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1. INTRODUCAO

De acordo com a Norma Brasileira — NBR 9800/1987 (ABNT, 1987), efluente liquido
industrial é o despejo liquido proveniente de indUstrias. Por muito tempo ndo existiu a
preocupacao de caracterizar a geragdo de efluentes liquidos industriais e de avaliar seus
impactos no meio ambiente. No entanto, a legislacdo vigente e a conscientizacdo
ambiental fazem com que algumas industrias desenvolvam atividades para qualificar a
vazdo e determinar a composicao dos efluentes industriais. Essa avaliacdo é feita através
de ensaios ecotoxicoldgicos, onde organismos vivos sdo expostos a uma serie de
diluicbes e suas respostas (mortalidade, imobilidade, efeitos reprodutivos etc.) séo
utilizadas como indicadores de poluicdo (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). Os
ensaios ecotoxicoldgicos podem ser definidos como agudos ou crénicos, dependendo do
tipo de resposta observada e da duragé@o de exposicéo.

Os efluentes séo constituidos de misturas e sua toxicidade pode estar relacionada a um
ou mais grupos de compostos quimicos como metais, amdnia, compostos organicos,
surfactantes, oxidantes, etc. Para isso, foram desenvolvidos os testes de Avaliacdo e
Identificacdo da Toxicidade - AIT (em inglés Toxicity Identification and Evaluation —
TIE), que consiste em submeter amostras desconhecidas a uma série de tratamentos
fisicos e quimicos, de modo a reter ou eliminar grupos de compostos toxicos. Foi
desenvolvida inicialmente pela agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(USEPA, 1991), para avaliar a toxicidade de efluentes industriais, mas estudos
demonstraram que podem também ser utilizada para descobrir a toxicidade em aguas
superficiais e solubilizados de residuos perigosos.

2. OBJETIVOS

Implantar a Fase | do método de Avaliacdo e Identificacdo da Toxicidade no
Laboratdrio de Ecotoxicologia Aplicada a Industria Minero-Metalurgica (LECOMIN) e
identificar os possiveis compostos ou classe de compostos causadores da toxicidade em
um efluente industrial ou em amostras ambientais.

3. METODOLOGIA

Esse projeto foi realizado no Laboratorio de Ecotoxicologia Aplicada a Industria
Minero-Metalurgica (LECOMIN).
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3.1 Ensaio de toxicidade aguda

O método consiste na exposi¢do de organismos jovens a varias diluicbes da amostra
onde sera observada mortalidade ou imobilidade para determinar a concentracédo efetiva
mediana (CEsgy) que representa a concentracdo que causa efeito agudo a 50% dos
organismos-teste. Ensaios de toxidade aguda com efluentes sé&o realizados utilizando
diferentes concentracdes (100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 3,12%). A espécie
bioindicadora utilizada nestes experimentos foi Daphnia similis (Cladocera, Crustacea),
cultivadas de acordo com as recomendacdes da norma da ABNT NBR 12713 (ABNT,
2009). O cultivo desses organismos €é realizado em meio MS, sendo a dureza ajustada
entre 40 e 48 mg CaCOs/L, pH entre 7,0 e 7,6 e oxigénio dissolvido acima de 5 mg.L™.
Os organismos sdo mantidos em incubadora a 20 + 2° C e fotoperiodo de 8 horas no
escuro e 16 horas de luz. Os ensaios tem duragdo de 48 horas utilizando organismos-
teste em idade de 6 a 24 horas, volume de solucdo-teste de 25 mL, cinco ou mais
diluicdes mais um controle com meio MS e no minimo 20 organismos por diluicdo
(quatro replicas com cinco organismos cada). Para o controle da qualidade das culturas
mantidas no laboratério foram realizados mensalmente ensaios de sensibilidade com
cloreto de sodio (NaCl) como substancia de referéncia.

3.2 Avaliacdo e Identificacdo da Toxicidade (AIT)
Dividido em trés etapas:

1) Fase | (USEPA, 1991) ou fase de caracterizagdo, onde as amostras séo divididas em
aliquotas e cada uma destas é submetida a uma manipulagdo fisica ou quimica diferente,
de modo a remover, alterar ou tornar biologicamente ndo disponivel determinado grupo
de agentes toxicos (Tabela 1), tais como oxidantes, metais catibnicos, substancias
volateis, organicos ndo-polares, metais passiveis de quelacdo e substancias cuja
toxicidade sejam pH dependentes. Informacdes sobre as caracteristicas fisico-quimicas
dos agentes tdxicos podem indicar sua filterabilidade, degradabilidade, volatilidade e
solubilidade.

A toxicidade é testada por ensaios agudos no efluente sem (ensaio inicial, quando o
efluente é recebido, e de referéncia, concomitante com cada manipulagdo) e com
manipulacdo (segundo o protocolo). O aumento ou diminuicdo do efeito toxico é
sempre estimado através da comparacao entre os resultados dos ensaios de referéncia e
os das manipulacdes. O ensaio de referéncia também fornece informacdo sobre a
manutencao ou diminui¢do temporal da toxicidade da amostra.

