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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial da macrdfita flutuante Lemna
minor como bioindicador de toxicidade numa agua residual doméstica, avaliando a eficiéncia de
tratamento da ETAR de Ferndo Ferro. Deste modo, foram efetuados ensaios de ecotoxicidade
com L. minor na agua residual bruta e tratada, tendo sido avaliado o nimero de frondes e a area
foliar, para calcular a taxa de crescimento especifica média e yield. Os testes de ecotoxicidade em
agua sao bastante importantes, em particular quando a matriz aquosa é complexa como € o caso
das aguas residuais que contém muitos compostos dissolvidos.

Na agua residual bruta obteve-se, para o parametro nimero de frondes, uma CEso de
4,6% para yield e de 11,2% para a taxa de crescimento especifica média, enquanto que para a
area foliar, obteve-se uma CEso de 9,6% tanto para yield como para a taxa de crescimento
especifica média. Os valores obtidos indicam que uma percentagem de agua residual bruta
apresenta uma elevada inibigcdo no crescimento de L. minor.

Apesar do efluente ter sido tratado na ETAR, a agua residual tratada apresentou uma
toxicidade sé ligeiramente inferior a da &gua residual bruta. De realcar que, apesar desta
toxicidade, os valores dos pardmetros fisico-quimicos da agua residual tratada, como CQO, SST e
fésforo total, ndo ultrapassaram os valores limites de emisséo exigidos pelo Decreto-Lei n.°
236/98.

Os resultados permitiram concluir que tanto a agua residual bruta como a agua residual
tratada, apresentaram elevada inibicdo de crescimento de L. minor. O potencial deste macrdfita
como bioindicador para os testes de ecotoxicidade foi demostrado, permitindo avaliar se o

processo de tratamento € suficiente para diminuir o impacte no meio aquatico recetor.

Palavras-chave:

Aguas residuais, teste de ecotoxicidade, Lemna minor, macrofitas
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Abstract

The aim of the present work was to evaluate the potential of the floating macrophyte
Lemna minor as a bioindicator of toxicity in domestic wastewater, evaluating the treatment
efficiency of the waste water treatment plant Ferndo Ferro. To this end, toxicity tests were carried
out with L. minor using both untreated and treated wastewater, and the frond number and frond
area were evaluated to enable calculation of toxicity values for the average specific growth rate and
yield. Ecotoxicological tests are particularly important in complex water samples, which is the case
for domestic wastewater.

In the untreated wastewater, an ECso of 4,6% was obtained for yield and 11,2% for the
average specific growth rate for frond numbers frond area, an ECso of 9,6% was obtained for both
yield and the average specific growth rate. These toxicity values indicate that a small percentage of
untreated wastewater has a high growth inhibition for L. minor.

The treated wastewater showed toxicity values that were only slightly lower than those
obtained for the untreated wastewater. Interestingly, besides this toxicity, the values measured for
physical-chemical parameters, i.e. COD, TSS and total phosphorus, did not exceed their water
quality standards required by Decree Law N°236/98.

The results allow to conclude that both the untreated and treated wastewater presented
high inhibition of L. minor growth. The potential of this macrophyte as a bioindicator for ecotoxicity
testing was demonstrated, allowing to evaluate if the treatment process is sufficient to reduce the

impact on the receiving waterbody.

Keywords:

Wastewater, ecotoxicity tests, Lemna minor, macrophytes
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1. Introducéo

1.1. Enquadramento e definicdo do estudo

A agua é um dos recursos naturais mais essenciais a vida na Terra. O acesso a agua
potavel tornou-se um dos maiores desafios da sociedade atual, devido ao crescente desequilibrio
entre o consumo e a disponibilidade de agua doce, existente em apenas 3% da agua do planeta.
O uso crescente de agua na agricultura, na industria e fins domésticos resulta na ma qualidade da
agua e na sua escassez (Jackson et al., 2001).

As descargas das estacBes de tratamento de aguas residuais (ETAR) municipais e
industriais, para o meio recetor, foram identificadas como uma das principais fontes de poluicédo da
agua nos paises industrializados (Prasse et al., 2015). Os avangos nas tecnologias de tratamento
das 4guas residuais sdo cruciais para limitar a carga de nutrientes e contaminantes microbianos e
quimicos que entram nas &guas superficiais, apesar do processo de tratamento de aguas
residuais ter um papel importante no desenvolvimento sustentavel como ferramenta para a
protecdo das aguas recetoras.

Tendo em conta, o aumento da populagdo mundial e o nimero crescente de populagdes
servidas por ETAR é previsivel, no futuro, um aumento de aguas residuais descarregadas para o
meio recetor. Por sua vez, devido a escassez crescente de dgua sera exigida a reutilizacdo da
agua residual devidamente tratada.

As ETAR com tratamento secundario ndo tém capacidade de remover todos os nutrientes
e contaminantes dissolvidos, podendo apenas diminuir as suas concentra¢des para um valor
aceitavel.

Atualmente, a qualidade da agua nos efluentes tratados tem sido usualmente baseada no
controlo dos parametros como caréncia bioquimica de oxigénio (CBOs), caréncia quimica de
oxigénio (CQO), sdlidos suspensos totais (SST) fésforo total e azoto total, em varios paises,
incluindo Portugal. Afim de prevenir a libertacdo continua de micropoluentes organicos e
inorganicos da ETAR em aguas superficiais, a Comissdo Europeia adotou a Diretiva Quadro da
Agua, que exige um bom estado em termos de quantidade e qualidade (quimico e ecolégico),
implementando a melhor técnica disponivel para controlar a sua emissao (Bundschuh et al., 2011,

Gargosova & Urminska, 2017; Prasse et al., 2015; Reemtsma et al., 2006).

As analises quimicas podem detetar muitos compostos dissolvidos na ordem dos
picogramas por litro nas 4guas residuais, mas dificilmente é possivel identificar a totalidade dos
compostos dissolvidos presentes nas aguas residuais em concentracdes muito baixas. Porém,
ainda é dificil a identificagdo de alguns compostos (devido a concentragBes abaixo do limite de
detecdo). Também deve ter-se em conta 0s possiveis efeitos combinados, como os sinergismos e
antagonismos, nos compostos presentes na agua residual. Por isso, é relevante realizar ndo so

andlises quimicas, como também ensaios ecotoxicolégicos para avaliar os efeitos bioldgicos



causados pelas descargas de aguas residuais nos meios recetores aquaticos (Gargosova &
Urminska, 2017).

Os testes ecotoxicolégicos na agua sao particularmente essenciais quando a matriz é
complexa, ou seja, com varios tipos de substancias dissolvidas, como é o caso das aguas
residuais que contém muitos compostos orgénicos e inorgénicos, macronutrientes e
micronutrientes dissolvidos. Sendo os componentes emergentes os mais problematicos devido ao
seu impacte a longo prazo no meio aquatico, mesmo em concentracdes minimas. A avaliacdo da
toxicidade pode permitir avaliar se 0 processo de tratamento é suficiente para diminuir o impacte
ambiental sobre as aguas superficiais e também antever os possiveis efeitos no ecossistema

aquatico (Bundschuh, 2014; Gargosova & Urminska, 2017; Mendonga et al., 2011).

Segundo Gargosova & Urminska (2017), os organismos mais utilizados e recomendados
para testes de ecotoxicidade em meio aquatico sao: i) os crustaceos Thamnocephalus platyurus e
Daphnia magna, como representantes dos consumidores, ii) a planta aquatica Lemna minor e iii) a
planta terrestre Allium cepa, como representantes dos produtores primarios e iv) a bactéria

marinha Vibrio fischeri como decompositor.

As macréfitas flutuantes do género Lemna encontram-se distribuidas em ecossistemas
Iénticos como lagos, lagoas e corpos de agua salobros por varias regides dos continentes, exceto
no Artico e Antartica. A familia Lemnaceae compreende cinco géneros, com 37 espécies de
plantas monocotiledéneas aquéticas e contém as menores angiospérmicas do mundo, em que
algumas espécies atingem o comprimento méximo de 0,3 milimetros (Appenroth et al., 2013;
Cheng & Stomp, 2009; Hillman et al., 1978; Les et al., 2002). Estas plantas possuem uma taxa de
crescimento exponencial, tendo tempos de duplicagdo de dois dias ou menos, como é o caso da
Lemna minor, também conhecida como lentilha-de-4gua. Esta alta taxa de reproducdo ocorre
guando a cultura é realizada sob condi¢cdes padronizadas ideais, como a temperatura e
intensidade luminosa. Este género possui uma notavel capacidade de adaptacédo a diversos climas
e condi¢Bes, como também a toleréncia ao stresse dos mecanismos de adaptacéo (Appenroth et

al., 2013).

Estas propriedades desta macréfita sdo importantes para iniUmeras aplicagBes préticas,
como a utilizacdo da biomassa para a producdo de etanol. Também o elevado teor em proteina
em algumas espécies torna a biomassa rentavel para racao animal (Chen et al., 2012; Cheng &
Stomp, 2009) Outra aplicacéo, para L. minor é como biofertilizante, em substituicdo da fertilizacdo
guimica tradicional (Kamyab et al., 2017). Por outro lado tem sido estudado o comportamento de
Lemna spp. no tratamento de efluentes sobretudo em tratamento terciario para a remogdo de
nutrientes e para a remogdo de metais pesados (Drost et al., 2007; Hou et al., 2007; Modlitbova et
al., 2018). Todavia, a biomassa produzida através da remogdo de metais pesados coloca entraves
a sua utilizacdo em biofertilizacdo ou nutricdo animal e humana, devendo ser posteriormente

retirada e incinerada.



As aguas residuais domésticas e industriais sdo as principais fontes de poluicdo no
ecossistema aquatico a nivel mundial. Os efeitos de poluicdo no biota aquatico sdo diversos, como

alteragGes patogénicas nos tecidos, efeitos estrogénicos e endocrinos (Schlacher et al., 2005).

1.2. Objetivos da dissertacao

O objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial da macrdfita flutuante Lemna minor
como bioindicador de toxicidade numa agua residual doméstica, avaliando a eficiéncia de
tratamento da ETAR.

1.3. Organizagéo da disserta¢ao

O trabalho inicia-se com uma revisdo da bibliografia focando os seguintes temas:
descricdo da Diretiva-quadro da &gua e a sua importancia a nivel da protecdo das &guas,
relativamente a sua qualidade ecolégica e quimica, como também o enquadramento legal em
relagdo ao controlo da qualidade da 4gua e os parametros que caracterizam as aguas residuais.
Ainda de cariz introdutério, nos capitulos descrevem-se os fatores e processos que influenciam a
toxicidade, a classificagdo dos testes ecotoxicolégicos e do tipo de organismos-teste, bem como
se descreve o sistema de tratamento de aguas residuais domésticas da ETAR de Ferndo Ferro
(capitulo 2).

No capitulo 3, refere-se 0s ensaios experimentais realizados, descrevendo-se as
metodologias seguidas nos ensaios de implementa¢éo e crescimento de L. minor, os parametros
de avaliacdo, a amostragem do efluente-teste e as andlises fisico-quimicas realizadas para a
caracterizagdo do efluente bruto e tratado. No capitulo 4 séo apresentados, os resultados obtidos
e a sua andlise, referente a caracteriza¢do dos ensaios de crescimento de L. minor e aos testes de
ecotoxicidade com a macroéfita L. minor em aguas residuais brutas e tratadas. Por Ultimo,
descrevem-se as principais conclusdes referentes ao potencial de L. minor como bioindicador de

toxicidade em &guas residuais domésticas (capitulo 5).



2. Reviséo Bibliogréfica

2.1. Importancia da Diretiva-Quadro da Agua (DQA)

Em 1994, a Comissdo Europeia apresentou uma proposta de Diretiva relativa a qualidade
ecolégica e quimica das aguas, (COM(93) 680 final), que visava desenvolver e aplicar as
conclusées do Seminario Ministerial sobre a Politica da Agua na Comunidade, devido & crescente
exigéncia dos cidaddos e das organizacdes ambientais (European Commission, 2006). N&o
obstante, continuava a aumentar a poluicdo das aguas costeiras e dos estuarios como também a
gualidade das aguas interiores, devendo-se ao facto das normas de qualidade e os valores-limite
de emissao, criados nessa legislacdo comunitaria, apenas se aplicarem a especificos tipos de
aguas e abrangerem apenas determinados aspetos de qualidade das aguas (APA, 2006). Em
1997, a Comissdo Europeia reconheceu a insuficiéncia da legislacdo relativa a protecdo das
4guas, e apresentou a primeira proposta da Diretiva Quadro da Agua, que estabelecia varias
disposi¢cdes relativas a qualidade ecoldgica das aguas, como também a necessidade de maior
integracdo dos aspetos qualitativos e quantitativos para uma gestdo sustentavel das aguas.
Apenas em 2000, apés um extenso processo de negociacdes foi adotada pelo Parlamento
Europeu e Conselho, a Diretiva-Quadro da Agua (2000/60/CE) que tem sofrido varias altera¢ées
tratando aspetos mais especificos, dos quais se destacam respetivamente, a Decisdo n.°
2455/2001/CE, de 20 de novembro que estabelece a lista das substancias prioritarias e as suas
normas de qualidade ambiental no dominio da politica da agua, a Diretiva 2006/11/CE, de 15 de
fevereiro relativa & poluicdo causada por determinadas substancias perigosas langadas no meio
aquético da Comunidade (atualmente parcialmente revogada), a Diretiva 2008/32/CE, de 11 de
margo de 2008 que altera a DQA, estabelecendo um quadro de a¢do comunitaria no dominio da
politica da 4gua, no que diz respeito as competéncias de execucao atribuidas a Comisséo, a
Diretiva 2013/39/UE, de 12 de agosto relativa as substancias prioritarias no dominio da politica da
agua. Assim como, foram criadas varias Diretivas-filhas, afim de fornecer mais suporte a Diretiva
Quadro da Agua (APA, 2006; Decisdo n.° 2455/2001/CE de 20 de Novembro, 2001; Diretiva
2006/11/CE de 15 de Fevereiro, 2006; Diretiva 2008/32/CE de 11 de Margo, 2008; Diretiva
2013/39/UE de 12 de agosto, 2013).

