L 160 mg /L 320mg /L
Omg/L - 0,9283 0,9283 1 1 0,5156
20 mg /L 0,9283 - 1 0,9283 0,9283 0,08889
40 mg /L 0,9283 1 - 0,9283 0,9283 0,08889
80mg/L 1 0,9283 0,9283 - 1 0,5156
160 mg / L 1 0,9283 0,9283 1 - 0,5156
320 mg /L 0,5156 0,08889 0,08889 0,5156 0,5156 -

Fonte: Past 4.08

Por fim, calculou-se o LC50 do TBBPA fixando as concentragoes de MP.
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Tabela 13 — LC50 do TBBPA calculado para as diferentes concentragdes de MP fixadas para o teste

de ecotoxicidade aguda da espécie Allonais inaequalis

MP Omg/L 20mg /L 40 mg /L 80 mg /L 160 mg / L 320mg /L
L TBBPA
Cf:;)g/L) 507,6917 505,0554 426,3299 521,3282 494,6876 745.8477

Fonte: AATBIO EC50 Calculator

O LC50 médio para o teste de ecotoxicidade aguda com a espécie A. inaequalis foi
calculado em 533,49 png / L TBBPA.
O teste Two-way ANOVA acusou que a interagdo entre o TBBPA e o MP foi

responsavel pelo aumento do efeito agudo de ecotoxicidade que os contaminantes isolados

teriam sobre a espécie (p-valor = 0,009638 < 0,05).

3.1.2 Natacao

Para a andlise do efeito dos contaminantes na natagdo dos organismos, com o auxilio
do software Tracker®, a média da trajetoria dos organismos vivos e visiveis de cada

concentracao foi calculada. Os valores resultantes se encontram na tabela 14.

Tabela 14 — Média das trajetorias percorridas por cada organismo visivel ao final do teste de

ecotoxicidade aguda, em 30 segundos de filmagem

MP (mg /L) Omg/L [20mg/L [40mg/L |80mg/L |160mg/L |320mg/L

TBBPA (ng /L)

Opg/L 12,80 cm | 10,95cm | 12,32 cm | 10,93 cm 12,60 cm 10,57 cm

300 pg /L 5,07cm | 5,19 cm 4,26 cm 4,59 cm 4,14 cm 5,81 cm

450 pg /L 1,15 cm 2,07 cm 1,98 cm 1,34 cm 1,51 cm 1,56 cm

675 ng /L 1,42 cm 0,95 cm 1,34 cm 1,12 cm 0,55 cm 1,19 cm

1000 pg / L 0 0 0 0 0 0,45 cm

1500 pg /L 0 0 0 0 0 0

Fonte: o autor

Um gréfico foi gerado com a média da trajetoria de cada concentracdo de TBBPA para

melhor visualizacdo do efeito que o contaminante causa na natacdo da espécie (figura 15).
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Figura 15 — grafico com a trajetéria média dos organismos da espécie Allonais inaequalis apds o teste

de ecotoxicidade aguda da espécie
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Fonte: o autor

E possivel observar que a partir da concentragio de 300 pg / L de TBBPA, a natagdo
dos organismos j& aparenta prejuizo. Na concentragdo de 300 ng / L, a média da trajetoria dos
organismos (4,84 cm) foi 41,38 % da média da concentracdao de O pg / L TBBPA (11,69 cm).
Na concentragdo de 450 pg / L (1,60 cm), foi de 13,69%.

3.1.3 Ingestiao do MP

Por meio das fotos dos organismos, observamos indicios de que o organismo ingeriu o
microplastico (particulas escuras no tubo digestivo), assim como j& observado por Castro et al.
2020b. Também houve instdncias em que o organismo recém-separado durante sua fissdo
(processo reprodutivo) manteve particulas de MP em seu tubo digestivo, como observado em

um organismo da concentracao 0 ug /L TBBPA e 80 mg /L MP (figura 16:a).

