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As Estac6es de Tratamento de Aguas Residuais sdo uma ferramenta indispenséavel
a protecdo e preservacdo da qualidade dos recursos hidricos. O tratamento de Aguas
Residuais tem como principal objetivo a remocéo e conversdo de materiais indesejaveis
presentes na agua residual em produtos finais oxidados, que podem ser descarregados
com seguranca nos meios recetores, obedecendo a limites e condi¢des legais de descarga,
permitindo a manutencdo do bom estado ecolégico das massas de agua recetoras.

Dos vérios processos de tratamento resultam subprodutos, as lamas (primarias,
secundarias ou bioldgicas e terciarias), ricas em matéria organica e em agentes
contaminantes, como metais pesados e organismos patogénicos, que necessitam de um
correto tratamento para que a sua deposicao final seja ambientalmente segura, cumprindo
todos os requisitos legais. A escolha do tratamento mais adequado tera que ter em conta
as caracteristicas das lamas produzidas, nomeadamente a sua composicao (dependente
do afluente) e quantidade gerada. As lamas, pelo facto de serem ricas em matéria organica
e nutrientes como azoto, fésforo e potassio, podem, por exemplo, ser aplicadas nos solos,
permitindo o seu enriquecimento. No entanto, torna-se necessario avaliar a sua toxicidade
e os efeitos que a aplicacdo destas lamas podem ter quer nos solos quer nas massas de
aguas e os consequentes efeitos nos seres vivos nele presentes e/ou que dele dependem.

Neste contexto, este estudo teve como objetivo avaliar qual a toxicidade de lamas
desidratadas produzidas em ETARs, com tratamentos distintos (nomeadamente com e
sem digestdo anaerébia). Foram assim realizados ensaios de toxicidade para trés niveis
tréficos do ecossistema aquatico utilizando os elutriados dessas lamas, analisando-se a
sua influéncia na bioluminescéncia de Vibrio fischeri, na sobrevivéncia de Daphnia magna
e no crescimento de Raphidocelis subcapitata e de Lemna minor.

Os resultados obtidos permitiram verificar que todas as lamas testadas sao toxicas,
em condi¢des laboratoriais, para todos os organismos utilizados nos ensaios. A espécie
mais sensivel foi o crustaceo Daphnia magna, no entanto a toxicidade para este organismo
diminuiu drasticamente quando o ensaio foi realizado ap6és incorporacdo das lamas em
solo OCDE.

Palavras-chave: Lamas de Depuragdo, Ecotoxicidade, Ensaios Ecotoxicolégicos,

Elutriados, Organismos-teste
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The Wastewater Treatment Plants are an essential tool to protect and preserve the
quality of water resources. Treatment of wastewater has as main objective the removal and
conversion of undesirable materials present in the waste water in oxidized final products,
which can be released securely in receptor means obeying limits and legal discharge
conditions, allowing the maintenance of good condition of water bodies.

From the several treatment processes results subproducts, the sludges (primary,
secondary or biological and tertiary), rich in organic matter and contaminants such as heavy
metals and pathogens, which require a proper treatment so that their final deposition is
environmentally safe, fulfilling all legal requirements. The choice of the most appropriate
treatment will have to take into account the characteristics of the sludge produced, including
its composition (depending on the influent) and quantity generated. The sludge, because
they are rich in organic matter and nutrients such as nitrogen, phosphorus and potassium,
may, for example, be applied to the soil, allowing enrichment. However, it is necessary to
evaluate the toxicity and the effects that the application of sewage sludge can be either on
land or in the water masses and the resulting effects on living organisms present in it and /
or depend on it.

In this context, this study aimed to evaluate the toxicity of dewatered sludge produced
in WWTP, with different treatments (e.g. with and without anaerobic digestion). Toxicity
tests were then carried out for three trophic levels of aquatic ecosystem using these
elutriated sludge, analyzing their influence on the bioluminescence of Vibrio fischeri,
Daphnia magna survival and growth of Raphidocelis subcapitata and Lemna minor.

The results obtained showed that all the sludges tested are toxic, under laboratory
conditions, for all the organisms used in the tests. The most sensitive species was the
crustacean Daphnia magna, however the toxicity to this organism decreased dramatically

when the test was performed after incorporation of the sludge in OECD saoil.