A DQA foi transposta para a ordem juridica nacional pela Lei n.° 58/2005, de 29 de
dezembro (Lei da Agua), estabelecendo as bases e o quadro institucional para a gest&o
sustentavel das aguas, sendo retificada pela Declaracdo de Retificacdo n.° 11-A/2006, de 23 de
fevereiro, e modificada pelos Decretos-Lei n.° 245/2009, de 22 de setembro, n.° 60/2012, de 14 de
marc¢o, n.°130/2012, de 22 de junho, e alterada ainda na Leis n.° 17/2014, de 10 de abril, n.°
46/2016, de 28 de dezembro e n.°44/2017, de 19 de junho (Declaracdo de Rectificacdo n.c 11-
A/2006 de 23 de Fevereiro, 2006; Decreto-Lei n.° 130/2012 de 22 de junho, 2012; Decreto-Lei n.°
245/2009 de 22 de Setembro, 2009; Decreto-Lei n.° 60/2012 de 14 de marco, 2012; Lei n.°
17/2014 de 10 de abril, 2014; Lei n.°c 42/2016 de 28 dezembro, 2016; Lei n.°c 44/2017 de 19 de
junho, 2017).
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A DQA constitui o principal instrumento da nova politica da 4gua na Unido Europeia, que
pretende estabelecer um enquadramento legal mais eficaz, transparente e coerente apoiado num
conjunto de principios que a longo prazo serdo necessarios para a protegdo e uso sustentavel da
agua, de modo a proteger os ecossistemas aquaticos e terrestres e zonas humidas. Dentro dos
aspetos principais com mais destaque apresentados pela DQA, é possivel destacar a abordagem
integrada de protecao das aguas, quer superficiais quer subterraneas, e uma avaliacdo do estado
das aguas através de uma abordagem ecoldgica, planeamento integrado a nivel da bacia
hidrografica (i.e. transpondo fronteiras entre paises), criacdo de uma estratégia para a eliminacéo
da poluicdo causada por substancias perigosas, instrumentos financeiros, aumento da divulgacdo
da informacao e incentivo da participacao do publico e a organizacdo do quadro legal comunitario
(APA, 2006; Diretiva 2000/60/CE de 23 de Outubro, 2000).

A criacdo da DQA, modificou o0 modo de controlo da qualidade da agua realizados em
todos os Estados-Membros, tornando-se um dos instrumentos mais importantes da legislacdo
ambiental estabelecida pela Unido Europeia (Allan et al., 2006; De Stefano, 2010).

Esta diretiva teve como objetivo a conservagédo e melhoramento da qualidade das aguas
na Comunidade Europeia até 2015, sendo o controlo da qualidade um dos acessorios para
garantir a boa qualidade das &guas e consequentemente a ado¢cdo de medidas quantitativas que
contribuirdo para o objetivo de garantia de uma boa qualidade (Diretiva 2000/60/CE de 23 de
Outubro, 2000; Hering et al., 2003; Sanchez-Montoya et al., 2012).

Em 2012, o balang¢o da qualidade da politica da Unido Europeia relativa ao estado da agua
doce, confirmou que cerca de metade das &guas superficiais ndo alcancariam um bom estado
ecoldgico até 2015, devido a lacunas graves na monotorizacdo do estado quimico das aguas de
superficie. Em 2015 foi criado o quarto relatério de avaliagdo da DQA, programa de medidas e
Diretiva InundacBes, medidas estas com finalidade de conciliar objetivos ambientais e
econdmicos, de modo a assegurar a sustentabilidade e viabilidade da agricultura e aquicultura na
Unido Europeia (European Commission, 2018).

A DQA tem como ultimo objetivo a reducdo, até niveis considerados aceitaveis, das
substancias poluentes prioritarias e contribuir para atingir os de valores proximos de substancias
naturalmente presentes (Diretiva 2000/60/CE de 23 de Outubro, 2000). Seguindo-se por outras
politicas comunitarias no ambito do ambiente, esta diretiva baseia-se nos principios da precaucao,
da acéo preventiva, e da correcao, prioritariamente na fonte, e no principio do poluidor-pagador.

No que diz respeito aos objetivos ambientais presentes no artigo 4° em relacdo as aguas
superficiais, a diretiva pretende proteger e melhorar todos 0os meios hidricos com o objetivo de
obter o bom estado ecolégico e quimico, como também reduzir progressivamente a poluicdo
causada por substancias prioritarias, a eliminacdo das descargas e emissfes de substancias
perigosas para niveis historicos. Estes objetivos serdo cumpridos através da criagdo de programas
de medidas (artigo 11°) que por sua vez devem ser integrados nos Planos de Gestdo de Bacias

Hidrograficas (artigo 13°).



No anexo V da DQA, é possivel encontrar as classificacdes do estado ecoldgico da agua
quanto a qualidade estrutural e funcional dos ecossistemas, classificando-a como excelente, boa,
razoavel, mediocre e ma. Tais classificagbes variam consoante o tipo de agua a avaliar,
baseando-se em parametros de qualidade fisico-quimicos, biolégicos e hidromorfolégicos
estabelecidos através de programas de monitorizagdo (Diretiva 2000/60/CE de 23 de Outubro,
2000). O estado fisico-quimico da agua é avaliado consoante a presenca de substancias ou grupo
de substancias téxicas, persistentes e suscetiveis de bioacumulacéo, através de parametros como
condicdes térmicas, oxigenacado, salinidade, estado em nutrientes, estado de acidificacéo,
substancias prioritarias e outros poluentes. A frequéncia da monitorizacdo para estes parametros é
superior aos elementos de qualidade bioldgica ou hidromorfolégica. Nos parametros biolégicos, os
elementos de qualidade s&@o o fitoplancton e outra flora aquatica, macroinvertebrados, peixes;
enquanto nos parametros hidromorfolégicos, os elementos de qualidade dividem-se entre
continuidade, hidrologia e morfologia.

No anexo X encontra-se a lista das substéancias quimicas cujas concentracdes devem ser
reduzidas ou eliminadas prioritariamente em descargas e emissfes para as aguas superficiais
(Diretiva 2000/60/CE de 23 de Outubro, 2000; Diretiva 2013/39/UE de 12 de agosto, 2013).

Anteriormente a criacdo da DQA, os programas de monitorizacao da qualidade da agua
baseavam-se principalmente em parametros fisico-quimicos, e apenas metade dos programas
incluiam pardmetros biolégicos, na avaliacdo e classificacdo da qualidade (Hering et al., 2003;
Sanchez-Montoya et al., 2012).

Sdo especificados na DQA trés tipos de controlo: de vigilancia, operacional e de
investigacdo. O controlo de vigilancia avalia as alterages da qualidade da agua a longo prazo,
fornecendo dados de base sobre as bacias hidrograficas, permitindo a concecgédo e implementagéo
de outros tipos de monitorizagdo. Se o estado de boa qualidade da agua é atingido, apenas o
controlo de vigilancia € necessario. A monitorizacdo operacional destina-se a fornecer dados
adicionais sobre massas de 4gua em risco ou que ndo obedecam aos objetivos ambientais da
DQA, enquanto o controlo de investigacdo permite avaliar as causas (Allan et al., 2006).

De modo a assegurar uma boa gestao da qualidade da dgua é necessario a utilizacdo de
um conjunto de ferramentas e de tecnologias de baixo custo que permitam obter dados
significativos e fiaveis.

Para a implementacdo da DQA ser bem-sucedida, a monitorizagcdo classica apenas
apoiada na amostragem pontual e em parametros de qualidade fisico-quimicos, tem limitagdes. O
desenvolvimento nos dltimos anos de novas técnicas alternativas mais representativas e de baixo
custo, podem fornecer informacBes mais concretas sobre os efeitos biolégicos e toxicos
responsaveis pela biodisponibilidade de contaminantes, a variacdo temporal e espacial dos
mesmos como também a detecdo precoce de fendmenos de poluicdo (Allan et al., 2006). Devem
ser criadas estruturas de garantia de qualidade da agua de modo a permitir uma monitorizagao
eficaz em toda a Europa. No entanto, ndo ha divida de que a combinacéo destas técnicas mais

inovadoras associadas a uma monitorizacdo ecoldgica, permitem uma avaliagdo da qualidade da



agua muito mais representativa, conforme o imposto pela DQA (Allan et al.,, 2006; Diretiva
2000/60/CE de 23 de Outubro, 2000).



2.2. Enquadramento legal e controlo da qualidade da agua em Portugal

O Decreto-Lei n°. 236/98 de 1 de agosto veio fazer a transposicdo de varias diretivas
comunitarias relativas a qualidade da agua como também clarificar as competéncias de varias
entidades responsaveis pela qualidade da agua, numa perspetiva de prote¢do da saude publica,
de gestdo integrada dos recursos hidricos e preservacao do ambiente. Este diploma tem como
objetivo estabelecer normas, critérios e objetivos de qualidade com a finalidade de proteger o meio
aquatico e melhorar a qualidade das aguas em funcdo dos seus principais usos. Sdo definidas
também normas de descarga das aguas residuais na agua e no solo, de modo a promover a
qualidade do meio aquatico e a protecéo da salude publica e dos solos. Este decreto-lei estabelece
objetivos, classificacbes, normas de qualidade, verificacdes de conformidade e planos de acéo e
de gestdo, para aguas subterrAneas destinadas a producdo de agua para consumo humano,
aguas para suporte da vida aquicola e 4guas de rega e balneares. Em novembro de 1998, o
decreto-lei n.° 236/98 sofreu uma retificagdo com a Declaracdo de Retificacdo n.°22-B/98. O
decreto-lei supracitado classifica as aguas superficiais destinadas a producdo de agua para
consumo humano, consoante a sua qualidade nas categorias Al, A2 e A3, a que correspondem 0s
esquemas de tratamento distintos, fixa também o valor limite de emissdo (VLE), expresso em
unidades especificas para cada parametro, a concentracao ou o nivel de emissédo de determinada
substancia que ndo pode ser excedido por uma instalagdo na descarga no meio aquatico ou solo.
O valor maximo admissivel (VMA) corresponde ao valor de norma de qualidade que ndo devera
ser ultrapassado, enquanto o valor maximo recomendado (VMR) refere-se ao valor de norma de
qualidade que, de preferéncia, deve ser respeitado ou ndo excedido (Declaracdo de Rectificacdo
n.° 20-AT/2001, 2001; Decreto-Lei n.°c 236/98 de 1 de Agosto, 1998).

O regime da qualidade da agua destinada ao consumo humano é estabelecido pelo
Decreto-Lei n.° 306/2007, que procedeu a revisdo do decreto-lei n.° 243/2001, de 5 de setembro,
que transpds a Diretiva n.° 98/83/CE, do Conselho Europeu, de 3 de novembro, relativa a
qualidade da 4gua destinada ao consumo humano, mantendo aspetos fundamentais do anterior
diploma, o decreto-lei n.° 236/98. Tendo este decreto-lei como objetivo proteger a saude humana
dos efeitos nocivos da possivel contaminacdo da agua e assegurar a disponibilizacdo da agua
salubre, limpa e de composi¢do equilibrada, tendo modificado a lista de pardmetros a realizar no
controlo de qualidade, abordando também o uso de forma racional dos pesticidas (Decreto-Lei n.°
306/2007 de 27 de Agosto, 2007).

O tratamento de aguas residuais urbanas é regulamentado pelo decreto-lei n.° 152/97, de
19 de junho, transpondo a Diretiva n.° 91/271/CEE, do Conselho, de 21 de maio de 1991, na parte
referente a concecgédo dos sistemas de drenagem e tratamento das aguas residuais, como também
o licenciamento das descargas de aguas residuais urbanas como também industriais e tem como
objetivo a protecao das aguas superficiais dos efeitos das descargas de aguas residuais urbanas.
O referido decreto-lei, foi posteriormente alterado pelos decretos-lei n.° 348/98, de 9 de novembro,
n. 261/99, de 7 de julho, n.° 172/2001, de 26 de maio, n.° 198/2008, de 8 de outubro e n.°

133/2005, de 13 de junho, no que diz respeito a identificacdo das zonas sensiveis e a zonas

8



menos sensiveis para descarga e a qualidade das aguas residuais descarregadas nos meios
sensiveis (Decreto-Lei n.° 133/2015 de 13 de julho, 2015; Decreto-Lei n.° 152/97 de 19 de Junho,
1997; Decreto-Lei n.° 172/2001 de 26 de Maio, 2001; Decreto-Lei n.° 198/2008 de 8 de Outubro,
2008; Decreto-Lei n.° 261/99 de 7 de julho, 1999; Decreto-Lei n.° 348/98 de 9 de Novembro, 1998;
Diretiva n.° 91/271/CEE de 21 de Maio, 1991).

A Lei da Agua, Lei n.° 58/2005 de 29 de dezembro, transpbe para a ordem juridica
nacional a Diretiva n.° 2000/60/CE (i.e. a DQA descrito no capitulo 2.1), do Parlamento Europeu e
do Conselho, de 23 de outubro, estabelecendo um enquadramento para gestdo das aguas
superficiais, designadamente as aguas interiores, de transicdo e costeiras, e das aguas
subterréneas. Esta lei tem como objetivo evitar a continuacdo da degradacgdo, a protecdo e o
melhoramento do estado dos ecossistemas aquaticos e também dos ecossistemas terrestres e
zonas hdmidas, para promover assim uma utilizag&o sustentavel de agua.

A Comissdo Europeia através da DQA, obrigou os Estados-Membros a transpor as
disposi¢cdes nas suas legislagbes nacionais até ao final de 2003, quando o primeiro ciclo de
planeamento teve inicio, enquanto Portugal as transpds para a ordem juridica nacional em finais
de 2005 (APA, 2006; De Stefano, 2010).