Existem também indicios de que organismos previamente registrados com MP em seu
tubo digestivo liberam a substancia em meio limpo, mostrando que existe a possibilidade do
organismo expelir as particulas de MP (figura 16:b). No total, foram observadas 7 instancias
em que um organismo se dividiu no pos-teste, sendo que em 2 delas € possivel observar com
clareza a presenca de MP no tubo digestivo do individuo recém-dividido (figura 16:a e figura

17).
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Figura 16 - a) Primeiro registro de presenga de MP Polietileno em Allonais inaequalis recém dividido
(pelo processo de reprodugdo). b) individuo que havia sido dividido apos 48h em meio limpo, sem a

indica¢@o clara da presenca de MP no tubo. Concentragdo: 0 TBBPA e 80 MP (réplica 1)

Fonte: o autor

Figura 17 — Segundo registro presenga de MP Polietileno em Allonais inaequalis recém dividido.

Concentragdo: 0 TBBPA ¢ 160 MP (réplica 1)

Fonte: o autor

Ao fim do teste de ecotoxicidade aguda, foram monitorados 180 individuos,
representantes de todas as réplicas com organismos vivos. Desses, 154 pertenciam a réplicas de
combinagdes contendo o microplastico polietileno. Houve 44 registros de individuos com MP
em seus tubos digestivos, e 17 casos em que os individuos expeliram o MP enquanto vivos,
sendo todos os 17 registros no periodo de 24 horas de pds-teste. A quantidade de individuos

vivos ia decaindo ao longo do tempo, conforme mostra a tabela 15.
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Tabela 15 — Dados de organismos sobreviventes do pos-teste de ecotoxicidade aguda com a espécie

Allonais inaequalis

MP (mg /L) Organismos ir}ici'ellmente’ armazenados Vi’vos 24h Vi’vos 48h Viyos 72h
em meio limpo pos-teste pos-teste pos-teste pos-teste

0 31 18 7 0

20 26 10 5 1

40 29 17 6 0

80 29 12 4 1
160 33 13 1 0
320 36 18 6 0

Fonte: o autor

Na tabela 16, estao dispostos os dados de organismos registrados com as particulas de

Polietileno em seus tubos digestivos, agrupados por concentragdo de MP. Os graficos das

figuras 18 e 19 retratam as porcentagens de ingestdo e expulsdo do MP agrupadas por

concentragdo. Os graficos apresentam linha de tendéncia.

Tabela 16 — Dados de organismos que ingeriram e expeliram o MP durante o pds-teste de

ecotoxicidade aguda com a espécie Allonais inaequalis

Organismos inicialmente Q.u ant1dade. de o/ : ~ Quantidade de %
. organismos registrados | % ingestdo . . ~
MP (mg/L) | armazenados em meio com MP no tubo do MP | Organismos que expeliram | expulsdo
limpo pos-teste N MP do MP
digestivo

20 26 4 15% 2 50%

40 29 9 31% 5 56%

80 29 8 28% 3 38%

160 33 8 24% 3 38%

320 36 15 42% 5 33%

Fonte: o autor
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Figura 18 — Taxa de organismos da espécie Allonais inaequalis registrados com MP em seu tubo

digestivo logo apds o teste de ecotoxicidade aguda, agrupados por concentragdo de MP
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Fonte: o autor

Figura 19 — Taxa de organismos da espécie Allonais inaequalis que expeliram o MP previamente

ingerido de seu tubo digestivo, durante o pds-teste de ecotoxicidade aguda da espécie
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Fonte: o autor

Os gréficos indicam que a chance de encontrar MP no tubo digestivo dos individuos da
espécie A. inaequalis ¢ maior conforme a concentracdo de MP aumenta. Também indicam que
¢ menos provavel que o organismo consiga expelir o MP de seu tubo digestivo em

concentragdes maiores.
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3.2 Teste de ecotoxicidade aguda com a espécie Ceriodaphnia silvestrii

3.2.1 Sobrevivéncia

Os resultados em organismos vivos do teste de ecotoxicidade aguda com a espécie C.

silvestrii se encontram na tabela 17.

