AVALIACAO DIRECTA DA TOXICIDADE DE
- AGUAS RESIDUAIS: UM CASO DE ESTUDO

— DIRECT TOXICITY ASSESSMENT OF WASTEWATERS: A CASE STUDY

84



Recursos Hidricos + Associagao Portuguesa dos Recursos Hidricos + Volume 28 # 01

Avaliacio Directa da Toxicidade de Aguas Residuais: Um Caso de Estudo -85



86

INTRODUCAO

A avaliacdo integrada dos efeitos bioldgicos das
descargas industriais nos ecossistemas reveste-se do
maior interesse e 0s ensaios ecotoxicolégicos sdo
referidos como ferramentas extremamente Uteis para
a identificacdo dos impactos no ambiente (Grothe et
al,, 1996). Assim, uma avaliacdo global das &guas
residuais deve integrar ensaios ecotoxicolégicos
complementando a caracterizacdo quimica (Chapman,
2000) tendo esta abordagem vantagens especialmente
na avaliacdo dos impactes de d&guas residuais
complexas [(Daniel et al, 2004). Neste sentido, o
projecto de demonstracdo ECORIVER “Avaliacao
Ecotoxicolégica de Aguas Residuais Urbanas e
Industriais” www.iambiente/ecoriver (LIFE02 ENV/P/
000416}, que decorreu de Outubro de 2002 a Setembro
de 2005 na Bacia do Rio Trancéao, integrou o estudo
ecotoxicoldgico e fisico-quimico de dguas residuais de
empresas de varios sectores industriais sedeadas na
regiao, bem como do meio receptor. Apresentam-se e
discutem-se neste trabalho os resultados relativos a
avaliacao ecotoxicoldgica de amostras de aguas
residuais de 17 empresas de diferentes sectores
industriais através da utilizacdo de ensaios agudos e

crénicos, com diferentes espécies: a bactéria Vibrio
fischeri, a alga Pseudokircheneriella subcapitata, os
crustdceos Thamnocephalus platyurus e Daphnia
magna, e a planta Lemna minor.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Foram colhidas amostras de aguas residuais de 17
empresas localizadas na bacia do Rio Trancdo/Portugal
em 4 campanhas de amostragem (Maio 2003,
Novembro 2003, Marco 2004 e Setembro 2004). Estas
empresas foram seleccionadas apés uma fase de
triagem envolvendo cerca de 50 empresas (Morbey et
al., 2003), e pertencem a nove sectores industriais:
alimentar (A}, gréafico (G), laboratério (L), metalo-
mecanico (M), oficinas (0], papel (P), quimico (Q),
reciclagem (R] e tratamento de superficie (T). No
Quadro 1 apresenta-se o tipo de processo de cada
empresa em analise, local e caudal da descarga bem
como o tipo de amostra. Dependendo do processo
industrial, a amostragem efectuada foi pontual ou
composta. Cada amostra foi dividida em sub-amostras,
conservadas a -20°C para analise da ecotoxicidade.

Quadro 1 - Caracteristicas e origem das amostras de dguas residuais industriais em estudo (identificacdo de sectores: A-Alimentar,
G-Grafico, L-Laboratério, M-Metalomecénico, O-Oficinas, P-Papel, Q-Quimico, R-Reclicagem, T-Tratamento de superficie].

Local descarga

Processo

Al Processamento de carnes

A2  Processamento de peixe

A3  Producao de amidos

A4 Refinacdo de Aclcares

A5 Subprodutos alimentares

G1  Gréfica e litografia

G2  Gréfica e litografia

L1 Instituto de investigacao

M1  Fabrico de aparelhagem industrial
01  Oficina de automaveis

Empresas

02  Oficina de automaveis

P Fabrico de Papel

an Producao de medicamentos naturais
Q2 Producao de guimico-farmacéuticos
R 1  Valorizacdo de embalagens

R2  Valorizacdo de RSU

T1  Galvanoplastia

Caudal descarga  Tipo de amostra

(m3/d)
Colector 32 Composta
Rio 38 Composta
Colector 530 Composta
Colector 1680 Composta
Rio 100 Composta
Colector 7.9 Pontual
Colector 1.0 Pontual
Colector 200 Composta
Rio 3.0 Pontual
Rio 15 Pontual
Colector 4,1 Pontual
Rio 200 Pontual
Colector 21 Composta
Colector 183 Composta
Colector 2.4 Composta
Colector 6,6 Composta
Rio 24 Pontual
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Bioensaios