Keywords: Sewage Sludge, toxicity, ecotoxicological tests, elutriates, test organisms
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APA - Agéncia Portuguesa do Ambiente

AR - Aguas residuais
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CBOS5 - Caréncia Bioquimica de Oxigénio
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EEA - Da sigla em inglés: European Environment Agency
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1.1. Enquadramento e objetivos da Tese

Ao longo dos ultimos anos o volume de agua residual (AR) tratada no nosso pais tem
aumentado significativamente, verificando-se desta forma uma diminuicdo da sua descarga
no meio hidrico sem qualquer tipo de tratamento. O aumento do niumero de Estacbes de
Tratamento de Aguas Residuais (ETAR) em Portugal permitiu, por um lado, o tratamento
de volumes cada vez maiores de AR mas, por outro lado, teve como principal consequéncia
a producdo de quantidades progressivamente maiores de lamas de depuragdo que
necessitam ser encaminhadas para um destino final adequado.

Relativamente ao destino final das lamas, estas podem ser utlizadas para
valorizacdo agricola (destino preferencial, sem custos relevantes de deposi¢céo);
recuperacgao de solos; florestas; deposicado em aterros sanitarios (opgao que implica custos
elevados de deposicdo e contribui para o esgotamento da capacidade destas
infraestruturas); construgéo civil (fabricas de tijolos); ceramica (incorporacao de 20 % de
lamas); estradas (recuperagdo ou sementeira de taludes); areas verdes;
coincineragdo/cimento (incorporagdo no cimento, valor calorifico para a queima);
incineracao (combustivel, valor calorifico para as incineradoras) e compostagem (Azevedo,
2003).

A aplicacdo das lamas em solos agricolas pode trazer inUmeros beneficios
nomeadamente a reciclagem de nutrientes para as plantas, como azoto e fésforo, sendo
por isso um substituto a utilizacéo de fertilizantes quimicos. As lamas também fornecem
outros macronutrientes, tais como potassio e enxofre, e micronutrientes como cobre e
zinco. Existem também evidéncias cientificas dos seus efeitos benéficos no enriquecimento
dos solos em matéria organica, na melhoria das suas propriedades estruturais e na
retencdo de humidade do solo. Além do seu uso em solos agricolas, as lamas tém sido
utilizadas com sucesso em operacdes de recuperacdo de terras, como por exemplo minas
abandonadas ou aterros fechados (EC, 2008).

A importancia da aplicacdo das lamas nos solos resulta assim dos seus elevados
teores em matéria organica, azoto, fésforo, célcio e outros elementos minerais. Tendo em
conta que a maioria dos nossos solos sdo pobres em matéria organica, a deposi¢do de
lamas permite ultrapassar este problema de forma econdmica, contribuindo,
simultaneamente, para a solucdo de um problema ambiental (Azevedo, 2003).

No entanto, os beneficios para os solos e culturas sé se verificam se a aplicagcéo das
lamas for feita corretamente, respeitando as épocas, técnicas de aplicacdo e quantidades

a depositar e as condicionantes do solo, clima e das culturas agricolas (Pereira, 2004).
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As limitagbes do seu uso na agricultura devem-se essencialmente ao facto de néo
serem totalmente conhecidos os efeitos a curto e longo prazo da sua utilizagdo, ndo s6 ao
nivel dos solos, mas também os efeitos nos seres vivos que nele habitam, assim como
para todos os outros que dele dependem direta ou indiretamente. A sua utilizagdo pode
ainda acarretar problemas ambientais para os ecossistemas aquaticos, tendo em conta
que estas lamas ainda tém na sua constituicdo uma elevada percentagem de agua que,
por fendmenos de escorréncia de lixiviados, pode atingir esses mesmos ecossistemas.

O presente estudo teve como objetivo avaliar se as lamas de depuracao representam
alguma perigosidade para espécies aquaticas, representantes de diferentes niveis tréficos,
uma vez gque a sua incorporacao nos solos ira contribuir para alterar a qualidade da agua
que ira percolar através desta matriz, ou que ir4 escorrer a sua superficie, potencialmente
atingindo recursos de agua doce. Os principais objetivos foram entdo avaliar qual a
toxicidade intrinseca de lamas de ETAR sujeitas a diferentes tratamentos (na ETAR G as
lamas primarias e secundarias sdo sujeitas a digestdo anaerdbia, sendo posteriormente
desidratadas ap0s adicdo de polieletrdlito; na ETAR F, as lamas secundéarias séo
espessadas com adicdo de polielectrélito, seguindo-se a desidratacdo em centrifugas
também com adi¢do de polielectrolito; na ETAR A, as lamas primérias e secundérias
espessadas sdo sujeitas a desidratacdo em filtro de banda com adicao de polielectralito,
sendo posteriormente higienizadas com cal) e avaliar uma situacao real de aplicacdo das
lamas a solos e quais 0s impactos em termos de toxicidade do solo, mais especificamente
da sua capacidade de retencdo. Para tal realizaram-se ensaios ecotoxicol6gicos, com
diversos organismos, utilizando elutriados preparados a partir dessas lamas e de um solo