Tabela 17 — Organismos da espécie Ceriodaphnia silvestrii vivos apos 48 h do teste de ecotoxicidade

aguda

(nlsz) LELIEA (10 TBIgPA T]gl‘;(l”A Tlgl(;(l)’A T]lszl??l(’)A T]Z;:;)I?A T4B8];)I(’)A
Replica 1 5 4 4 4 0 0
0 MP Replica 2 5 5 4 4 0 0
Replica 3 4 5 4 0 0 0
Replica 1 4 5 5 2 0 0
20 MP Replica 2 5 4 5 3 0 0
Replica 3 4 4 4 2 0 0
Replica 1 4 4 4 1 0 0
40 MP Replica 2 5 5 4 3 0 0
Replica 3 4 5 4 2 0 0
Replica 1 4 5 5 3 0 0
80 MP Replica 2 5 4 4 4 0 0
Replica 3 4 4 4 2 0 0
Replica 1 5 4 4 3 0 0
160 MP Replica 2 5 5 4 4 0 0
Replica 3 4 5 4 3 0 0
Replica 1 4 4 3 3 0 0
320 MP Replica 2 5 4 4 3 0 0
Replica 3 5 4 5 2 0 0

Fonte: o autor

A analise visual da tabela permite observar que o TBBPA apresenta ecotoxicidade
aguda para a espécie, sendo nas concentracdes de 2400 e 4800 ng / L TBBPA ndo restaram
organismos vivos. O MP isolado novamente ndo aparenta toxicidade.

O grafico da figura 20 representa a taxa de sobrevivéncia dos organismos expostos
somente ao TBBPA, e o grafico da figura 21 representa a taxa de sobrevivéncia dos
organismos expostos somente ao MP. Os graficos contém barra de erro padrao.



Figura 20 - Taxa de sobrevivéncia Ceriodaphnia silvestrii nas concentragdes com 0 mg /L de MP
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Fonte: Past 4.08
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Figura 21 - Taxa de sobrevivéncia Ceriodaphnia silvestrii nas concentragdes com 0 pug / L de TBBPA
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Fonte: Past 4.08
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Para verificar se a interagdo dos poluentes causa efeito na espécie, foi realizado através
do software Past® o teste estatistico Two-way ANOVA. O resultado do teste apontou que as
diferentes concentragdes de TBBPA influenciaram na taxa de sobrevivéncia dos organismos
(p-valor < 0,05), ja as concentragdes de MP ndo influenciaram (p-valor > 0,05). O teste indicou
que a interacao entre esses dois fatores ndo influencia na taxa de sobrevivéncia (p-valor > 0,05),

conforme a tabela 18.

Tabela 18 - Resultados teste estatistico Two-way Anova para o teste de ecotoxicidade aguda com

Ceriodaphnia silvestrii

TBBPA 5,141E-42
MP 0,8128
Interacio 0,95

Fonte: Past 4.08

O teste de Tukey para o TBBPA mostra que a partir de 1200 pg / L, hé evidéncia de

efeito toxico (p-valor < 0,05) (tabela 19). Ja o teste de Tukey para o MP mostra que nenhuma

das concentracdes interferiram na sobrevivéncia da espécie.

Tabela 19 - Resultados teste estatistico post-hoc de Tukey nas diferentes concentragdes de TBBPA

para o teste de ecotoxicidade aguda com Ceriodaphnia silvestrii

TBBPA Opg/L 300pg/L | 600pg/L | 1200 pg/L | 2400 pg/L 4800 pg /L
Opg/L - 0,9998 0,5863 0 0 0
300 pg /L 0,9998 - 0,7547 0 0 0
600 pg / L 0,5863 0,7547 - 4,441E-09 0 0
1200 pg / L 0 0 4,441E-09 - 0 0
2400 pg / L 0 0 0 - 1
4800 pg / L 0 0 0 0 1 -