Os ensaios ecotoxicoldgicos foram aplicados a todas
as amostras com excepcao do ensaio cronico, aplicado
apenas as amostras da 42 campanha de amostragem.
Ensaio Microtox: A toxicidade para as bactérias foi
avaliada pela determinacao da inibicao da lumines-
céncia de Vibrio fischeri (estirpe NRRL B-11177) apds
exposicdo de 15 minutos (Microtox® Test, Microbics,
Carlsbad, E.U.A.). O teste foi realizado de acordo com
os procedimentos descritos em Microbics (1992).
Ensaio AlgalTox: A toxicidade para as algas foi avaliada
pela determinacao da inibicao do crescimento de
Pseudokircheneriella subcapitata apos exposicao de 72
horas de acordo com os procedimentos do ensaio
AlgalToxKit F™ (MicroBioTests, 2004) que seguem a
linha de orientacdo da OCDE 201 (OECD, 1984). O
inéculo é disponibilizado em “algal beads” com
células imobilizadas. Utiliza-se um espectrofotémetro
para determinar a densidade dptica a 670 nm das
suspensoes de alga.

Ensaio ThamnoTox: A toxicidade para os crustaceos foi
avaliada pela determinacao da mortalidade de
Thamnocephalus platyurus apds exposicao de 24 horas
de acordo com os procedimentos do ensaio
ThamnoToxKit F™ (MicroBioTests, 2003). Os juvenis
para teste sdo obtidos por eclosao de ovos de
dorméncia.

Ensaios Daphnia: A toxicidade aguda e cronica para os
crustaceos foi também avaliada pela determinacao da
inibicdo da mobilidade e da reproducao de Daphnia
magna [clone IRCHA-5) apds exposicdo de 48 horas e
de 21 dias, de acordo com as normas EN SO 6341
(1996) e 1SO 10706 (2000), respectivamente. Os juvenis
para teste foram obtidos de culturas mantidas em
laboratério e iniciadas em 1992 com fémeas
provenientes de culturas mantidas na Universidade de
Coimbra (Portugal).

Ensaio Lemna: A toxicidade para as plantas foi avaliada
pela determinacao da inibicao do crescimento de
Lemna minor (clone ST) apds exposicdo de 7 dias, de
acordo com a norma IS0 20079 (2005). As plantas para
ensaio foram obtidas de culturas mantidas em
laboratério e iniciadas em 2002 com frondes prove-
nientes da Okotox (Alemanha). Utilizou-se como
pardmetro de crescimento a éarea total de frondes,
quantificada por um sistema de anéalise de imagem -
Scanalyzer (LemnaTec, Wiirselen, Alemanha).

Analise de dados

Os resultados dos ensaios de ecotoxicidade aguda sao
expressos em CE(L]s, a concentracdo responsavel
pela inibicdo (letalidade) de 50% da populacao testada,
apo6s o periodo de exposicdo definido. Esta concen-

tracao é calculada por andlise Probit. Os resultados
sao apresentados em CEs-15min para o ensaio
Microtox, CEs-72h para o ensaio AlgalTox, Cls,-24h
para o ensaio ThamnoTox, CEg-48h para o ensaio
agudo Daphnia, e CEs-7d para o ensaio Lemna.
Valores de CEj; mais baixos indicam maior toxicidade
para o organismo de ensaio. Para os resultados do
ensaio cronico de 21 dias com D. magna determina-se
se existe diferenca significativa entre os resultados do
controlo e das concentracées ensaiadas através da
aplicacdo do teste de Mann-Whitney (Duderwicz e
Mishra, 1988). Obtém-se, assim, a concentracido sem
efeitos observados (No Observed Effect Concentration)
NOEC-21d ou seja a maior concentracao ensaiada em
que ndo ha diferenca significativa em relacdo ao
controlo, para os parametros reproducdo e morta-
lidade. A sensibilidade das diferentes espécies
utilizadas nos ensaios de toxicidade aguda foi avaliada
pelo indice de Slooff (Slooff, 1983), calculado para a
totalidade das amostras analisadas e também por
sector industrial. Este calculo é iniciado dividindo cada
resultado de ensaio (expresso em CE(L]s) pela média
aritmética de todos os resultados para cada amostra.
De seguida calcula-se a média geométrica destas
razoes para cada ensaio realizado. O valor mais baixo
indica o ensaio mais sensivel. As correlacées entre os
diferentes ensaios bem como as correlacoes entre os
ensaios de toxicidade aguda e os paréametros fisico-
guimicos analisados no @mbito do projecto (EU, 2005)
foram determinadas por analise de regressao linear
dos valores transformados logaritmicamente. De
modo a obter uma descricdo grafica dos dados e a
compreender a sua estrutura multivariada foi reali-
zada uma anélise de componentes principais usando a
matriz de correlacdo para 51 amostras de efluentes
nas cinco varidveis ecotoxicoldgicas (Microtox, Algal-
Tox, ThamnoTox, Daphnia agudo e Lemna) previamente
logaritmizadas. O tratamento estatistico foi realizado
recorrendo a um software estatistico (JMP® 5.01).