2.3. Caracterizagdo da agua residual e seus constituintes

A é&gua residual é caracterizada pela sua composi¢éo fisica, quimica e biologica. A
caracterizagdo fisica envolve a determinagdo de sdlidos (sélidos totais, sélidos volateis totais,
sélidos suspensos totais, solidos dissolvidos totais, entre outros), turbidez, cor, pH, cheiro,
temperatura, condutividade e a densidade. Na caracterizagdo quimica inorganica, os parametros a
determinar sdo azoto amoniacal, azoto total, nitritos, nitratos, fésforo total, fésforo inorgénico e
fésforo organico. Estes parametros apresentam a quantidade de nutrientes presentes na agua
residual e o seu grau de decomposicdo. Também metais dissolvidos como arsénio, chumbo,
cadmio, crémio, cobre, niquel e mercurio sdo parametros de grande importancia devido aos seus
efeitos de toxicidade (Decreto-Lei n.° 236/98 de 1 de Agosto, 1998).

As caracteristicas quimicas organicas envolvem a determinacdo de parametros como
CBOs (caréncia bioquimica de oxigénio em 5 dias), CQO (caréncia quimica de oxigénio) para
medi¢cdo da quantidade de oxigénio necessario para estabilizar um residuo.

A caracterizagdo biologica refere-se a organismos coliformes, como coliformes totais,
coliformes fecais e estreptococos fecais, que permitem a avaliagdo de organismos patogénicos e a
eficacia dos processos de desinfecdo, tratando-se igualmente a toxicidade como parametro
biologico (Decreto-Lei n.° 236/98 de 1 de Agosto, 1998; Metcalf & Eddy, 2003).

No tratamento secundario das aguas residuais domésticas, a maior preocupacdo é com a

remocdo de matéria organica biodegradavel, sélidos suspensos totais e agentes patogénicos e
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matéria inorganica dissolvida, pois tratam-se dos principais constituintes mais preocupantes no
tratamento das aguas residuais. Ao longo dos anos, tém sido desenvolvidos padrbes mais
exigentes nas diferentes fases de tratamento no que diz respeito a remocao de nutrientes, metais
pesados e substancias prioritarias (Metcalf & Eddy, 2003).

Os sdlidos suspensos, apesar de terem matéria organica biodegradavel, podem
desenvolver depositos de lamas e condigBes de anaerobiose, quando a agua residual néo tratada
é descarregada para o ambiente aquatico. A matéria organica biodegradavel, principalmente
composta por proteinas, glucidos e gorduras, se descarregada sem qualquer tipo de tratamento no
meio aquatico, a estabilizacdo biolégica da matéria organica podera levar a deplecdo do oxigénio
no meio aquatico. Os nutrientes como o carbono, compostos de azoto e de fésforo sdo essenciais
ao crescimento dos seres vivos, mas a descarga destes compostos no meio aquatico, pode
contribuir para acelerar os processos de eutrofizacao.

As atividades industriais podem contribuir para 0 aumento dos metais pesados nas aguas
residuais, tendo elevado nivel agudo de toxicidade e causador de fendmenos de carcinogénese e
mutagénese nos organismos. Também matérias organicas de elevada persisténcia como os
pesticidas agricolas e fenois apresentam elevada resisténcia aos sistemas de tratamento de aguas
residuais convencionais (Metcalf & Eddy, 2003).

Os sistemas convencionais de tratamento de &guas residuais, que maioritariamente
possuem apenas tratamento secundario ndo tém a capacidade de remover na integra todos os
nutrientes e contaminantes dissolvidos na agua residual, tendo apenas a capacidade de reduzir as
concentracbes das substancias para um valor aceitavel. No entanto, o processo de tratamento de
aguas residuais tem um papel fundamental no desenvolvimento sustentavel como ferramenta para
a protecdo das &guas superficiais. Por conseguinte, varios poluentes emergentes sé&o
descarregados nas aguas superficiais, onde podem representar riscos para a salde publica. As
substancias emergentes podem afetar o ecossistema aquatico e potencialmente interromper
processos haturais importantes do ecossistema, como a decomposicdo da matéria organica
(Bundschuh & Schulz, 2011; Maul et al., 2006; Webb et al., 2003).

As analises fisico-quimicas tém a capacidade de detetar muitas substancias e compostos
dissolvidos nas aguas residuais, mas muito dificilmente conseguem identificar na totalidade todos
0s compostos dissolvidos presentes em concentragdes muito baixas nas aguas residuais
(Bundschuh, 2014).
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2.4. Ecotoxicologia e testes ecotoxicoldgicos

A ecotoxicologia é definida como a ciéncia que estuda os efeitos das substancias naturais
ou sintéticas sobre os organismos vivos, populagfes e comunidades, terrestres ou aquaticos, que
integram a biosfera, incluindo também a interacdo das substancias com o meio nos quais os
organismos habitam. Assim, a ecotoxicologia aquatica é a ciéncia que serve de suporte na
resolugdo de problemas relacionados com a contaminacdo da massa de agua por substancias ou
compostos téxicos (Magalhdes & Ferrdo-Filho, 2008; Walker et al., 2001).

No inicio da década de 1980, as agéncias ambientais americanas (US. EPA) e europeias
(OECD), comecaram a desenvolver protocolos estandardizados de testes ecotoxicolégicos
utilizando organismos aquéticos como algas, crustaceos e peixes, para fins de monitorizacdo da
qualidade da agua e avaliar os efeitos de substancias quimicas e as das suas misturas para 0s
organismos aquaticos (Magalhdes & Ferrdo-Filho, 2008).

Em vérios paises europeus como Alemanha, Bélgica, Dinamarca, Fran¢a, Noruega,
Espanha, Suécia, Holanda, Irlanda e Reino Unido, tém sido implementados, testes
ecotoxicolégicos para controlo e avaliacdo das aguas residuais domeésticas e industriais, nas
licencas de descarga, na determinacdo de valores limite de emissdo e também na investigagéo.
Estes paises realizam testes de ecotoxicidade a agua residual para protecdo dos meios aquaticos
de forma rotineira. O tipo de ensaios ecotoxicolégicos realizados e o tipo de organismos-teste,
encontram-se descritos na Tabela 2.1 (Power & Boumphrey, 2004).

Em Portugal ndo existe legislacdo disponivel sobre os ensaios ecotoxicolégicos de
monitorizacdo dos efluentes. No entanto, quando séo consideradas as condicdes de descarga de
efluente para o meio aquatico, sendo o objetivo a prote¢cdo da integridade dos ecossistemas
aguaticos, apenas € utilizada uma metodologia baseada em valores limite de emissao (VLE) para

poluentes especificamente identificados (Picado et al., 2008; Power & Boumphrey, 2004).
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Tabela 2.1- Resumo da implementacao de testes de ecotoxicidade em efluentes em varios paises da
Europa Power & Boumphrey, (2004)

i Experiéncia de aplicacéo de testes ) Organismos-
Paises o Tipo de teste
ecotoxicolégicos em efluentes teste
Uso rotineiro de testes padronizados o
) Agudo, cronico, Algas, plantas,
desde 1976. Extensa pesquisa e o .
Alemanha ) ] . genotoxicidade e invertebrados,
desenvolvimento para implementacéo de o . .
) ) mutagenicidade. peixes e bactérias
bioensaios nos efluentes
o Algumas pesquisas especificas sobre o Invertebrados,
Beélgica ) o Agudo e crénico .
efluentes industriais bactérias e algas
. o o Algas, plantas,
) Pesquisa de caracterizacdo de efluentes  Agudo/croénico e .
Dinamarca o ) . invertebrados,
abrangendo 23 industrias biodegradacéo . .
peixes e bactérias
Existéncia de regulamenta¢éo no uso
o ) Invertebrados,
Espanha  dos testes ecotoxicolégicos com Daphnia  Agudo -
o ) bactérias e algas
e Vibrio fischeri no controlo de efluentes
o ) ) Agudo, cronico e Algas,
Monitorizacdo de rotina e uso ocasional o _
Franca ) mutagenicidade invertebrados,
em licencas de descarga . )
bactérias e peixes
N&o existe regulamentagéo para uso de Agudo, cronico,
) ) o ) o Algas, plantas,
bioensaios. Existéncia de muitos estudos mutagenicidade e .
Holanda . . o invertebrados,
realizados em diferentes setores da enzimético . .
o peixes e bactérias
inddstria
Bioensaios aplicados de modo rotineiro Algas, plantas,
Irlanda para caracteriza¢@o, monitorizagdo e Agudo e cronico invertebrados,
licenciamento de descargas de efluentes peixes e bactérias
. . . . Algas, plantas,
Bioensaios utilizados na caracterizacdo e _
Noruega ) ) o 1 invertebrados e
licenciamento de efluentes na industria _
peixes
Rei N&o existe regulamentagéo para uso de Algas, plantas,
eino
Unid bioensaios a nivel nacional, no entanto, ¢ Agudo e crénico invertebrados,
nido
utilizada para monitorizacao local peixes e bactérias
Os bioensaios séo utilizados nas licencas
de descarga de efluentes e fazem parte Agudo, cronico,
S L o Algas, plantas,
. das diretrizes de Caracterizacéo de mutagenicidade e _
Suécia invertebrados,

Descargas Industriais (CDI) desde 1989,
mas apenas séo aplicados a industrias

de maior dimenséo

enzimatico

peixes e bactérias

1 Sem informagéo sobre este aspeto.
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O uso de testes ecotoxicoloégicos simples ou o uso de uma bateria de testes
ecotoxicolégicos, que consistem em testes com diferentes espécies de organismos que
representam diferentes niveis troficos na cadeia alimentar aquatica, (produtor primario,
consumidor primario e consumidor secundario) e possuem a capacidade de refletir a qualidade da
agua (Farré & Barcel6, 2003; Qu et al., 2013; Silva et al., 2009).

As aguas residuais possuem uma matriz complexa e, portanto, contém muitos compostos
organicos e inorganicos, macronutrientes e micronutrientes dissolvidos. Todavia, a identificacédo de
alguns compostos ndo detém a capacidade de fornecer dados suficientes, no que diz respeito aos
possiveis efeitos combinados, como os efeitos sinérgicos e antagonistas, dos compostos em
mistura na agua residual e o seu potencial efeito no ecossistema aquatico. Portanto, é essencial
realizar ndo sO6 apenas analises quimicas mas também métodos bioldégicos, como os testes
ecotoxicolégicos, para avaliar os efeitos biolégicos provocados no ecossistema pelas descargas
de &guas residuais para os meios recetores (Bundschuh, 2014; Gargosova & Urminska, 2017).

Os poluentes emergentes presentes nas aguas residuais sdo 0s constituintes mais
problematicos, isto porque as ETAR nao tém a capacidade de remover estas substancias, mesmo
em concentragbes minimas. A avaliagdo da toxicidade pode permitir determinar i) se 0 processo
de tratamento das aguas residuais é suficiente para diminuir o impacte ambiental sobre as aguas
superficiais e ii) também antever os possiveis efeitos na componente biota, iii) avaliar o grau de
tratamento de aguas residuais necessario para atender aos requisitos de controlo da polui¢cdo da
agua, iv) determinar a eficacia dos métodos de tratamento de aguas residuais e v) estabelecer
limites permissiveis para descarga de efluentes. Os testes ecotoxicolégicos podem ser utilizados
na avaliacdo e controlo de efluentes, ajudando os objetivos regulatérios, como a DQA, ou a
legislacdo nacional. (Bundschuh, 2014; Gargosova & Urminska, 2017; Metcalf & Eddy, 2003;
Picado et al., 2008).

E importante referir, que os testes ecotoxicoldgicos além de fornecerem dados relevantes
para o aprimoramento de técnicas que possam garantir a reducdo do risco potencial de
substancias toxicas, também avaliam os efeitos sinérgicos, antagdnicos e aditivos de todos os
componentes quimicos, fisicos e bioldégicos que possam afetar adversamente as funcdes
biolégicas dos organismos aquaticos. A toxicidade associada de todos os componentes do
efluente é determinada, e o efeito de toxicidade pode ser limitado por apenas um parametro, a
toxicidade do efluente. Como as estratégias de gestdo das aguas recetoras sdo baseadas em
critérios especificos, os testes de toxicidade facilitam a comparacdo da toxicidade de aguas
residuais com critérios de qualidade da &gua concebidos para proteger ndo s6 as espécies
sensiveis e representativas e ainda estabelecer limites de descarga que protegerdo o ecossistema
aquatico (Metcalf & Eddy, 2003; Silva et al., 2009).
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2.4.1. Processos e fatores que influenciam a toxicidade

A maioria dos testes ecotoxicolégicos efetuados com o0s organismos aquaticos esta
relacionada com a absorcao direta das substancias quimicas presentes na agua, na forma de
solugdo, suspensdo ou ambas. As substancias potencialmente toxicas quando introduzidas no
meio recetor, a sua concentracdo, transformacéo, transporte e assimilagdo, dependem das suas
caracteristicas e das propriedades fisicas do meio. Algumas substancias tém a capacidade de
persistir no meio, e a sua descarga continua pode resultar na acumulacdo em niveis
incomportaveis para o0 meio recetor. Os processos de transporte e transferéncia determinam a
distribuicdo temporal e espacial das substancias e sdo varios os processos que as substancias
sofrem quando descarregadas no meio recetor, como volatilizacdo, dissolucdo, adsorgéo,
precipitacdo, sedimentacdo e ressuspenséo (Costa et al., 2008; Walker et al., 2001).

As substancias com elevada presséo de vapor e baixa solubilidade tendem a volatilizar, ja
as substéncias de baixa pressao e baixa solubilidade tendem a serem adsorvidas em matérias
particuladas e sedimentos. O processo de dissolugdo € um processo que pode ocorrer quando as
substancias sdo descarregadas para o meio recetor, e as substancias com elevada solubilidade
tendem a permanecer no meio recetor, podendo assim potenciar os fenémenos de toxicidade. E o
caso das substancias organicas polares que aumentam a sua solubilidade na &gua, o que faz com
que sejam volatilizadas lentamente. Dos processos de transformagdo que ocorrem com mais
frequéncia no meio aquético, destacam-se a hidrdlise, fotdlise e biodegradacdo. Nas reacdes de
hidrélise os produtos resultantes sdo mais sollveis. As varias reacbes que ocorrem Sao
influenciadas por diversos fatores como pH, temperatura, luz, intensidade luminosa, entre outros.