Fonte: Past 4.08



Tabela 20 - Resultados teste estatistico post-hoc de Tukey nas diferentes concentracdes de MP para o

teste de ecotoxicidade aguda com Ceriodaphnia silvestrii

MP Omg/L 20mg /L 40 mg /L 80 mg /L 160 mg / L 320mg /L
0Omg/L - 0,9998 0,9988 1 0, 0,9942
20 mg/L 0,9998 - 0,9942 0,9988 0,9645 0,9998
40 mg /L 0,9645 0,9942 - 0,9645 0,7547 0,9998
80 mg/L 1 0,9998 0,9645 - 0,9942 0,9942
160 mg /L 0,9942 0,9645 0,7547 0,9942 - 0,387
320 mg /L 0,9942 0,9998 0,9998 0,9942 0,887 -

Fonte: Past 4.08

Por fim, calculou-se o LC50 do TBBPA fixando as concentra¢des de MP.

Tabela 21 — LC50 do TBBPA calculado para as diferentes concentragdes de MP fixadas para o teste

de ecotoxicidade aguda da espécie Ceriodaphnia silvestrii

MP Omg/L 20mg/L | 40mg/L | 80mg/L | 160mg/L | 320mg/L
LC50

1278,694
TBBPA 1208,2366 | 1126,7297 | 1286,1699 | 1375,5079 1299,789
(ng/L)

Fonte: AATBIO EC50 Calculator

O LC50 médio para o teste de ecotoxicidade aguda com a espécie C. silvestrii foi

calculado em 1262,52 ng /L TBBPA.
3.2.2 Ingestao do MP

Durante o processo de fotografia em microscopia Optica, realizado logo apos o teste,
nao foi possivel observar ingestdo do MP por parte da espécie, visto que as particulas ndo sao
pequenas o suficiente para entrar no tubo do microcrustaceo. Podemos observar, por exemplo,
na figura 22, um organismo representante da réplica 2 da concentra¢do de 1200 TBBPA + 320

MP, com particulas de microplastico apenas em sua parede externa.
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Figura 22 — Individuo da espécie Ceriodaphnia silvestrii com MP Polietileno ao redor de sua parede

externa. Concentrag@o: 320 MP + 1200 TBBPA, réplica 2

Fonte: o autor
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3.3 Teste de ecotoxicidade aguda com a espécie Chironomus sancticaroli

3.3.1 Sobrevivéncia

Os resultados em organismos vivos do teste de ecotoxicidade aguda com a espécie C.

sancicaroli se encontram na tabela 22.

Tabela 22 — Organismos da espécie Chironomus sancticaroli vivos apos 96 h do teste de

ecotoxicidade aguda

(nﬁi) e ) TB](B)PA T];’]gtl)’A Tl;‘ls;l)’A T]g];i’A TIBO]ggA
Replica 1 6 6 6 6 5

0 MP Replica 2 6 6 6 5 4
Replica 3 6 6 6 6 6
Replica 1 6 6 6 6 5

100 MP | Replica 2 6 6 6 6 6
Replica 3 6 6 6 5 5

Fonte: o autor

Foi aplicado um teste estatistico denominado Two-way ANOVA nos valores de
organismos sobreviventes. O resultado do teste apontou que as diferentes concentragdes de
TBBPA influenciaram na taxa de sobrevivéncia dos organismos (p-valor < 0,05), as
concentracoes de MP e a interacdo entre os dois fatores ndo influenciaram na taxa de

sobrevivéncia (p-valor > 0,05) (tabela 23).