RESULTADOS

Os resultados obtidos nos ensaios ecotoxicoldgicos
realizados sdo apresentados através dos intervalos
dos valores de CE[L)s, para cada ensaio agudo das
amostras obtidas nas quatro campanhas de
amostragem e do valor de NOEC para o ensaio crénico
(Quadro 2). Observam-se no geral intervalos alargados
nos valores obtidos para as diferentes amostras em
todos os ensaios agudos, excepto no ensaio Lemna.
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Quadro 2 - Intervalos dos resultados dos ensaios de ecotoxicidade aguda relativos as quatro amostragens realizadas e resultados do
ensaio de toxicidade crénica das amostras de aguas residuais em estudo.

Ensaios

Microtox AlgalTox ThamnoTox Daphniaagudo Daphnia crénico Lemna
CE50-15min  CE50-72h CL50-24h CE50-48h NOEC-21d CE50-7d
A 0,99 - 100 13-100 1.7-3 13-24 2.2 27 - 65
A2 0,64 - 100 56 -100 56-33 1.3-61 15 30 - 63
A3 7.9 -21 100 25-7 3,1-35 10 75 - 100
Ad 11-30 100 40- 100 9,0-100 >33 62 -100
A5 1,7-90 56 -100 28-26 23-38 2.2 51 - 44
G1 3.4 -100 46 - 100 15 - 59 59 - 100 15 73 - 100
" G2 0,14-272 56 -100 39-100 0,22 - 53 0,02 88 - 100
@ L1 28-100 100 100 100 >33 49 - 100
2 M1 5.6 - 60 3,1-100 1.1-20 0,59 - 55 0,05 6.3-100
'-'-' 01 100 31-100 100 100 5 28-100
02 1,2-13 7,0-100 9.9-33 15-51 >25 49 - 100

P1 3,1-43 10 - 100 30-100 51-100 >33 100
a1 27 -100 9,9 -100 41-100 10 - 100 >33 52-100
az 12 - 66 13-100 1.3-31 25-23 1,0 6.3-60

R1 0,57 - 14 59 - 100 5,6 - 57 0,80 - 100 10 100
R2 27 -100 100 100 100 15 65-100
T 11-100 56-100 56-100 23-100 0,46 18- 100

Entre as 17 empresas estudadas sé quatro (L1, 01, Q1, sendo mais baixo para os ensaios com crustaceos nos
R2) apresentam sempre valores elevados de CEs), e sectores metalomecanico e quimico e mais baixo para
trés (A5, G2, M1) apresentam na maioria das amostras o ensaio com a alga no sector de tratamento de
valores baixos de CEg,. Para a maioria das empresas superficie. O indice de Slooff aplicado a totalidade das
os resultados do ensaio Microtox tém o valor mais amostras ensaiadas apresentou o valor mais baixo
baixo de CEs. O indice de sensibilidade dos ensaios para o ensaio Microtox, permitindo estabelecer o
agudos por sector industrial (Quadro 3) foi mais baixo seguinte gradiente: Microtox < Daphnia < ThamnoTox <
para o ensaio Microtox em seis sectores (alimentar, AlgalTox < Lemna.

grafico, laboratério, oficinas, papel e reciclagem),

Quadro 3 - indice de sensibilidade de Slooff, total e por sector industrial, para os ensaios de ecotoxicidade aplicados as amostras de
aquas residuais em estudo.