A luz € um dos fatores mais influenciadores, pois a radiacéo ultravioleta tem a capacidade
de quebrar ligagdes quimicas, contribuindo significativamente na degradacdo de certas
substéancias (Costa et al., 2008).

Os fatores ambientais devem ser controlados durante os ensaios experimentais, pois
qualquer mudanca poderd inibir o crescimento dos organismos, o que pode ser confundido como
toxicidade. Assim, todos os testes de ecotoxicidade devem ocorrer em condicGes ideais e
controladas de temperatura, intensidade luminosa e pH (Costa et al., 2008; OECD, 2006).

2.5. Classificacdo de Testes de toxicidade

A escolha dos tipos de testes ecotoxicoldgicos depende dos objetivos do teste, os
recursos disponiveis, dos requisitos do organismo-teste, das caracteristicas do efluente, como as
flutuagdes na toxicidade do efluente, e também dos requisitos impostos pelas organizacdes de
protecdo do ambiente, como a EPA e de padronizacdo como, Organisation for Economic
Cooperation and Development (OECD), Association of Analytical Communities (AOAC) e

International Organization for Standardization (ISO). Os testes ecotoxicolégicos séo classificados

14



consoante o periodo de exposi¢cdo dos organismos-teste e mediante o tipo do sistema da solucéo-
teste (Costa et al., 2008; OECD, 2006; USEPA, 2002a).

2.5.1. Classificacdo dos testes de toxicidade segundo o critério de exposicdo dos

organismos-teste

Os testes ecotoxicoldgicos podem ser classificados como agudos ou cronicos,
diferenciando-se através da duracéo do teste relativamente ao ciclo de vida e na resposta final do
organismo-teste.

Testes de toxicidade aguda

O teste de toxicidade aguda consiste na exposicdo de apenas uma espécie a varias
concentracdes da solucdo-teste durante um curto periodo de tempo em relacdo ao ciclo de vida do
organismo-teste. Os ensaios de ecotoxicidade aguda tém como principal objetivo calcular a
concentracdo e/ou dose de uma substancia ou composto com capacidade de produzir uma
resposta especifica e mensuravel no organismo-teste ou populacdo. O mais comum ponto de
referéncia ou endpoint € a morte, nos testes de toxicidade aguda, embora seja comummente
observado outro tipo de respostas ndo letais como a inibicdo de crescimento ou imobilizagéo,
dependendo do tipo de organismo-teste. Estes testes realizam-se num curto periodo de tempo,
normalmente de 24h a 96h, podendo ser mais extenso, dependendo do ciclo de vida do
organismo-teste.

No ecossistema aquatico, os efeitos de toxicidade aguda provocado por substéncias
téxicas nos organismos aquaticos podem ser consequéncia de aplicacdes inadequadas de
agrotoxicos, de derrames de substancias téxicas, como também a emissdo de efluentes
domeésticos e industriais para as massas de agua superficiais (Costa et al., 2008; OECD, 2000;
Walker et al., 2001).

Este tipo de teste apresenta algumas limitagbes como: i) ndo é possivel avaliar se a
mortalidade dos organismos-teste € maior numa escala temporal do que a observada, devido ao
curto periodo de exposi¢do; ii) em alguns organismos apds a exposicdo a curto e médio prazo, 0s
efeitos ndo letais s6 ocorrem apés o periodo de laténcia, e os testes agudos, com curta duragéo
de exposicdo podem nado abranger este periodo; iii) apenas uma fase do ciclo de vida do
organismo é testado, a fase juvenil normalmente apresenta maior sensibilidade; iv) cada
organismo-teste apresenta uma sensibilidade diferente a mesma substancia, denominado de
“toxicidade aguda a espécie seletiva” e uma minima sensibilidade a efeitos néo letais, que podem

levar a morte por exposicéo prolongada (Magalhaes & Ferréo-Filho, 2008).
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Testes de toxicidade crénica

Os testes de toxicidade cronica consistem na exposicdo do organismo-teste a varias
concentragdes da solucdo-teste por um periodo de ensaio, por norma superior a 96h, que pode
compreender parte ou a totalidade do ciclo de vida do organismo-teste. Este tipo de teste permite
avaliar os possiveis efeitos de toxicidade sobre os organismos-teste quando expostos por um
intervalo de tempo prolongado a concentracBes téxicas que permitem a sobrevivéncia dos
organismos, mas afetam as suas funcdes fisioldgicas e biolégicas, como a reproducéo,
crescimento, maturacao, entre outras (Costa et al., 2008; Magalhdes & Ferrdo-Filho, 2008; Walker
et al., 2001).

Os ensaios crénicos dependem diretamente dos resultados dos ensaios de toxicidade
aguda, pois as concentracdes-teste ndo letais sdo calculadas a partir da CLso, como a CEso
(concentragéo efetiva média). No ecossistema aquético, os efeitos de toxicidade crénica sdo mais
frequentes, isto, devido a diluicdo pontual de xenobidticos, compostos que ndo fazem parte da
composicao bioquimica de um organismo, no meio aquético; aos fendmenos antagénicos e
sinergéticos e a associacdo dos poluentes orgéanicos aos sedimentos (Magalhdes & Ferrdo-Filho,
2008).

Devido & diluicdo progressiva dos compostos potencialmente tdxicos, como é o caso das
aguas residuais no meio recetor, maioritariamente, as amostras ndo relevam ou relevam apenas
efeitos minimos nos ensaios de toxicidade aguda, ndo demostrando a relacdo entre a
concentracdo e o efeito, o que é fundamental para a avaliacdo da toxicidade. Todavia, no meio
recetor podem haver fendmenos de instabilidade a longo prazo no ecossistema aquatico. Por isso,
0 aumento da exposicdo dos organismos é essencial para detetar o risco de variacdes ténues no

meio aquatico através de testes de ecotoxicidade (Magalhdes & Ferrao-Filho, 2008).

2.5.2. Classificagao dos testes de toxicidade segundo o critério de sistema da solucao-teste

Testes estaticos

Nos testes estéticos, a solucdo-teste ndo é renovada durante o ensaio. Assim, 0s
organismos-teste sdo expostos a mesma solugéo-teste inicial durante todo o periodo de duracéo
do ensaio. Este tipo de teste é apropriado quando as concentra¢des de exposicdo permanecem
acima de 80% do valor inicial durante o periodo de exposicdo (OECD, 2000; Walker et al., 2001).
Os testes estaticos apresentam varias vantagens, como a simplicidade e baixo-custo,
rentabilidade na determinacéo do cumprimento do valor limite de emisséo, utilizacdo limitada de
recursos como a mao-de-obra, espaco, equipamento, permitindo assim, a realizagcdo de mais
testes no mesmo periodo de tempo, como também a utilizacdo de um menor volume de solugéo-
teste. Porém, o teste estatico apresenta algumas desvantagens, como a possivel diminuicdo do

oxigénio dissolvido (OD) que pode resultar hum aumento da CQO e CBO, e em residuos
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metabdlicos, a possivel perda de substancias toxicas da adsorcdo e/ou volatilizacdo nos
recipientes de ensaio reduzindo assim a toxicidade aparente, tornando os testes estaticos menos

sensiveis que os ensaios semi-estaticos e os dinamicos (OECD, 2000; USEPA, 2002a).

Testes semi-estaticos

Nos ensaios semi-estaticos, a solucdo-teste é substituida em intervalos regulares, estando
0s organismos-teste expostos a uma solucdo-teste da mesma concentracdo de amostra,
usualmente renovada a cada 24 horas ou a outro intervalo prescrito. Sendo 0s organismos-teste
transferidos de um recipiente de ensaio para outro ou substituindo uma parte ou a totalidade da
solucéo-teste (OECD, 2000; Walker et al., 2001).

Os testes semi-estaticos apresentam algumas vantagens em relacdo a outros sistemas,
como a possibilidade de diminuicdo do oxigénio dissolvido ha CQO e/ou CBO, ou efeitos nocivos
de residuos metabdlicos dos organismos-teste; a possibilidade de perda de substancias toxicas
através da volatilizacdo e/ou adsor¢cdo nos recipientes de ensaio, permite também que o0s
organismos-teste se alimentem quando se esgotam rapidamente as suas fontes de energia
sempre que as solucdes-teste sdo renovadas, mantendo o0s organismos num estado mais
saudavel. Contudo, este tipo de ensaio apresenta também desvantagens, destacando-se a
exigéncia de um maior volume de solucdo-teste do que os testes estaticos e usualmente menos
probabilidade de variagBes temporais nas propriedades dos residuos, 0 que ndo ocorre nos testes
estaticos (OECD, 2000; USEPA, 2002a).

Testes dindmicos

Os testes dinamicos apresentam-se como o melhor, mais complexo e dispendioso método
de renovacéo da solucdo-teste (Walker et al., 2001).

Sao utilizados dois tipos de testes dindmicos de uso comum, (i) a solucdo-teste &
bombeada do ponto de amostragem diretamente para o sistema de diluicdo; (ii) amostras
compostas sdo recolhidas periodicamente, colocadas num tanque adjacente ao laboratério teste e
bombeadas continuamente do tanque para o sistema de diluicdo. O sistema dindmico, ou de fluxo
continuo, é o método indicado para testes no campo devido ao grande volume (geralmente 400L/
dia) de solugdo necessaria. Este tipo de teste € considerado dispendioso e impraticavel de realizar
num laboratério. Este sistema apresenta como vantagens, o fornecimento de uma avaliagdo mais
representativa da toxicidade aguda em relacdo a origem da toxicidade, especialmente se a

amostra for bombeada continuamente da origem e a sua toxicidade variar com o tempo; as
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concentracdes de OD s&do mais facilmente mantidas e a possivel reducéo da perda de substancias
téxicas devido a fenébmenos como adsorcao, volatilizacao, absorcéo e degradacéo.

Todavia, a necessidade de grande volume de amostra e de &agua de diluicdo, a
complexidade do equipamento usado no teste, a manuten¢éo do equipamento, a necessidade de
um operador a tempo inteiro enquanto decorre o teste e a complexidade de executar testes
multiplos s@o as principais desvantagens deste tipo de sistema em relagdo aos sistemas mais
convencionais (OECD, 2000; USEPA, 2002a, 2002b).

Parametros de toxicidade aguda

Os parametros de avaliagdo da concentragéo letal (CL) e da concentragdo efetiva (CE)
sdo normalmente utilizados para definir a toxicidade aguda. Normalmente, os pardmetros das
concentracdes letais e efetivas sdo expressos em relacdo a 50% dos organismos, por representar
respostas mais consistentes, por ter um maior grau de confian¢a e sdo mais significativas de ser
extrapoladas. A CLso representa a concentracdo de amostra que provoca a mortalidade de 50%
dos organismos-teste, em determinado tempo de exposi¢céo e condi¢cdes de teste. Por sua vez, a
CEso representa a concentracdo de amostra que causa um efeito agudo, como a imobilizagdo, a
50% dos organismos, também em determinado periodo de exposicédo e condi¢cdes de teste.

O parametro dose letal média (DLso) representa a dose de amostra que causa a
mortalidade de 50% dos organismos no periodo de exposicdo e condicbes de teste. A DLso é
normalizada pelo peso do organismo, expresso em miligramas de substancia, por peso do
organismo em quilogramas (Costa et al., 2008; Metcalf & Eddy, 2003).

Parametros de toxicidade crénica

Os resultados dos testes de toxicidade crénica sdo frequentemente analisados
estatisticamente para determinar a concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e a
concentracdo de efeito observado (CEO) (Metcalf & Eddy, 2003).

O parametro CENO representa a maior concentracdo de substancia que ndo causa efeito
nocivo significativo nos organismos para um determinado periodo de tempo e nas condicdes de
teste. No entanto, o parametro de avaliacdo CEO representa a menor concentracdo de
substancia-teste que causa efeito nocivo significativo nos organismos, também num determinado
periodo de exposicdo e nas condi¢bes testes. Os resultados obtidos nos testes de toxicidade
cronica sao normalmente expressos em CENO e em CEO. Nos Ultimos anos, devido a
desenvolvimentos cientificos, o parametro CENO foi desvalorizado, tendo sido substituido pela
concentracao efetiva (CE) e pela concentracédo letal (CL), num intervalo de 10 a 20%. (Costa et al.,
2008; Metcalf & Eddy, 2003; OECD, 2006).
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Aplicacado dos resultados dos testes de toxicidade

Os parametros Clso, CEso, CENO e CEO séo bastante utilizados na ecotoxicologia
aguatica e regularizados em funcédo do ambiente em que 0s organismos estdo expostos, por isso
sd0 expressos nas mesmas unidades como a concentragdo ambiental das substéncias ou
compostos presentes no ecossistema, como miligramas por litro de solugéo preparada, em agua
sinteticamente apropriada, como agua destilada. Todos os parametros sdo normalmente
expressos em mg. L1, mas também podem ser expressos em percentagem (Costa et al., 2008).

Os valores obtidos nos testes de toxicidade aguda e crénica, expressos nos parametros
de avaliacdo supracitados, expressam uma relacdo inversa a toxicidade, ou seja, quanto menor o

valor obtido, expresso em mg. L1, maior é a toxicidade da substancia ou composto em estudo.

Os parametro CENO e CEO, como foi referido anteriormente, tém vindo a ser substituidos
pelos parametros CE, no intervalo de 10 a 20%, e pelo pardmetro de concentrac¢éo de inibi¢éo (Cl)
que foi introduzido para caracterizar efeitos nos testes de toxicidade crénica (Costa et al., 2008;
Metcalf & Eddy, 2003; OECD, 2006).