Tabela 23 - Resultados teste estatistico Two-way Anova para o teste de ecotoxicidade aguda com

Chironomus sancticaroli

TBBPA 0,01525
MP 0,6874
Interacao 0,9528

Fonte: Past 4.08

O teste de Tukey para o TBBPA mostra que na concentracdo de 1000 pg / L, ha
evidéncia de efeito toxico (p-valor < 0,05) (tabela 24). J4 o teste de Tukey para o MP mostra

que a concentracdao de 100 mg / L ndo interfere na sobrevivéncia da espécie (tabela 25).
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Tabela 24 - Resultados teste estatistico post-hoc de Tukey nas diferentes concentragdes de TBBPA

para o teste de ecotoxicidade aguda com Chironomus sancticaroli

TBBPA Opg/L 300pg/L | 450pg/L | 675pg/L | 1000 pg/L

Opg/L - 1 1 0,6995 0,03064
300 pg /L 1 - 1 0,6995 0,03064
450 pg / L 1 1 - 0,6995 0,03064
675 pg /L 0,6995 0,6995 0,6995 - 0,3313
1000 pg /L | 0,03064 0,03064 0,03064 0,3313 -

Fonte: Past 4.08

Tabela 25 - Resultados teste estatistico post-hoc de Tukey nas diferentes concentracdes de MP para o

teste de ecotoxicidade aguda com Chironomus sancticaroli

MP Omg/L 20mg /L
Omg/L - 0,6874
20mg /L 0,6874 -

Fonte: Past 4.08

O LC50 do TBBPA foi calculado para as concentragdes de 0 e 100 mg / L MP.

Tabela 26 — LC50 do TBBPA calculado para as diferentes concentracdes de MP fixadas para o teste

de ecotoxicidade aguda da espécie Chironomus sancticaroli

MP Omg/L | 100 mg/L
LC50
TBBPA | 018:0855 | 55e5395)
(ng/L)

Fonte: AATBIO EC50 Calculator

A concentracdo de 100 mg/ L de MP nao foi responséavel por diminuir o LC50 calculado

para o0 TBBPA por Bernegossi (2022), de 1526 pg / L. A média do LC50 foi calculada em
1951,70 pg / L.
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3.4 Teste de ecotoxicidade cronica com a espécie Allonais inaequalis

3.4.1 Reproducio

A quantidade de organismos vivos ao final dos 10 dias de teste se encontra na tabela 27.

Tabela 27 — Organismos da espécie Allonais inaequalis vivos ap6s 10 dias do teste de ecotoxicidade

cronica

(nl:gL) TBBPA (ng/L) TBI(S)PA TBs](S)PA
Replica 1 15 6

0 MP Replica 2 18 6
Replica 3 17 7
Replica 1 25 5

20 MP Replica 2 22 7
Replica 3 14 11

Fonte: O autor

O teste estatistico Two-way Anova mostrou que a concentra¢do de 80 ug / L de TBBPA teve
influéncia na reprodugdo da espécie (p-valor < 0,05) (tabela 28). O MP isolado e a interagdo entre os

poluentes nao apresentaram efeitos com diferenca estatistica do controle.

Tabela 28- Resultados teste estatistico Two-way Anova para o teste de ecotoxicidade cronica com

Allonais inaequalis

TBBPA 0,0003296
MP 0,2296
Interacao 0,5607

Fonte: Past 4.08

O gréfico da figura 23 mostra que o controle e a concentragdo com 20 mg / L MP

apresentaram mais reproducdes do que as concentragdes com a presenca do TBBPA.
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Figura 23 — Quantidade de individuos em cada combina¢do TBBPA + MP da espécie Allonais

inaequalis ao fim do teste de ecotoxicidade cronica
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Fonte: o autor
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3.5 Teste de ecotoxicidade cronica utilizando a espécie Ceriodaphnia silvestrii

3.5.1 Reproducio

O total de reprodugdes dos organismos da espécie ao final do teste de ecotoxicidade

cronica se encontra na tabela 29.