Ensaios
Microtox AlgalTox ThamnoTox Daphnia agudo Lemna
Alimentar 0.3 1.5 05 0.3 1,1
Grafica 0.1 1.2 0.6 0.4 18
Laboratdrio 0.7 1.1 1.1 1.1 0.9
" Metalomecanica 0.4 1.1 0,1 0.1 1.3
g Oficinas 0.4 1,1 08 0,9 1.2
S Papel 02 0.7 10 12 16
v Quimico 10 10 05 05 1.0
Reciclagem 0,2 1.5 0,7 0,6 1,2
Tratamento de Superficie 1.0 0.4 05 0,6 1,9
Todos os sectores 0,3 1.1 0.6 05 1,2
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Os resultados dos ensaios ecotoxicoldgicos com
crustaceos, Thamnocephalus platyurus e Daphnia
magna, correlacionaram-se significativamente entre
si. Estes resultados apresentaram também correla-
coes significativas com os resultados obtidos para a

alga e a bactéria. No Quadro 4 estao assinaladas as
correlacdes significativas obtidas entre os resultados
dos ensaios ecotoxicoldgicos e alguns parametros
fisico-quimicos das amostras de &guas residuais.

Quadro 4 - Correlacoes significativas (p<0,05) entre os resultados dos ensaios de toxicidade aguda e os pardmetros quimicos das

amostras de dguas residuais em estudo.

Microtox  AlgalTox

cao
CBO
solidos suspensos
nitratos
sulfatos
sulfitos
hidrocarbonetos
dleos e gorduras *
amaonia
cianetos
fenodis
aluminio
cromio

Parédmetros Quimicos

ferro
niguel
cobre
zinco
prata
cadmio
chumbo

A anélise de componentes principais efectuada sobre
a matriz de correlacdo dos dados ecotoxicologicos
mostrou que as duas principais componentes
explicam 77,6% da variancia total. A 1 componente
(52,8%) pode ser interpretada como uma toxicidade
média ponderada com maior peso dos crustaceos
enquanto a 22 componente (24,8%) representa um
contraste entre a toxicidade para a bactéria e a
toxicidade medida pelo teste Lemna (Quadro 5).

Quadro 5 - Coeficientes associados as duas primeiras compo-
nentes (PC1 e PC2) na anélise de componentes principais da
matriz de correlacdo para as amostras de aguas residuais nas
cinco variaveis ecotoxicolégicas.

PC1 PC2

Microtox 0,18 0,81

3 AlgalTox 0,43 -0,14
3 ThamnoTox 0,57 0,03
i Daphnia 0,55 0,20
Lemna 0,40 -0,54

Ensaios
ThamnoTox Daphnia agudo Lemna

* *

* *

* *

* *

* * *

* *

Esta anélise permitiu ainda a representacao do
conjunto dos dados num grafico que mostra as
posicdes das 51 amostras no plano definido pelos
primeiros dois eixos principais, bem como as
projeccées das 5 varidveis nestes eixos (Figura 1).
Relativamente aos resultados obtidos nos ensaios
crénicos com o crustaceo Daphnia magna, os valores
de NOEC-21d variaram entre 0,02 e 15%, sendo que
para seis das amostras de aguas residuais a maior
concentracdo ensaiada a nivel crénico ndo apresentou
efeitos na reproducdo. A razdo agudo/crénico para D.
magna, calculada entre os valores de CEj-48h e
NOEC-21d, variou entre 1 e 1000 sendo os valores mais
elevados obtidos para as amostras G2, M1, R1 e T1.
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PC1 (52,8 %)

Figura 1 - Representacdo gréafica nos dois primeiros eixos principais (PC1 e PC2) obtidos na analise de componentes principais da
matriz de correlacdo para as amostras de dguas residuais (_] nas cinco varidveis ecotoxicoldgicas (Microtox, AlgalTox, ThamnoTox,

Daphnia e Lemna).

DISCUSSAO

A avaliacdo directa da ecotoxicidade de aguas
residuais efectuada mostrou um grupo heterogéneo
de empresas, inclusive entre empresas do mesmo
sector. No entanto, utilizando a classificacao de dguas
residuais proposta por Tonkes et al. (1999) na qual
valores de CEy, inferiores a 10% permitem classificar
as amostras como toxicas e valores inferiores a 1%
permitem classificar as amostras como muito toxicas,
e tomando o valor mais baixo de CEj, por empresa,
pode concluir-se que 77% das empresas estudadas
apresentam amostras de daguas residuais toxicas,
sendo que 29% sao muito toxicas. Relativamente as
caracteristicas quimicas destas &guas residuais e de
acordo com o DL 236/98, os valores limite de emissao
para a caréncia quimica de oxigénio e para a caréncia
bioquimica de oxigénio foram excedidos na maioria
das amostras. Os valores limite de emissdo para os
solidos suspensos totais, nitratos, amodnia, cianetos e
alguns metais (Al Cr, Fe, Ni, Cu, Zn, Pb] foram
também excedidos em algumas amostras (European
Commission Project Report, 2005). Destes parametros
quimicos s6 os solidos suspensos totais, nitratos, e os
metais Cr, Cu, Zn e Pb mostraram estar correlacio-
nados com parametros ecotoxicoldgicos. De facto a
indicacao de potenciais problemas pela avaliacao
quimica nem sempre se traduziu em efeitos nos
organismos ensaiados. O inverso também se verificou,
algumas amostras tiveram efeitos nos organismos
nao havendo indicacao pela avaliacao quimica. De
facto tém sido obtidas correlacdes entre a composicao
quimica e a ecotoxicidade de dguas residuais mas nao
em todos os casos (Latif et al., 1995; Paixao et al., 1999;
Manusadzianas et al., 2003; Mendonca et al., 2006).