2.5.3. Tipo de organismos-teste

Os testes ecotoxicoldgicos consistem na medicao da resposta dos organismos expostos a
determinadas concentra¢cfes da solucdo-teste em relacdo a um controlo. Tém sido utilizados
gradualmente em alguns paises para estabelecer os niveis de toxicidade de varias substancias-
alvo e matrizes aquosas complexas, como as aguas residuais domésticas e industriais, as aguas
superficiais recetoras, nos organismos aquéticos inseridos em diferentes niveis tréficos. Os
organismos-teste integrados nos testes ecotoxicolégicos incluem varias espécies representativas
de diferentes niveis tréficos como as microalgas e plantas aquaticas, bactérias, invertebrados e
peixes. Os varios organismos permitem uma melhor avaliagcao e caracterizagdo dos efeitos agudos
e cronicos das diferentes substancias e compostos potencialmente téxicos no meio recetor. A
sensibilidade dos organismos face as diferentes substancias pode ser detetada de varias formas,
como a nivel bioquimico, fisiolégico, morfolégico e comportamental. Todavia, diferentes
organismos-teste podem apresentar diferente sensibilidade ndo s6 entre diferentes espécies como
também na mesma espécie, em fatores como o sexo, fase de desenvolvimento, nivel nutricional e
caracteristicas genéticas, assim como, aos fatores ambientais como o pH, luminosidade e
temperatura que tém influéncia bastante significativa no desenvolvimento dos organismos
(Magalhdes & Ferrdo-Filho, 2008; Rizzo, 2011; Tothill & Turner, 1996). A escolha do organismo-
teste é regida por critérios de selecdo de espécies como a sua abundéancia e disponibilidade,

representacéo ecoldgica significativa, a sua biologia, fisiologia e habitos alimentares, bem como a
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sua estabilidade genética e uniformidade das populacbes, a sua sensibilidade constante, o seu
baixo custo e a sua rapidez de cultivo em laboratério (Magalhdes & Ferréo-Filho, 2008).

Tendo em conta todas estas caracteristicas necessarias a escolha do organismo-teste,
existem varios seres vivos padronizados, que também devem ser representativos do meio
aquatico em estudo. No entanto, ndo existe nenhuma espécie de organismo que represente na
totalidade todos os efeitos das varias substancias presentes no meio recetor. Deste modo, foi
criado um método apropriado para avaliar o risco de toxicidade no meio recetor utilizando uma
bateria de testes ecotoxicoldgicos com organismos representativos dos diferentes niveis tréficos. A
sua aplicabilidade permite uma avaliacdo mais completa do risco de toxicidade das aguas
residuais (Hernando et al., 2005; Magalhdes & Ferrdo-Filho, 2008).

Bactérias

As bactérias sdo organismos que podem estar presentes no ecossistema aquético. Apesar
dos testes ecotoxicolégicos utilizarem organismos como as algas, plantas aquaticas, crustaceos e
peixes, estes requerem maior tempo de exposi¢cdo com a solugéo-teste e necessitam de um maior
volume de amostra do que os testes ecotoxicolégicos que utilizam bactérias (Costa et al., 2008).
Entre outras desvantagens dos testes ecotoxicolégicos que utilizam algas, plantas aquaticas,
crustaceos e peixes, destacam-se problemas com a padronizacao dos organismos, requisitos para
equipamentos especificos, operadores especializados e falta de reprodutibilidade (Parvez et al.,
2006).

Os ensaios ecotoxicoldgicos utilizando as bactérias sdo avaliados em cinco categorias,
como o crescimento populacional, consumo do substrato, respiracdo, luminescéncia de ATP e
ensaios de inibicdo de bioluminescéncia. Estes testes ecotoxicoldgicos sdo bastante requisitados,
isto porque as bactérias sdo organismos presentes na maioria dos ecossistemas, os testes de
ecotoxicidade séo relativamente rapidos (com tempo de exposi¢do entre 15 a 30 minutos) e
simples. As espécies utlizadas como organismos-teste nos ensaios de inibicdo de
bioluminescéncia incluem Vibrio fischeri (Figura 2.1) (precedentemente designada por
Photobacterium phosphoreum), Vibrio harveyi e Pseudomonas fluorescens, enquanto os
organismos utilizados nos ensaios ecotoxicoldgicos por inibicdo metabdlica, envolvem as espécies

Escherichia coli e Pseudomonas putida (Costa et al., 2008; Parvez et al., 2006).
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Figura 2.1- Vibrio fischeri Fonte: Microbelog, (2012)

Alga

A aplicacdo das algas como bioindicador nos testes ecotoxicolégicos é importante pois,
como produtores primarios, situam-se na base da cadeia tréfica e qualquer variacéo na atividade
destes organismos tem efeitos precursores nos niveis troficos superiores do ecossistema aquético.
As espécies de algas de agua doce mais utilizadas em testes de ecotoxicidade sdo Chlorella
vulgaris (Figura 2.2), Scenedesmus subspicatus e Raphidocelis subcapitata, pois apresentam
taxas de crescimento elevadas e sao facilmente cultivadas em laboratério (Costa et al., 2008). O
tempo de duragdo dos testes é bastante curto, necessitando de um tempo de contacto com a
substancia-teste de 72 a 96 horas, para observar o efeito de inibicdo no crescimento das algas,
comparando com os controlos. As condi¢des estandardizadas que devem ser controlados durante
todo o periodo de ensaio sdo, a temperatura na faixa de 21 a 24°C, com variagdo maxima de * 2
°C em espécies ndo tropicais, o pH do meio de cultura ndo deve aumentar mais de 1,5 unidades
durante o teste e a intensidade luminosa deve estar compreendida entre 60 e 120 pE-m-2 s,
(Costa et al., 2008; OECD, 2011).

Figura 2.2- Chlorella vulgaris Fonte: Algae Research Supply, (2018)
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Plantas Aquaticas

As plantas aquaticas, tal como as algas, também sdo um bioindicador de caracter
relevante, pois sdo de produtores primarios. Qualquer alteracéo na sua atividade pode ter efeitos
sobre os niveis tréficos superiores da teia alimentar. Os testes ecotoxicolégicos realizados com as
plantas aquaticas apresentam variadas vantagens, como alta taxa de reproducdo (gerando
organismos geneticamente idénticos), baixo custo de manutencdo, pequena dimensao e
necessitam de pouco espaco em laboratério (Appenroth et al., 2013).

Estes organismos séo caraterizados pelo elevado nimero de parametros de avaliacéo,
como o tempo de duplicagao, peso seco ou peso himido e como também a medicao da area foliar
e a contagem do nuamero de frondes (OECD, 2006).

As plantas aquéticas também tém a capacidade de remover metais pesados e nutrientes
como o foésforo e azoto do meio aquético. As plantas mais utilizadas nos testes ecotoxicolégicos
pertencem ao género Lemna, sendo as espécies Lemna minor (Figura 2.3) e Lemna gibba (Figura
2.4) que apresentam inumeros estudos sobre o efeito de uma elevada quantidade de substancias
téxicas (Cheng & Stomp, 2009; OECD, 2006). Estas espécies reproduzem-se assexuadamente,
através da formacéo de novas frondes na regido da bolsa reprodutiva da fronde, tendo algumas
espécies deste género um tempo de duplicacdo de dois dias, sob condicbes padronizadas. Estas
propriedades levam a que o género Lemna seja utlizado em varias aplicacdes além dos testes
ecotoxicolégicos, como na remocédo de nutrientes de aguas residuais, na producdo de etanol, na
alimentacdo animal e humana e no uso posterior como fertilizante de culturas agricolas em

substituicdo dos fertilizantes quimicos (Appenroth et al., 2013).

Os testes de inibicdo de crescimento, usando as espécies do género Lemna, foram
padronizados e comercializados por varias organizacdes como OECD e I1SO. Os testes de inibigdo
do crescimento das espécies do género Lemna tém como objetivo quantificar os efeitos
relacionados com as substancias potencialmente téxicas no crescimento vegetativo ao longo de
um periodo de exposicdo com base em avaliagbes de varias medi¢cdes, como o numero de
frondes, peso humido, peso seco ou area foliar total. A cultura das espécies do género Lemna, em
crescimento exponencial, é colocada em diferentes concentracdes de substancia-teste durante o
periodo de tempo especifico do teste. Uma das desvantagens apontadas na utilizacdo deste tipo
de organismo € o periodo de tempo até se verificar alteracdes no crescimento. Os testes
ecotoxicolégicos utilizando plantas aquéticas tém sido utilizados para avaliar a toxicidade de
contaminantes organicos e inorganicos, como sedimentos, residuos solidos e matrizes complexas,

como as aguas residuais domésticas e industriais (Appenroth et al., 2013; Rizzo, 2011).
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Figura 2.3- Lemna minor

Figura 2.4- Lemna gibba Fonte: Aphotoflora, (2006)

Invertebrados

Os invertebrados sdo bastante utilizados na avaliagdo da toxicidade de substancias e
compostos potencialmente téxicos, principalmente em matrizes complexas como as &aguas
residuais. O organismo mais utilizado na caracterizacdo da toxicidade na 4gua é o crustaceo
Daphnia magna (Figura 2.5) porque existe uma grande quantidade de informacdo sobre esta
espécie, desde as técnicas de cultura até as condicdes de crescimento, além de existirem
inimeros estudos sobre o efeito de uma grande quantidade de substancias toxicas sobre esta
espécie (Costa et al., 2008; Rizzo, 2011). Esta espécie, normalmente chamada de pulga de agua,
pertencente ao género Daphnia, a ordem Cladocera e sdo organismos plancténicos caracterizados
por apresentarem antenas toracicas achatadas usadas para produzir uma corrente e assim
capturarem as particulas em suspensao na agua, para sua alimentacao.

Esta espécie tem elevada importancia nas cadeias alimentares aquaticas e € uma fonte
significativa de alimento para peixes e outros predadores invertebrados. Estes crustaceos
possuem um ciclo de vida relativamente curto, apresentam sensibilidade a véarias substancias

presentes no ambiente e necessitam de menores volumes de solugcdo-teste do que os testes
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ecotoxicolégicos com microalgas e peixes, devido a sua pequena dimensdo. As organizacdes
internacionais EPA, ISO, OECD, Environment Canada e ASTM (American Society for Testing and
Materials) desde 1984 estabeleceram e padronizaram testes de toxicidade aguda e crénica para a
espécie Daphnia magna, pois apresentam caracteristicas como o ciclo de vida curto, facil
manuseamento, elevada e rapida reproducdo, além de apresentarem sensibilidade a muitas

substancias potencialmente téxicas (Costa et al., 2008; Ebert, 2005; Tatarazako & Oda, 2007).

Figura 2.5- Daphnia magna Fonte: FCT-UNL, (2009)

Peixes

Os peixes sao os principais representantes dos consumidores secundarios nas cadeias
troficas do ecossistema aquatico. O proposito dos testes ecotoxicolégicos agudos utilizando
peixes, é avaliar o possivel risco de toxicidade em espécies semelhantes no meio ambiente, que
pode dever-se a descarga de efluentes domésticos e industriais no meio recetor (Costa et al.,
2008; Rizzo, 2011). As espécies mais comuns nos testes de ecotoxicidade sdo Oncorhynchus
mykiss (Figura 2.6), normalmente conhecida como truta arco-iris e Lepomis macrochirus (Figura
2.7), uma vez que sao espécies indicadoras particularmente sensiveis e apresentam uma vasta
informacao cientifica que permitiu caracterizar a resposta a contaminantes ambientais (Rizzo,
2011; USEPA, 1996). Normalmente, os testes ecotoxicolégicos utilizando peixes como organismo-
teste apresentam boa sensibilidade as substancias potencialmente toxicas e permitem analise em
tempo real. No entanto, estes testes ecotoxicolégicos apresentam algumas desvantagens como
problemas de padronizacdo, requerem maior tempo de exposicdo, exigem equipamentos

especificos e operadores especializados (Farré & Barceld, 2003; Rizzo, 2011).
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Figura 2.7- Lepomis macrochirus Fonte: Bclegg, (2016)
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2.6. Caracterizacdo da estagcdo de Tratamento de aguas residuais de

Ferndo Ferro

2.6.1. Consideracdes gerais

As aguas residuais que afluem a ETAR de Ferndo Ferro sdo constituidas por aguas
residuais do tipo doméstico, provenientes da freguesia de Ferndo Ferro, concelho do Seixal.
Encontra-se em funcionamento desde 1988, tendo sido posteriormente ampliada, com o objetivo
de aumentar a capacidade da infraestrutura e melhorar a operacionalidade e eficacia de

tratamento, assim como melhorar a qualidade do efluente.

A ETAR de Ferndo Ferro apresenta capacidade de tratamento instalada para um caudal
de 5890 m3/dia correspondendo a cerca de 32 700 habitantes. Além da infraestrutura, a ETAR
possui cerca de 10 quildmetros de emisséarios e duas estacbes elevatdrias. Este efluente apés

sofrer tratamento adequado é descarregado no rio Judeu que desagua no estuario do rio Tejo.

Figura 2.8- ETAR de Fernédo Ferro Fonte: SIMARSUL, (2006)

2.6.2. Descricdo do sistema de tratamento da ETAR de Fernéo Ferro

O sistema de tratamento adotado na ETAR de Ferndo Ferro (Figura 2.8) possui duas
linhas de tratamento, a excecao da etapa de decantagdo primaria. No que se refere a fase liquida,
0 sistema de tratamento abrange um tratamento preliminar constituido por obra de entrada (Figura
2.10), em que a recec¢do das aguas residuais brutas é feita numa caixa para retencéo de sélidos
grosseiros, equipada com uma garra bivalve e uma gradagem manual de 50 mm seguida de duas
linhas com um sistema de pré-tratamento, constituido por um sistema compacto de tamisacao,

remocao de areias, 0leos e gorduras (desarenador/desengordurador). Posteriormente os gradados
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e areias sdo colocados em contentores e enviados para o destino final apropriado, o aterro

sanitario. As gorduras sdo encaminhadas posteriormente para o tratamento da fase sélida.

Obrade Decantador Valas de Decantadores Desinfecs
entrada - Primario - oxidacdo | Secundarios | = ESIictdo

Figura 2.9- Esquema de tratamento da fase liquida da ETAR de Fernédo Ferro

O efluente segue para o tratamento primario, onde é elevado através de 2(+1) bombas de
poco seco para o decantador primario, onde ocorre a remogédo dos sélidos de menor dimensao

gue ainda subsistem no caudal afluente e a remocéo parcial da matéria organica (Figura 2.11).