Tabela 29 — Total de reprodugdes da espécie Ceriodaphnia silvestrii ap6s 7 dias do teste de

ecotoxicidade cronica

MP (mg/L)| TBBPA (pg/L) (0 TBBPA|7,5S TBBPA (15 TBBPA |30TBBPA

0 MP [Soma das réplicas 109 77 71 62

20 MP [Soma das réplicas 111 69 71 38

Fonte: Past 4.08

O teste estatistico Two-way Anova mostrou que o TBBPA teve influéncia na reprodugio da C.
silvestrii (p-valor < 0,05) (tabela 30). O MP isolado e a interagdo entre os poluentes ndo apresentaram

efeitos com diferenca estatistica do controle.

Tabela 30 - Resultados teste estatistico Two-way Anova para o teste de ecotoxicidade cronica com

Ceriodaphnia silvestrii

TBBPA 0,003635
MP 0,2537
Interacao 0,4889

Fonte: Past 4.08
O teste de Tukey para o TBBPA mostra que na concentragao de 15 pg/ L, ha evidéncia
de prejuizo a reproducdo da espécie (p-valor < 0,05) (tabela 31).

Tabela 31 - Resultados teste estatistico post-hoc de Tukey nas diferentes concentragdes de TBBPA

para o teste de ecotoxicidade aguda com Ceriodaphnia silvestrii

TBBPA Opg/L 75pg/L | 15pg/L 30pg/L
Opg/L - 0,06121 0,04325 0,002483
7,5ng /L 0,06121 - 0,999 0,6712
15pg /L 0,04325 0,999 - 0,7553
30 pg /L 0,002483 0,6712 0,7553 -

Fonte: Past 4.08
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O grafico da figura 24 ilustra a quantidade de reprodugdes em cada concentracdo de

TBBPA. O gréfico contém barra de erro padrao.

Figura 2415 — Quantidade de reprodugcdes em cada concentracdo de TBBPA da espécie Ceriodaphnia

silvestrii ao fim do teste de ecotoxicidade cronica

....................................................................................

Quantidade de reprodugdes

0)
AY
Concentragdo de TBBPA (ug / L)

Fonte: Past 4.08

O EC50 do TBBPA para o efeito na reproducdo da C. silvestrii foi calculado para as
concentragdes de 0 e 20 mg / L MP.

Tabela 32 — EC50 do efeito na reprodugdo causado pelo TBBPA na espécie Ceriodaphnia silvestrii,

calculado para a concentragao de 0 e 20 mg/ L MP, no teste de ecotoxicidade cronica

MP Omg/L 20 mg /L
LC50
TBBPA | 52909 | 183315
(ng/L)

Fonte: AATBIO EC50 Calculator

A concentracao de 20 mg / L aparenta contribuir para a toxicidade do TBBPA para a

reproducdo da espécie C. silvestrii. Entretanto, para melhor compreensdo dessa hipdtese, seria



73

necessario a realizagdo de testes com uma maior variedade de concentragdes. A média dos

EC50 foi calculada em 38,3112 pg /L TBBPA.
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3.5 Teste de ecotoxicidade cronica utilizando a espécie Chironomus sancticaroli

3.5.1 Comprimento corporal

Com os valores de comprimento corporal obtidos, foi realizado um teste estatistico 7wo-
way ANOVA através do software Past® 4.08. O resultado do teste apontou que o TBBPA
influenciou no crescimento corporal dos organismos (p-valor < 0,05). A interagdo TBBPA +
MP nao foi responsavel por impactar o crescimento dos organismos. O MP apresenta um p-
valor no limite para ser considerado como impactante no crescimento corporal dos organismos.

Os resultados do teste se encontram na tabela 33.

Tabela 33 — P-valores resultantes do teste estatistico de analise de variancia com dois fatores aplicado

nos comprimentos das larvas do teste de ecotoxicidade cronica com a espécie Chironomus sancticaroli

TBBPA 2,93E-11
MP 0,05041
Interacio 0,2547

Fonte: Past 4.08

Um pos-teste de Tukey mostrou que as trés concentracdes de TBBPA diferem do
controle, e, portanto, influenciaram no crescimento corporal dos organismos (p-valor <0,05).
As concentragoes de 20 e 40 ug / L de TBBPA sdo as unicas que nao diferem entre si, conforme

pode ser observado na tabela 34.