Tendo em conta a sensibilidade dos diferentes
organismos, do conjunto de ensaios ecotoxicoldgicos
aplicados a aguas residuais, a bateria de ensaios
seleccionada seria composta por ensaios com uma
bactéria, um crustadceo e uma alga. Uma estratégia
semelhante tem sido adoptada em vérios paises (Latif
et al.,, 1995; Cérdova Rosa et al., 2001; Guerra, 2001;
Davoren e Fogarty, 2004; Johnson et al, 2004). Numa
fase de triagem de ecotoxicidade, propde-se a
utilizacdo de um Unico ensaio seleccionando o ensaio
mais sensivel para cada sector industrial. Da utiliza-
cao de dois ensaios de toxicidade aguda para os
crustaceos, o ensaio convencional Daphnia e o ensaio
miniaturizado ThamnoTox podemos concluir da
possibilidade de optar por um deles dado ter-se
verificado elevada correlacao entre os resultados dos
dois ensaios, bem como com 0s mesmos parametros
quimicos. A utilizacdo de ensaios miniaturizados pode
permitir uma identificacao rapida das dguas residuais
de maior perigosidade. Outros autores referem esta
possibilidade de utilizacdo de ensaios miniaturizados
ou versoes abreviadas de ensaios convencionais com
sucesso (Latif et al., 1995; Toussaint et al., 1995;
Johnson et al., 2004) Os ensaios de toxicidade crénica
com o crustaceo permitiram obter informacao
adicional em 36% das amostras, provenientes de
empresas dos sectores grafico, metalomecanico,
reciclagem e tratamentos de superficie. No caso das
dguas residuais dos tratamentos de superficie, a
ocorréncia de efeitos a nivel crénico a baixas concen-
tracdes é particularmente relevante dado as amostras
nao serem muito téxicas a nivel agudo para nenhum
dos organismos ensaiados. Demonstra-se que as
metodologias para esta abordagem estao disponiveis e
devem ser utilizadas na avaliacao e controlo da
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ecotoxicidade de aguas residuais complexas. White-
house e colaboradores (2004) defendem esta abor-
dagem no Reino Unido com base em estudos efec-
tuados, propondo a avaliacdo das descargas através
da aplicacdo de programas de “Direct Toxicity
Assessment”. A avaliacdo directa de toxicidade,
quando integrada, de uma forma faseada, no conjunto
dos ensaios de caracterizacao de dguas residuais, nao
representa um aumento de custos. No ambito do
projecto na Bacia do Rio Trancdo e integrando uma
componente de modelacao hidrodindmica e ecotoxi-
coldgica, foi possivel identificar zonas e épocas de
risco e avaliar o impacto de efluentes descarregados
no meio receptor, bem como das medidas de gestao
preconizadas. Em muitos paises os ensaios ecotoxi-
coldgicos sao utilizados na gestao de dguas residuais
(Power e Boumphrey, 2004). A utilizacdo da abor-
dagem ecotoxicoldgica € indubitavelmente uma mais-
valia para a avaliacao do perigo e do risco de des-
cargas para o meio hidrico e pode contribuir para um
mais correcto estabelecimento de condicoes de
descarga, com o objectivo da proteccdo da vida aqua-
tica. A monitorizacao e a gestdao ambiental podem
utilizar esta ferramenta com vantagens. No ambito da
Directiva Quadro da Agua, a avaliaco directa da
toxicidade, permitindo controlar as descargas no meio
receptor por métodos com relevancia ecoldgica, pode
contribuir para atingir os objectivos de qualidade
ecoldgica das massas de agua.
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