Figura 2.10- Obra de entrada

Figura 2.11- Decantador primario

Na fase do tratamento secundario, o efluente € conduzido para o tratamento secundario
assegurado por duas valas de oxidagdo (Figura 2.12), onde a oxigenagdo € proporcionada por
dois arejadores de superficie de eixo vertical, precedidos por tanque de contacto (seletor) com trés

agitadores. A etapa de decantacao secundaria é composta por duas linhas de tratamento.
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A ETAR dispde ainda de tratamento terciario, em que o efluente passa por uma etapa de
desinfecdo, anteriormente garantida por dois canais com lampadas ultravioleta (UV) de baixa
presséo, alto rendimento e limpeza automatica.

Parte de agua residual tratada é reutilizada como agua de servigo na ETAR, existindo para

o efeito um reservatorio de agua residual tratada sob os canais de UV e um grupo hidropressor.

Figura 2.12- Valas de oxidacao

Figura 2.13- Decantador secundario

Na fase solida (Figura 2.14), o tratamento das lamas geradas do tratamento primario e do
tratamento bioldgico é assegurado por um espessador gravitico, seguido de digestdo anaerdbia a
frio das lamas espessadas em dois digestores (Figura 2.15), e desidratacdo mecénica das lamas
digeridas em duas centrifugas (Figura 2.16). O armazenamento das lamas desidratadas é feito
num silo de lamas com eventual adi¢éo de cal. Relativamente ao biogas produzido no processo de
digestdo de lamas é encaminhado para o gasGmetro, que procede a sua queima, sem producao
de energia.
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- . - Desidratagao Armazenamento de
Espessador gravitico L 4 Digestor anaerobio - (Centrifugas) 4 lamas

Figura 2.14- Esquema de tratamento da fase sélida da ETAR de Ferndo Ferro

Figura 2.16- Centrifuga

A ETAR de Ferndo Ferro possui também um sistema de desodorizacdo na zona de pré-
tratamento, desidratacao e espessamento constituida por dois biofiltros com lavagem a montante.
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Figura 2.17- Gasometro.

E descrito de forma estruturada a sequéncia das operagdes unitarias que o sistema de

tratamento da fase liquida e da fase solida da ETAR de Fernado Ferro (Pinheiro, 2011).
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A fase liquida é constituida por:
» Céamara de chegada, com respetivo by-pass (1 linhas);
» Caixa de retencgédo de solidos grosseiros com garra bivalve e gradagem grossa (50
mm) com limpeza manual (1 linha);
» Tamisacao, remocao de areias, 6leos e gorduras (desarenador/desengordurador)
(2 linhas);
Elevacéo inicial (1 linha — 2(+1) bombas);
Medidor de caudal a tratar (1 linha);
Decantagéo primaria em decantador de planta circular (1 linha);
Tanque de contacto (seletors) (2 linhas);
Reatores biologicos por lamas ativadas em valas de oxidagéo (2 linhas);
Decantagéo secundéaria em decantadores de planta circular (2 linhas);
Recirculagéo de lamas (2x 1 (+1) bombas) (1 linha);
Desinfecdo em canal UV (2 linhas);
Medidor de caudal tratado (1 linha);

V V. V V V V V V VYV V

Reservatério para agua de servico (1 linha).

Na fase solida:

» Descarga gravitica e temporizada das lamas primarias (1 linha);
Elevacao das lamas bioldgicas em excesso (2x1(+1) bombas) (1 linha);
Espessamento gravitico das lamas mistas (1 linha);

Digestéo anaerdébia a frio das lamas mistas espessadas (2 linhas);
Desidratagdo mecéanica de lamas em centrifugas (2 linhas);
Estabilizac@o das lamas com adic&o de cal (1 linha);

YV V V V V VY

Armazenamento de lamas estaveis em silo (1 linha).
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3. Materiais e métodos

3.1. Metodologia geral de ensaio

A ecotoxicidade da agua residual de origem doméstica foi determinada através do teste de
inibicdo do crescimento para plantas aquaticas das espécies Lemna minor e Lemna gibba,
segundo a metodologia descrita na norma da OECD n°221, adaptada a 26 de abril de 2006.

O teste ecotoxicoldgico consiste na exposicdo de L. minor a diferentes concentragdes
previamente estabelecidas de agua residual doméstica, durante um periodo de ensaio de 7 dias,
avaliando durante este periodo a inibicdo de crescimento da L. minor, espécie escolhida para este
teste.

O objetivo do teste de inibicdo de crescimento da planta aquéatica L. minor da norma
OECD, ¢é avaliar e quantificar os efeitos potencialmente toxicos da agua residual doméstica, no
crescimento vegetativo durante o periodo do ensaio com base na avaliacdo de diversos
parametros de avaliagdo. O parametro de avaliacdo principal € a medi¢cdo do nimero de frondes,
sendo necessario escolher pelo menos mais um parametro de avaliacdo, a &rea foliar ou peso
seco e/ou peso humido, pois, algumas substancias-teste tém a capacidade de afetar outros
parédmetros de avaliagdo do que apenas o numero de frondes.

Antes de iniciar o ensaio ecotoxicol6gico com a agua residual, procedeu-se a um teste de
referéncia, em que o organismo-teste é sujeito a uma substancia de referéncia toxica, como o
dicromato de potassio, de modo a atender os critérios de controlo de qualidade (OECD, 1999).

A fim de quantificar os efeitos da agua residual doméstica no crescimento de L. minor, o
seu crescimento foliar em véarias concentragdes de 4gua residual é comparado com o controlo,
permitindo assim a determinacdo da concentracdo causadora da inibicdo especifica do
crescimento em percentagem, sendo expressada em CE, como por exemplo CEso.

A é4rea foliar total apresenta vantagens em consideracdo com outros parametros de
avaliacéo, pois pode ser determinada para cada recipiente-teste e controlos no inicio, meio e no
final do teste, enquanto outros parametros apenas podem ser medidas no inicio e fim do teste.
Para a validagcédo do teste o tempo de duplicacdo das frondes deve ser menor que 2,5 dias (60
horas) e a taxa média de crescimento especifico igual ou superior a 0,275 dias™.

A norma da OECD obriga a que todo o material em contacto com a substancia de teste
deva ser de vidro ou de outro material quimicamente inerte. Estes devem ser livres de
contaminantes quimicos e esterilizados. Os recipientes devem ser largos o suficiente para permitir
0 crescimento da planta, sendo o volume minimo da solucdo-teste de 100 mL. Se a L. minor for
recolhida no seu habitat natural, as plantas devem ser mantidas em cultura no mesmo meio do
controlo durante um periodo de oito semanas, antes de se iniciar o teste.

A cultura deve estar visivelmente livre de contaminacdo por outros organismos, como
algas e protozoarios. A qualidade e a uniformidade das plantas devem ser garantidas, pois terao
um impacto significativo no resultado do teste. Assim, as plantas preferenciais para o teste devem

ser jovens, de crescimento rapido, ndo descoloradas e sem lesdes visiveis, no minimo com duas
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frondes, pois um elevado niumero de frondes Unicas pode ser indicador de stresse ambiental,
como falta de nutrientes, intensidade luminosa e temperatura. E recomendada a utilizac&o do meio
nutriente modificado Swedish standard (SIS) no cultivo e no controlo do teste utilizando a L. minor.
O meio nutriente Steinberg modificado também é adequado.

No teste de ecotoxicidade devem ser utilizadas pelo menos cinco concentracdes e pelo
menos devem ser utilizadas trés réplicas em cada concentracdo. O namero de réplicas deve ser
pelos menos trés em cada concentracdo-teste e controlo. A L. minor deve conter entre duas a
quatro plantas quando transferidas para os recipientes teste e deve conter entre nove a doze
frondes. Em cada recipiente-teste deve ser colocado o mesmo nimero de plantas e frondes.

O ensaio pode decorrer em regime estatico, semi-estatico ou dinamico, devendo ser
fornecida iluminag&o fluorescente branca quente ou fria continua com uma intensidade luminosa
entre 6500 a 10000 lux e a uma temperatura de 24 + 2° C. O pH do meio nutriente do controlo ndo
deve aumentar 1,5 unidades durante o teste, no entanto se o desvio for superior a 1,5 unidades
ndo invalida o teste se os outros critérios de validacdo forem cumpridos. O valor de pH deve ser

medido no inicio e no final do ensaio, caso se utilize o teste estatico.

As amostras de agua residual bruta e tratada foram caracterizadas, tendo sido analisados
0s seguintes parametros, como CQO, SST, fosforo total e azoto Kjeldahl (organico e amoniacal),

parametros estes possiveis de provocar toxicidade.

3.2. Parametros de avaliagéo

O principal objetivo deste estudo € avaliar a inibicdo do crescimento da L. minor, segundo
a norma da OECD n°221, medido através dos seguintes parametros de avaliagdo como o numero
de frondes (folhas) e area foliar no inicio, numa fase intermédia e final do ensaio. Foi também
medido o pH das vérias concentragdes da substancia-teste e controlos.

Os efeitos das substancias-tese no crescimento vegetativo de L. minor sdo avaliados
através das variaveis-resposta, taxa de crescimento média especifica e yield, segundo a norma da
OECD n° 221.

A taxa de crescimento média especifica € calculada com base nas alteracdes logaritmicas
do nimero de frondes e da é&rea foliar, ao longo do ensaio, no grupo de tratamento e nos
controlos, usando a equacéo abaixo:

C— uT
_uxl

% Ir = 00

Onde:
% Ir: percentagem de inibicdo da taxa de crescimento média especifica;
uC: valor médio para . no controlo;

uT: valor médio para | no grupo de tratamento
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A variavel-resposta % Iyyield é calculada com base nas alteragdes do nimero de frondes
e da area foliar, nos controlos e grupos de tratamento até a finalizacdo do teste de inibicao,

segundo a equacao em baixo:

(bc — br)
%ly = Tx 100

Onde:
% Iy: percentagem de reducéo em yield,;
bc: biomassa final menos a biomassa inicial para o grupo de controlo;

br: biomassa final menos a biomassa inicial para casa grupo de tratamento.

Os valores de inibicdo de crescimento entre as duas variaveis ndo sdo comparaveis, pois
a taxa de crescimento média especifica é baseada no padrédo de crescimento exponencial de L.
minor, em que a toxicidade é calculada no efeito sobre a taxa de crescimento, independentemente
da taxa de crescimento média especifica dos controlos ou duragdo do teste. J& os resultados
obtidos através de yield dependem de todas estas varidveis. Por isso, a aplicacdo da taxa de
crescimento meédia especifica para determinar a toxicidade é cientificamente preferivel do que os
valores de toxicidade baseadas em yield.

3.2.1. Numero de frondes

O numero de frondes (folhas) inicial, na fase intermédia e final foi avaliado através do
comando de contagem de particulas do programa ImageJ (National Institutes of Health, 2018), que
através do processamento da imagem permitiu delimitar a circularidade das particulas e o
tamanho minimo das particulas a serem contadas (Figura 3.1). Também, foi verificada a
veracidade de contagem de particulas, comparando os valores obtidos através do programa com a

contagem feita pelo operador, apresentando um erro maximo de 10%.
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Drawing of 7-06 2A-1.jpg (G) (25%)

Figura 3.1- Contagem do nimero de frondes através do programa ImageJ

3.2.2. Areafoliar

A érea foliar, também foi calculada através do programa de processamento de imagem
ImageJ, em que a imagem foi processada através de varios comandos para o célculo da area
foliar de cada fronde. O programa delimita todas as frondes (Figura 3.1), e partindo de uma escala
predefinida, calcula a area total de cada fronde (Figura 3.2).

Drawing of 2.3-1.jpg (G} = (m] X
22.24x18.44 mm (656x544); 8-hit; 348K

0
| ,.'0'

Figura 3.2- Delimitagdo do nimero de frondes no programa ImageJ
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3.3. Organismo-Teste

O organismo-teste utilizado foi a macrdéfita aquatica L. minor, devido a sua facil
manutenc¢éo, crescimento rapido e baixo custo, ou até gratuito, se recolhida no seu habitat natural.
A macrdfita foi recolhida num poco numa zona rural localizada na freguesia e concelho de
Almeirim, Portugal. Apds ser recolhida, foi isolada e mantida em condi¢cdes recomendadas pela
norma n°221 da OECD (OECD, 2006) e foi identificada como Lemna minor (Palhinha, 1939). A
espécie apresenta frondes pequenas de 2 a 3 milimetros e pouco convexas na face interior.
Segundo Palhinha (1939), L. minor esta presente apenas durante os meses de Fevereiro a
Outubro e distribui-se por quase todo o territério de Portugal Continental.

Figura 3.3- Isolamento da cultura L. minor

3.3.1. Meio nutriente

O meio de cultura utilizado na manutencéo da cultura, nos testes de referéncia e no teste
de ecotoxicidade foi 0 meio de Steinberg modificado, bastante adequado para o crescimento de L.
minor. O meio Steinberg modificado foi preparado a partir de 8 solu¢des-stock, com composicéo e
concentragdes indicadas na Tabela 3.1, utilizando &gua desionizada na diluicdo. Todas as
solucdes-stock foram autoclavadas a 121°C durante 20 minutos para esterilizagdo, exceto a
solucdo 8 que apenas foi adicionada ap6s a autoclavagem. O pH do meio de cultura foi corrigido
para 5,5+ 0,2 como preconizado pela horma.
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Tabela 3.1- Composicéo e respetivas concentracdes do meio nutriente Fonte: OECD, (2006)

Substéncia Meio nutriente
Macronutrientes g/L
solucdo stock 1
KNOs3 17,5
KH2PO4 4,5
solucgéo stock 2
MgSQO4 - 7H20 5
solucgéo stock 3
Ca(NOs)2 - 4H20 14,75
Micronutrientes mg/L
solucgéo stock 4
H3BO3 120
solucgao stock 5
ZnS04 - 7TH20 180
solucgao stock 6
Na>MoOg4 - 2H>0 44
solucéo stock 7
MnClz - 4H20 180
solucéo stock 8
FeCls - 6H20 760
EDTA 1 500

3.4. Amostragem da agua residual

As amostras de agua residual doméstica bruta e tratada, recolhidas na ETAR de Ferndo
Ferro, foram recolhidas no dia 12 de julho de 2018 pelas 10 horas. A agua residual bruta foi
recolhida na obra de entrada e a 4gua residual tratada no fim da linha de tratamento, sendo ambas
acondicionadas em recipientes, que depois de recolhidos foram mantidos na camara frigorifica a
temperatura de 4° C. Os testes ecotoxicoldgicos foram efetuados no dia seguinte & amostragem e
caracterizada nos primeiros dias apds a recolha, para a determinacdo dos parametros,

destacando-se CQO, SST, fésforo total e azoto Kjeldahl.