Como nesta fase sdo utilizadas substancias nas diferentes manipulagdes, tais como,
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), tiossulfato de sodio (Na;S;03) e metanol
(CH30OH) (Tabela 1), foram realizados ensaios de toxicidade aguda para a obtencdo da
CEsonasn de cada uma. Este procedimento tem como objetivo a obtencdo de uma
estimativa da concentracao limite de cada substancia de modo a evitar interferéncias na
toxicidade final do efluente.

2) Fase 1l corresponde & fase de identificacdo, em que as técnicas de fracionamento das
amostras sdo aplicadas em conjunto com anélises quimicas, voltadas a identificagdo dos



compostos indicados na Fase I. Os métodos analiticos disponiveis permitem a
identificacdo de organicos ndo-polares, metais quelados por EDTA e amonia. Esta fase
ndo sera atingida neste estudo.

3) Fase Ill ou fase de confirmacdo destina-se a confirmar a identificacdo do agente
toxico. Esta fase também ndo serd atingida neste estudo.

Tabela 1: Fase I: ManipulacGes e agentes-alvos, segundo USEPA (1991).

Manipulagéo

Agente-alvo

- Aguste do pH inicial para pH 3 e pH
11

- Filtracdo das amostras com pH

inicial, 3 e 11, em membrana de
fibra de vidro de 1 pm @

- Aeracédo das amostras com pH
inicial, 3e 11 @

- Extracdo cromatografica em fase
solida— Coluna Cyg- das _amostras
com pH inicial, 3e 9 @ ®

- Eluicdo da coluna C13 com metanol
100%

- Adicdo de EDTA © a diluicdes da
amostra

- Adico de NayS,0; ¥ a diluicdes da
amostra

- Graduagéo de pH: ajuste do pH para
6;7e80u6,5;75€e8,5

- Compostos afetados por mudancas
extremas de pH (sulfetos, cianetos)

- Solidos filtraveis ou compostos
cuja solubilidade é influenciada por
condicdes cidas ou alcalinas

- Compostos volateis (solventes
organicos), oxidaveis (cloro) ou
flotaveis (surfactantes)

- Compostos organicos nao polares
(solventes, pesticidas,
hidrocarbonetos aromaticos
polinucleares)

- Exclusdo da toxicidade devida a
compostos organicos ndo polares

- Metais catibnicos (cobre, zinco,
niquel e cadmio)

- Oxidantes (cloro, perdxidos), além
de certos metais cationicos (cobre,
cadmio e mercurio)

- Compostos sensiveis a variacdes
do pH dentro da faixa
fisiologicamente aceitavel (6 a 9),
caso de certos metais e amdnia

(1) Antes da realizagdo do ensaio de toxicidade, o pH das aliquotas devem ser reajustados para o valor
inicial da amostra. (2) A coluna degrada-se em valores de pH superiores a 10, dai 0 ajuste do pH antes da
passagem da amostra pela coluna. (3) EDTA = Acido etileno diamino tetraético. (4) Na,S,0;3 =
Tiossulfato de sédio.

Além dos ensaios com as substancias citadas na Tabela 1, foram realizadas
manipulagdes com um efluente obtido de processos siderdrgicos. O programa estatistico
utilizado para a obtencao das CEsgo 24 ou 4sh T0i 0 Trimmed Spearman-Karber Method.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As CEso48n das substancias a serem adicionadas obtidas foram: tiossulfato de sodio -
CEspw = 0,93 mg/L, com 95% de intervalo de confianca entre 1,09 e 0,80 mg/L; EDTA -



CEspw = 134,18 mg/L, com 95% de intervalo de confianca entre 135,78 e 139,60 mg/L e
metanol - CEsge = 1,54 mL/L, com 95% de intervalo de confianca entre 1,68 e 1,41
mL/L, que serdo utilizados posteriormente para a realizacdo dos ensaios na primeira
fase do AIT.

Com os ensaios de toxicidade inicial realizados com a amostra de efluente, nas dilui¢des
de 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 3,12%, foi obtido o valor de CEsgy,24n = 17,32%.
Com esta informacéo foram realizadas algumas manipulagdes (pH, filtracdo e aeracéo)
com o objetivo de elaborar um protocolo e tabelas com os procedimentos e informagdes
requeridos na Fase I. Os resultados obtidos com o0s ensaios de referéncia demonstraram
rapida perda de toxicidade do efluente com o tempo e as manipulacdes foram suspensas.

A rapidez na realizagdo dos procedimentos desde o 1° dia de recebimento da amostra s6
sera plenamente obtida com a finalizacéo do protocolo e suas respectivas tabelas. Novas
amostras so serdo testadas apos esta finalizagao.

5. CONCLUSOES

Ficou evidente a importancia, da conclusdo do protocolo e suas respectivas tabelas para
a aplicacdo do método de AIT no Lecomin, e a realizacdo do ensaio de referéncia para
acompanhamento da toxicidade da amostra testada evitando perda de tempo e esforcos.
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