artificial no qual a lama foi incorporada numa percentagem de 5% da sua massa.
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2.1. Objetivos do tratamento de 4guas residuais

O tratamento de AR tem como principal objetivo a conversdo de materiais
indesejaveis presentes na agua residual em produtos finais oxidados, que podem ser
descarregados com seguranca nos meios recetores, obedecendo a limites e condi¢cbes
legais de descarga, permitindo a manutencéo do bom estado ecoldgico das massas de
agua recetoras.

Desta forma, este processo permite a remoc¢do de substancias causadoras da
caréncia de oxigénio (matéria organica biodegradavel), sélidos em suspensao, nutrientes
(azoto e fésforo) e compostos toxicos, permitindo ainda o controlo da temperatura,

turvacao, cor, pH e odores (Gander, 1999).

2.2. Niveis de tratamento de aguas residuais

As ETARs, tendo em conta que recebem AR com diferentes composicbes e
caracteristicas, tém que adotar as operacdes e processos de tratamento em fungéo do tipo
de AR a tratar.

De acordo com o Decreto-Lei n.° 236/98, de 1 de agosto, as AR podem ser
classificadas em trés tipos:

« Aguas residuais domésticas — as AR de servicos e de instalacbes residenciais,
essencialmente provenientes do metabolismo humano e de atividades domésticas;

« Aguas residuais industriais — as AR provenientes de qualquer tipo de atividade que nédo
possam ser classificadas como AR domésticas;

« Aguas residuais urbanas — as AR domésticas ou a mistura destas com AR industriais
e/ou com aguas pluviais.

O mais comum é verificar-se o tratamento integrado de AR domésticas e industriais,
0 que implica uma adaptacdo do sistema de tratamento as caracteristicas das aguas
afluentes, sobretudo das AR industriais, ja que estas podem ter uma composi¢do muito
variada, de acordo com a tipologia de industria.

As AR podem ser tratadas por dois tipos de tratamentos: Opera¢des Unitarias, que
sdo métodos de tratamento nos quais predominam as forcas fisicas (por exemplo
separacao solido-liquido e separacao liquido-liquido) e Processos Unitarios, métodos de
tratamento nos quais a remocao de contaminantes se consegue por reacdes quimicas ou
biol6gicas (por exemplo neutralizacdo, coagulacdo, floculacdo, oxidacdo quimica

/biol6gica).
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As operagfes e processos unitarios de tratamento agrupam-se usualmente, em
varios niveis de tratamento: pré-tratamento ou tratamento preliminar, tratamento primario,

tratamento secundario e tratamento terciario.

2.2.1. Tratamento Preliminar

O tratamento preliminar consiste num conjunto de operac@es fisicas que permitem
remover da agua residual materiais grosseiros, areias e gorduras, protegendo desta forma
0S equipamentos e processos de tratamento seguintes. Nesta etapa podem ser realizadas
algumas das seguintes operacoes:
a) Gradagem - sistema de grelhas por onde circula a agua residual, que retém os soélidos
de maiores dimensdes (latas, papéis, paus, folhas, etc.). Estes solidos grosseiros
(gradados) sdo armazenados em contentores e posteriormente encaminhados para um
destino final adequado.
b) Tamisacdo — permite a remogdo de sélidos de menores dimensdes através de um
sistema de grelhas de malha mais fina que o processo de gradagem.
c) Desarenamento — o objetivo desta operacao € retirar as areias do efluente. Geralmente
ocorre em equipamentos onde a 4gua residual passa a baixa velocidade, permitindo que
as areias assentem por gravidade, sendo removidas e encaminhadas para um classificador
de areias.
d) Desengorduramento — o seu objetivo é retirar as gorduras e 6leos existentes na agua
residual e pode recorrer a inje¢cdo de um fluxo de ar ascendente no seio do afluente,
levando & acumulag&o de gorduras na superficie. ApGs a sua remogéo, por uma ponte
raspadora, sdo geralmente encaminhadas para um concentrador de gorduras e,

posteriormente, encaminhadas para um destino final adequado (Simoes et al., 2008).