Tabela 34 - P-valores resultantes do teste de Tukey aplicado nas concentracdes de TBBPA do teste de

ecotoxicidade cronica com a espécie Chironomus sancticaroli

TBBPA Opg/L 10 pg /L 20 pg /L 40pg/L
Opg/L - 0,000622 | 3,355E-09 | 9,449E-10
10 pg /L 0,000622 - 0,05716 0,03158
20pg/L | 3,355E-09 0,05716 - 0,9961
40pg/L | 9,449E-10 0,03158 0,9961 -

Fonte: Past 4.08
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Foi gerado um grafico de barras para facilitar a observacao visual dos efeitos do TBBPA

no crescimento corporal dos organismos, contendo também barras de erro padrio.

Figura 25 - Grafico contendo a média do comprimento corporal dos organismos da espécie

Chironomus sancticaroli ap6s 10 dias de exposicao a diferentes concentragdes de TBBPA

6.5
6.0
5.5
5.01
4.5
4.0
3.54
3.0
2.54
2.0

1.09

Comprimento corporal médio das larvas (mm)

0.5

0.0

Concentragdo de TBBPA (ug / L)

Fonte: Past 4.08

Pode-se inferir, portanto, que o TBBPA ¢ capaz de prejudicar o crescimento corporal de
larvas da espécie C. sancticaroli em concentragdes tdo pequenas quanto 10 ug / L. Novos
estudos com uma gama maior de concentragdes sdo necessarios para identificar se a
combina¢do do contaminante TBBPA com microplasticos pode aumentar o efeito prejudicial

das substancias isoladas.
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4, CONCLUSAO

Os testes ecotoxicologicos foram uma ferramenta importante na avaliacao dos diferentes
efeitos prejudiciais que o Tetrabromobisfenol A e os Microplasticos Polietileno podem causar
nas espécies de agua doce brasileiras.

Para a Oligoqueta A. inaequalis, pdde-se observar que a sobrevivéncia da espécie foi
prejudicada significativamente a partir de 300 pg / L de TBBPA no teste de ecotoxicidade
aguda. A natacdo da espécie também ¢ prejudicada a partir dessa mesma concentragao. A
ingestao do MP também foi observada, e a durante o processo reprodutivo, foi possivel observar
que os novos organismos podem reter MP em seu tubo digestivo advindos dos organismos
parentais. O teste de ecotoxicidade cronica mostrou que a concentracao de 80 ng /L de TBBPA
causa prejuizos na reproducao da espécie.

Para o microcrustaceo C. silvestrii, observou-se que a espécie ¢ um mais resistente ao
TBBPA e que ndo ingere MP. A primeira concentragdo de TBBPA que causou efeito agudo na
sobrevivéncia foi a de 1200 pg / L. A reproducdo da espécie, no entanto, ¢ afetada a partir de
concentragdes tdo pequenas quanto 15 pg / L.

Ja a espécie C. sancticaroli teve sua sobrevivéncia prejudicada a partir de 1000 pg / L
TBBPA no teste de ecotoxicidade aguda. No teste de ecotoxicidade cronica, observou-se que,
a partir de 10 ug / L de TBBPA, o crescimento corporal da espécie ja era prejudicado.

Em geral, o Microplastico Polietileno isolado ndo ¢ um fator contribuinte para os
diferentes efeitos de ecotoxicidade avaliados. Entrentanto, o teste estatistico Two Way Anova
feito com os resultados do teste de ecotoxicidade aguda com a espécie 4. inaequalis acusaram
que a interacdo TBBPA + MP foi responsavel pelo aumento do efeito na sobrevivéncia dos

organismos.
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ANEXO

Anexo 1 - Exemplo de quadro individual (concentragdo: 0 pg /L TBBPA e 80 mg/ L MP)
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Fonte: Miro®