3.5. Substancia de referéncia

Inicialmente foi realizado um ensaio com a substancia inibidora de referéncia, o dicromato
de potassio (K2Cr207) com grau de pureza superior a 98%, de modo a demonstrar a validade e a
precisdo das condigbes utlizadas nos ensaios. O dicromato de potassio é utlizado como
substancia de referéncia, i) devido ao seu efeito no crescimento da L. minor estar bem
documentado, ii) as solucdes stock podem ser preparadas sem utilizar agentes solubilizantes iii) e

por apresentar estabilidade durante o periodo de ensaio de sete dias (OECD, 1999). No primeiro
37



teste de referéncia foram utilizadas seis concentracdes teste de 0,7 mg.L? a 30 mg.Lt. No
segundo teste de referéncia também foram utilizadas 6 concentracées no intervalo de 0,125mg.L?
a 4 mg.Lt. Em ambos os testes foi utilizado meio de cultura para a diluicdo para solubilizar o
dicromato de potassio. As concentragfes utilizadas no teste com o dicromato de potassio foram
sugeridas pelo teste interlaboratorial (Ring-Test) da OECD, em que varios laboratorios
submeteram L. minor a diferentes concentragBes da substancia de referéncia toxica afim de
calcular a CEso (OECD, 1999).

3.5.1. Procedimento experimental do teste de referéncia

O ensaio de referéncia consistiu em expor L. minor em fase de crescimento exponencial a
diferentes concentrac¢des de dicromato de potassio e nas condi¢Bes predefinidas pela norma.

O ensaio consistiu em adicionar a erlenmeyer’'s de 250 mL, diferentes volumes da
substancia-teste, aferindo o volume de 100 mL com meio nutriente. Adicionou-se posteriormente
12 frondes uniformes em cada recipiente, tendo sido tapados com algoddo cardado e gaze
hidrofila, de modo a haver trocas gasosas. Todas as concentracdes-teste e controlo foram
mantidas a uma temperatura de 24 + 2°C e iluminacao fluorescente uniforme continua do tipo
branca fria, a uma intensidade luminosa de 6,5 KLux, durante um periodo de ensaio de sete dias.
As diferentes concentracdes-teste e controlos foram colocados de forma aleatéria, para minimizar
a influéncia das diferencas espaciais na intensidade luminosa e temperatura. Procedeu-se a dois
testes de referéncia com o dicromato de potassio, um entre as concentragdes de 0,7 a 30 mg.L1e
outro entre as concentracdes de 0,125 a 4 mg.L1. Os parametros de avaliacdo, nimero de frondes
e area foliar, foram medidos no inicio, a meio e no fim do teste.

3.6. Efluente-teste

A substancia-teste utlizada neste estudo foi a agua residual bruta e tratada de origem
doméstica. Neste estudo pretende-se avaliar a toxicidade da agua residual com a Lemna minor.
Foram utilizadas cinco concentracBes-teste para agua residual bruta e também para a agua
residual tratada, testando-se concentracdes de efluente entre 6,25% e 100% (sem diluicdo),
utilizando-se como meio de diluicdo para ambas &guas residuais, a agua ultrapura, utilizando
sistema de purificacdo Milli-Q® Integral 3, e utilizando meio de cultura Steinberg modificado
apenas no controlo. A principal diferenca no procedimento entre a realizacdo de testes de inibicdo
de crescimento de L. minor com apenas uma substancia e uma amostra de efluente, diz respeito a
preparacao das solugdes-teste. Quando se testam produtos quimicos, por norma séo dissolvidas
diferentes quantidades da substancia a testar no meio de cultura para criar uma série de
concentragdes mas no caso dos efluentes ndo é exequivel porque i) pode ser necessario testar

100% da amostra e ii) se a amostra for diluida apenas com meio de cultura, a concentracdo de
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nutrientes seria diferente entre concentracdes. Portanto a diluicdo das aguas residuais para 0s
testes de ecotoxicidade foi feita com agua ultrapura.

3.6.1. Procedimento experimental do teste de inibicdo de crescimento de L. minor

O teste de inibi¢cdo do crescimento de Lemna minor L, ocorreu com as mesmas condi¢des
de ensaio que o teste de referéncia. As concentracdes da agua residual bruta e tratada utilizadas
no teste de inibicdo do crescimento da L. minor foram de 100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25%. Todas
as condicfes preestabelecidas no teste de ecotoxicidade encontram-se discriminadas na Tabela
3.2.

Figura 3.4- Instalagdo do teste de ecotoxicidade com as aguas residuais em condi¢des controladas
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Tabela 3.2- Resumo das condi¢8es preestabelecidas no teste de ecotoxicidade.

Critério Condicao

Tipo de teste estatico

Temperatura ( °C) 242

Intensidade luminosa (Klux) 6,5

Caracteristicas da iluminacéao luz fluorescente branca fria

Fotoperiodo iluminacéo continua

Recipiente Teste erlenmeyer’s de 250 mL

Volume de solucéo-teste 100 mL

N° de frondes por recipiente 12

Concentracbes Testadas 5 (100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,25%) e 1
controlo

N° de réplicas 3 (solucéo-teste) e 6 (controlo)

Duragdo do teste (dias) 7

Parametros de avaliagao ndmero de frondes e area foliar

Amostragem inicio, meio e fim do teste

3.7. Caracterizacao fisico-quimica da &gua residual

Antes da iniciacdo dos testes de ecotoxicidade em &gua residual bruta e tratada procedeu-
se a sua caracterizacdo. As caracterizacdes das aguas residuais devem ocorrer no menor espaco
de tempo entre a recolha e a caracterizagdo, para evitar a degradacdo dos componentes
dissolvidos.

3.7.1. CQO

O teor de matéria organica foi determinada através da caréncia quimica de oxigénio
(CQO). O método baseia-se numa ebulicdo com refluxo, em que o excesso de dicromato de
potassio foi titulado com uma solucdo de sulfato de ferro (Il) e amoénia, na presenca do indicador
ferroina (A.P.H.A., 1998).

3.7.2. Sdlidos suspensos totais

A determinacao dos sélidos suspensos totais (SST) foi realizada através de uma filtracéo
em vacuo, com um volume de amostra de 25 mL e 50 mL para a agua residual bruta e tratada,
respetivamente, foi seco em estufa a 105 °© C durante 2 horas e posteriormente arrefecido em
exsicador e pesado (A.P.H.A., 1998).
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3.7.3. Azoto Kjeldahl

O método Kjeldahl permite determinar o azoto organico e o0 azoto amoniacal em
simultdneo. As amostras foram digeridas e depois destiladas, utilizando um destilador
semiautomatico VELP SCIENTIFICA UDK 139 para libertar todo o amoniaco. Posteriormente, o

amoniaco foi quantificado através de titulagédo (A.P.H.A., 1998).

3.7.4. Fosforo Total

A concentracdo de fésforo total foi determinada através do método de espectrofotometria
de absor¢do molecular com comprimento de onda de 800 nm, através do espectrofotdmetro
Camspec M501Single Beam UV/ Vis (A.P.H.A., 1998).

3.8. Analise de resultados

As analises dos dados foram feitas como descrito em Moreira et al., (2017). Assim, depois
da verificagdo da normalidade (teste Shapiro-Wilk) e homogeneidade (teste de Levene), os valores
de CEso foram calculados através da regressdo ndo-linear utilizando a curva logistica de trés
paradmetros no software Sigma Plot 11.0 (Systat, 2008).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Isolamento e crescimento da cultura L. minor

O trabalho inicial efetuado teve como objetivo isolar a L. minor e estabelecer a sua cultura

com crescimento exponencial.

A curva de crescimento representada na Figura 4.1 corresponde ao ensaio de crescimento
realizado no periodo inicial (primeiras quatro semanas) de L. minor as condi¢es estandardizadas
pela norma n.° 221 da OECD (OECD, 2006).

800

y = 2,1066e02337x ®
R?=0,9217
600

400 *
200 §

N° de frondes

1 6 11 16 21 26 31
Tempo (dias)

Figura 4.1- Curva de crescimento médio de L. minor em condi¢des padronizadas

Da analise da Figura 4.1 pode-se referir que a L. minor apresentou um crescimento
exponencial entre 1 a 28 dias, tendo-se adaptado facilmente ao meio da cultura por néo ter
apresentado uma fase de adaptacao.

Na Figura 4.2 pode-se observar que até aos 21 dias do crescimento de L. minor, as
plantas com apenas uma fronde eram mais comuns, possivelmente devido a adaptacdo da
espécie as condigBes preestabelecidas. ApOs este periodo, as plantas com trés frondes
comecaram a ser mais comuns, o que indica uma boa adaptacdo de L. minor as condigbes da
cultura. As plantas que apresentam entre duas a trés frondes demonstram uma boa adaptacdo ao
meio, uma vez que um elevado ndmero de plantas com apenas uma fronde pode ser indicador de
stresse ambiental (Appenroth et al., 2013). Como as macréfitas ndo cobriam totalmente a
superficie do meio da cultura, as microalgas desenvolveram-se significativamente. Para evitar esta
competicdo das microalgas por luz e nutrientes com a L. minor, procedeu-se a substituicdo do

meio da cultura a cada trés dias, o0 que reduziu o crescimento das microalgas.

42



500

400
s
© 300
=
@ 200
o
c
2
0 _ ] = . | - h I J I i = _
0 5 14 21 28 35 39 42 46 50
Tempo (dias)
= 1 fronde/planta = 2 frondes/planta = 3 frondes/planta
4 frondes/planta m5 frondes/planta

Figura 4.2- Namero de frondes de L. minor ao longo do tempo

Assim, os resultados obtidos neste ensaio permitem comprovar a capacidade de
adaptacao da macrdfita as condi¢cdes padronizadas pela norma.

A partir do 28° dia o crescimento exponencial da L. minor diminuiu, tendo oscilado entre o
35° e 50° dia (Figura 4.3). Neste periodo, tentou-se perceber a razdo desta oscilacdo, tendo-se
verificado que havia um defeito no luximetro e que a intensidade luminosa era somente cerca de
3000 lux. Adicionalmente, como a temperatura ambiente aumentou, a temperatura no laboratério
passou para valores superiores a 26° C. Como consequéncia, as plantas apresentaram maior
dificuldade de adaptacdo as novas condi¢fes de ensaio, ndo relevando crescimento exponencial.
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Figura 4.3- Crescimento médio de L. minor ao longo do ensaio

O aumento de temperatura e a baixa intensidade luminosa, influenciaram o crescimento
da macrdéfita L. minor, como também permitiram a proliferagédo das algas (Figura 4.4). A alteracdo
das condi¢bes de crescimento padronizadas permitiu verificar que a variagdo de temperatura e de

intensidade luminosa ndo se mostravam favoraveis ao crescimento exponencial de L. minor.

Figura 4.4- Aspeto da cultura L. minor (contaminagédo por algas)

Varios autores tém demonstrado a influéncia dos fatores ambientais no crescimento de
Lemna spp., particularmente da temperatura, da iluminancia e do pH para um crescimento 6timo
da macrdfita L. minor (Hillman, 1961; Hillman et al., 1978; Ziegler et al., 2015). A temperatura ideal
ao crescimento de L. minor encontra-se na faixa de 22-26°C, o pH na faixa 5-9, e a faixa de
intensidade luminosa entre 6500-10000 Lux (Cheng & Stomp, 2009; Hillman et al., 1978; OECD,

2006).
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Subsequentemente, os fatores foram corrigidos para os valores padronizados pela norma
n°221 da OECD, com um aumento da intensidade luminosa aproximadamente de 6500 Lux e
refrigerando a sala onde se encontrava a cultura para uma temperatura de cerca de 24°C, através

de um aparelho de ar condicionado.

Figura 4.5- Aspeto de L. minor ap6s a corre¢do dos fatores ambientais (isenta de algas).

Com estas alteragdes, L. minor retomou o crescimento exponencial a partir do dia 42
(Figura 4.3) e a contaminacgédo por algas foi controlada, ndo havendo a presenca de algas (Figura
4.5).

N&o obstante todos os condicionalismos indicados, mas tendo em conta as condi¢des no
isolamento da cultura L. minor, salienta-se que a taxa de crescimento da macréfita apenas foi
védlida para o teste de inibicdo de crescimento de L. minor em efluentes, o que ndo ocorreu no
teste referéncia.

No que diz respeito ao pH, o valor de pH ideal para L. minor é de 5,5, ndo tendo havido

durante o teste oscilagBes superiores a 1,5 unidades, como exigido pela norma para os controlos.

4.2. Teste de referéncia com o dicromato de potassio
Nas Figura 4.6 e Figura 4.7 encontra-se representada a inibicdo do crescimento do

namero de frondes de L. minor e a inibicdo do crescimento da area foliar de L. minor em fun¢éo da

concentracao de dicromato de potassio, respetivamente.
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Figura 4.6- Inibicdo da taxa de crescimento especifico do n° de frondes de L. minor em funcéo da
concentragdo de dicromato de potassio
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Figura 4.7- Inibicdo da taxa de crescimento especifico da area foliar de L. minor em funcéo da
concentracéo de dicromato de potassio

Na Figura 4.6 apenas sao representados dois valores, isto é, apenas séo representadas
as duas maiores concentracdes testadas (2 e 4 mg. L1). As quatro concentracées mais baixas
testadas ndo apresentaram inibicdo no niumero de frondes, mas surpreendentemente um aumento
do numero de frondes em relagdo ao controlo. Este fenémeno é conhecido como efeito hormesis,
uma resposta adaptativa das células ou organismo a stresse moderado, provocado por baixas
concentragdes de substancia potencialmente tdxica (Mattson, 2008).

Os resultados em relagdo ao parametro yield, para o numero de frondes e area de
crescimento média especifica ndo se encontram representados graficamente, porque estes
parametros foram similares.

Durante o teste de referéncia com o dicromato de potéssio foi possivel observar uma

elevada inibicdo das algas tanto nas concentragdes mais baixas como nos controlos (Figura 4.8).
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Figura 4.8- Fim do teste de referéncia com dicromato de potassio

As concentracdes utlizadas para o teste de referéncia com dicromato de potassio foram
escolhidas a partir do teste de comparagéo interlaboratorial (Ring-Test) da OECD (OECD, 1999).
O primeiro teste de referéncia com o dicromato de potassio, com concentragbes entre 0,7- 30
mg.L, demonstrou que a gama de concentragdo do dicromato de potassio ndo era ideal, pois
provocou a necrose e clorose de L. minor durante o teste. Este intervalo foi escolhido porque ainda
ndo tinha sido feita a identificacdo da espécie. Como outras espécies do género Lemna séo
menos sensiveis ao dicromato de potassio, decidiu-se assim incluir uma gama de concentracfes-
teste mais elevadas.

ApOs a identificacdo da espécie como L. minor, procedeu-se a repeticdo do teste de
referéncia e foi escolhida uma gama de concentracédo de dicromato de potéssio inferior (0,125 a 4
mg. L), de modo a calcular CEso.

Na Tabela 4.1 encontram-se os valores relativos ao CEso obtidos no teste de referéncia
com o dicromato de potassio, com o respetivo intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 4.1- Resumo dos valores de CEso obtidos no teste de ecotoxicidade com dicromato de
potassio, com o respetivo intervalo de confianca de 95%

Parametro de avaliacdo CEso(mg.L?)

Ne de frondes - Yield 324 (1,76-4,73)

N° de frondes — Taxa de crescimento
- - 2,81 (1,73-3.89)
média especifica

Area Foliar - Yield 1,47 (0.84-2.09)

Area Foliar — Taxa de crescimento média
- 1,47 (0.84-2.09)
especifica

Foi calculada a taxa de crescimento média especifica, |, para verificar se o crescimento
de L. minor ocorria de modo exponencial durante o teste, como € exigido pela norma para que o
teste de ecotoxicidade seja valido. A taxa de crescimento obtida no teste de referéncia foi de 0,161
dial, sendo valor minimo indicado pela norma para a taxa de crescimento é de 0,275 dia?l, ndo
sendo assim possivel validar o teste de referéncia.

Os valores obtidos de CEso para o pardmetro de avaliagdo numero de frondes, nas
varidveis-resposta yield e taxa de crescimento média especifica, foram as concentracbes de 3,24
e 2,81 mg.L1, respetivamente (Tabela 4.1).

A CEso obtida para o pardmetro de avaliacdo numero de frondes-taxa de crescimento
média especifica estd de acordo com os valores obtidos em varios laboratoérios, no teste de
comparacao interlaboratorial de OECD (Ring-Test). O intervalo tipico de CEso indicado pela OECD
é de 2 a 4 mg.L-%, mas apesar deste intervalo, os valores de CEso nos varios laboratérios que
participaram no Ring-Test variam entre 1,1 e 29,2 mg.L* (OECD, 1999).

No parametro area foliar, a CEso, para cada variavel resposta, € 1,47 mg.L! para yield e
1,47 mg.L! para a taxa de crescimento média especifica. A CEso no parametro de avaliagédo area
foliar coincidentemente teve o mesmo valor de concentracdo. A OECD defende que os valores de
CEso na taxa de crescimento média especifica sdo normalmente superiores aos resultados obtidos
em yield (OECD, 2006).

Estas diferencas entre yield e a taxa de crescimento média especifica ndo podem ser
interpretadas como uma diferente sensibilidade entre as duas variaveis resposta, dado que os
valores sdo matematicamente distintos (OECD, 2006). Porém, isto ndo foi possivel demonstrar
neste ensaio, pois os valores de yield foram iguais ou comparaveis aos da taxa de crescimento

média especifica.
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4.3. Teste de inibicAo de crescimento de L. minor em agua residual

domeéstica

4.3.1. Caracterizagao da agua residual

Os resultados obtidos na caracterizacéo analitica das aguas residuais brutas e tratadas da
ETAR de Ferndao Ferro, em comparacdo com os valores limite emissdo segundo a legislacdo
vigente, DL n°236/98 (Tabela 4.2).

Tabela 4.2- Resultados obtidos da analise ao efluente bruto e tratado da ETAR de Fernao Ferro,
comparativamente aos valores limite de emissao (VLE)

Agua residual

Parametros Agua residual bruta VLE
tratada
pH 7,66 7,69 6,0-9,0
CQO (mgO2.LY) 1246 32 150
SST (mg.LY) 637 6 60
Ptotar (MgP.L1) 15 6,5 10
Nkjeldahi (MgN.L1) 123 36 1

10 Decreto-Lei n. °236/98A legislagio vigente ndo apresenta VLE para este parametro.

A qualidade da agua residual bruta apresenta grande diferenca em relagéo a agua residual
tratada, em relacdo aos pardmetros analisados (Tabela 4.2) como era expectante.

Todos os parametros analisados para a agua residual tratada estdo dentro dos VLE.

4.3.2. Toxicidade da agua residual doméstica bruta

Os resultados dos testes de ecotoxicidade com a agua residual doméstica bruta e tratada
com a macrdfita L. minor apresentam evidéncias de efeitos agudos (mortalidade), como a reducéo
do nimero de frondes e da area foliar.

Para validacdo do teste de ecotoxicidade com os efluentes, foi calculada a taxa de
crescimento média especifica, |, para verificar se o crescimento de L. minor ocorria de modo
exponencial durante o teste, como é exigido pela norma para que o teste de ecotoxicidade seja
vdlido. A taxa de crescimento obtida no teste com os efluentes foi de 0,361 dia?, respetivamente,
sendo valor minimo indicado pela norma para a taxa de crescimento é de 0,275 dia, sendo assim

o teste valido.

Na Tabela 4.3 estdo representados os valores relativos a CEso obtidos no teste de

ecotoxicidade com agua residual bruta, com o respetivo intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 4.3- Resumo dos valores de CEso obtidos no teste de ecotoxicidade com &gua residual bruta,
com o respetivo intervalo de confianca de 95%

Paréametro de avaliagéo CEso (%)

Ne de frondes - Yield 4,60 (1,07-8.12)

N° de frondes — Taxa de crescimento média
” 11,21 (8,86-13,57)
especifica

Area Foliar - Yield 9,58 (3,17-16,00)

Area Foliar — Taxa de crescimento média
- 9,58 (3,17-16,00)
especifica

Todas as concentra¢gBes de agua residual doméstica bruta tiveram efeitos negativos sobre
o crescimento de L. minor, observando-se clorose e necrose nas frondes.

Os valores obtidos no ensaio de ecotoxicidade da agua residual bruta apresentam
elevadas inibi¢des de crescimento de L. minor (Figura 4.9). Para nimero de frondes, yield e a taxa
de crescimento média especifica, obtiveram-se valores de CEso de 4,6% e 11% da agua residual
bruta, respetivamente. Portanto, o valor de percentagem da agua residual bruta obtido para a taxa
de crescimento meédia especifica, € superior ao valor de percentagem obtido para yield, como era
previsto pela OECD (OECD, 2006), conforme discutido anteriormente.

Esta tendéncia néo foi observada para area foliar, em que a CEso foi de 9,6% para ambos
0s parametros. Porém, todos os resultados indicam que uma percentagem de agua residual bruta

reduzida apresenta elevada toxicidade em L. minor.
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Figura 4.9- Inibicdo de crescimento de L. minor em funcéo da percentagem de agua residual bruta
em a) yield e em b) taxa de crescimento média especifica, no parametro nimero de frondes e inibicdo de
yield de L. minor em funcao da percentagem de agua residual bruta em c) yield e em d) taxa de crescimento
média especifica, no parametro area foliar

4.3.3. Toxicidade da agua residual tratada

Na Tabela 4.4 estdo representados os valores obtidos de CEso do teste de ecotoxicidade

da &gua residual tratada, com o respetivo intervalo de confianca de 95%.
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Tabela 4.4- Resumo dos valores de CEso obtidos no teste de ecotoxicidade com agua residual
tratada, com o respetivo intervalo de confianga de 95%

Parametro de avaliacao CEso (%)

N° de frondes - Yield 4,95 (-1,88-11,78)

N° de frondes — Taxa de crescimento média
” 25,62 (24,08-27,16)
especifica

Area Foliar - Yield 26,48 (24,07-27,50)

Area Foliar — Taxa de crescimento média
- 25,79 (24,07-27,50)
especifica

Os resultados obtidos no ensaio de ecotoxicidade de L. minor com a agua residual tratada
apresentam elevadas inibic6es de crescimento (Figura 4.10). Obtiveram-se valores de CEso de 5%
e 26% para o numero de frondes para os parametros yield e taxa de crescimento, respetivamente.
Os valores de CEso calculados para o numero de frondes indicam elevada inibicdo para o
crescimento da macroéfita. Para a area foliar, os valores de CEso sdo 27% e 26% de agua residual
tratada, para yield e taxa de crescimento média especifica, respetivamente.

Os resultados indicam que a agua residual tratada apresenta elevada inibicdo de
crescimento da macrdfita L. minor, apesar da toxicidade da agua residual bruta apresentar maior
toxicidade para a macrdfita L. minor. Todavia, os resultados obtidos na agua residual tratada tém

maior importancia, pois é nesta condi¢cdo que € descarregada para 0 meio recetor aquatico.
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Figura 4.10- Inibicdo de crescimento de L. minor em fun¢éo da percentagem de agua residual
tratada em a) yield e em b) taxa de crescimento média especifica, no pardmetro nimero de frondes e
inibicdo de yield de L. minor em funcao da percentagem de agua residual tratada em c) yield e em d) taxa de
crescimento média especifica, no parametro area foliar

No entanto, os valores obtidos no teste de ecotoxicidade com L. minor a agua residual

impacte ambiental no meio recetor aquatico.

bruta e tratada podem-se considerar um caso pontual, pois tem de que ter em conta que a 4gua
residual tratada vai ser diluida no corpo de agua recetor, portanto o risco ndo sera tao elevado
como indicado nos testes de toxicidade com a 4gua residual tratada. Do mesmo modo, tem que se
ter em consideracdo que o efluente ndo foi recolhido a véarias horas do dia, pois uma Unica
amostragem do efluente ndo pode indicar se o efluente apresenta toxicidade ou ndo. Nao sendo

assim possivel indicar se o grau de tratamento da ETAR de Fernao Ferro é suficiente para evitar o
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5. Conclusbes e perspetivas de trabalhos futuros

Este estudo demostrou o potencial da macrdfita flutuante L. minor. como bioindicador de
toxicidade numa agua residual doméstica.

Na fase inicial do trabalho isolou-se a L. minor e estabeleceu-se a cultura com crescimento
exponencial entre o 1° e 28° dia, demostrando assim uma facil adaptacdo ao meio de cultura.
Apbs o 28° dia observou-se que o crescimento de L. minor diminuiu, como consequéncia da
diminuicdo da intensidade luminosa e do aumento da temperatura ambiente, o que contribuiu para
que a temperatura do laboratério atingisse valores superiores a 26° C, dificultando a adaptacéo
das plantas as novas condicdes de ensaio e 0 que originou uma diminuicdo do crescimento de L.
minor. Subsequentemente, os fatores foram corrigidos para os valores preestabelecidos pela
norma OECD, com um aumento da intensidade luminosa e diminui¢cdo da temperatura, retomando
novamente o crescimento exponencial. No entanto, a taxa de crescimento no teste de referéncia
foi inferior ao valor indicado pela OECD para validacdo do teste, j& no teste de inibicdo de
crescimento de L. minor em efluentes, a taxa de crescimento foi superior ao valor exigido pela
norma, havendo assim validag&o do teste.

Face aos resultados obtidos nos testes com os efluentes, pode-se concluir que a agua
residual bruta em pequenas concentracfes inibe o crescimento da L. minor. Apesar da agua
residual ter sido tratada na ETAR, a agua residual tratada apresentou uma toxicidade so6
ligeiramente inferior & da 4gua residual bruta. Por exemplo, o valor de CEso obtido para a taxa de
crescimento especifica média da area foliar para a agua residual bruta e tratada eram 9,58% e
25,79%, respetivamente. Apesar desta toxicidade, os valores dos parametros fisico-quimicos da
agua residual tratada determinados nado ultrapassaram os VLE. Assim este estudo demostra a
necessidade de se efetuarem testes ecotoxicoldgicos em complemento aos parametros exigidos
pelo DL n°236/98.

Os ensaios de ecotoxicidade utilizando a macrdfita L. minor demostraram ser uma

ferramenta (til, econdmica e de facil implementacdo em relacao a outros organismos-teste.

Nesta dissertacdo foi apenas estudado o potencial da macréfita L. minor como
bioindicador de toxicidade em agua residual doméstica bruta e tratada. No meio aquético recetor
dos efluentes tratados, existem muitas outras espécies de macroéfitas e de outros grupos
taxondmicos. Como estas espécies podem ter uma sensibilidade maior do que a L. minor,
recomenda-se fazer testes de ecotoxicologia com uma bateria de organismos-teste de diferentes
niveis tréficos para a mesma agua residual. Adicionalmente, seria importante avaliar o potencial

risco de outras 4guas residuais urbanas para além de aguas residuais industriais.
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