2.2.2. Tratamento Primério

O tratamento primario pode ser realizado por processos fisicos e/ou quimicos e tem
como objetivo a remoc¢ao dos soélidos facilmente sedimentaveis. Pretende-se desta forma
a reducao da caréncia bioquimica de oxigénio (CBO) em cerca de 20% e dos solidos
suspensos totais (SST) em 50%. Pode ocorrer por sedimentacédo/decantacdo ou flotacao.
a) Sedimentacdo/Decantacdo — os solidos em suspensao decantaveis sdo removidos por
acao da gravidade. Ocorre num decantador onde a agua permanece tempo suficiente para
permitir que as particulas suspensas sedimentem no fundo. A agua clarificada passa para
o tratamento secundario e as lamas primarias sao recolhidas para posterior tratamento na
fase solida.
b) Flotagdo — permite remover solidos de dimensdes tdo reduzidas que néo € viavel a sua

separacdo por acdo da gravidade. E realizada a partir da injecdo de um fluxo de ar
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ascendente no interior do tanque, sendo arrastados os solidos, juntamente com as bolhas
de ar, para a superficie, onde séo recolhidos e encaminhados para tratamento na fase
solida (Metcalf e Eddy, 2003).

2.2.3 Tratamento Secundério

O tratamento secundario envolve, geralmente, processos bioldgicos e tem como
finalidade a remocao da matéria orgéanica biodegradavel existente na agua residual e que
nao foi retirada durante o tratamento primario, assim como alguns nutrientes como azoto e
fésforo.

A agua residual é colocada em contacto com um meio “rico” em microrganismos que
vao metabolizar essa matéria organica, retirando-a da fase liquida e incorporando-a na sua
biomassa. Os processos bioldégicos podem ser aerObios (na presenca de oxigénio),
anaerobios (sem oxigénio), andxicos (sem oxigénio dissolvido e na presenca de nitritos
e/ou nitratos) ou processos mistos (Simodes et al., 2008).

O sistema de tratamento mais comum nesta fase é o tratamento por lamas ativadas.
E um processo biolégico de biomassa suspensa que tem por objetivo transformar matéria
solivel em matéria decantavel. O efluente proveniente do tratamento primario é
encaminhado para um tanque de arejamento (com a adicdo de ar ou oxigénio puro), onde
é fornecido o oxigénio necessdrio para que 0s microrganismos metabolizem a matéria
organica. De seguida, estes sdo removidos num decantador secundario, onde ocorre a
separacdo da fase liquida (efluente tratado) da fase sodlida (lamas secundarias). A
concentracdo ideal de microrganismos no tanque de arejamento é garantida através da
recirculacdo das lamas recolhidas no fundo do decantador secundario para o reator
biologico, e da sua remocao para a linha de tratamento solida quando se encontram em

excesso (Weiner, 2003).

2.3.4. Tratamento Terciario

Esta fase de tratamento complementa as etapas anteriores, tendo como objetivo a
remocdo de alguns poluentes que se mantém na agua, mesmo apo0s 0s tratamentos
anteriores. Estes poluentes podem ser particulas dificilmente decantaveis, microrganismos
patogénicos, nutrientes (como azoto e fésforo) ou outros compostos, como herbicidas ou
pesticidas.

A desinfecdo permite a destruicdo/inativacdo parcial dos microrganismos
patogénicos que podera realizar-se pela adicdo de agentes quimicos (por exemplo: 0zono,
cloro, diéxido de cloro e hipoclorito de s6dio) ou por métodos fisicos, por exemplo através
de radiacdo ultravioleta, coagulacéo, floculacdo e decantacdo, adsorcdo em carvao

ativado, troca iénica e osmose inversa (Weiner, 2003).
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As lamas sdo um subproduto inevitdvel do tratamento de AR, provenientes
essencialmente da acumulacdo de solidos em suspensdo na agua residual afluente
(decantacdo primaria), do tratamento bioldgico (tratamento secundario, apds decantacdo)
e no tratamento terciario (homeadamente quando se realiza a remocdo de fésforo por
precipitacdo quimica). Possuem um elevado teor de humidade, matéria orgéanica e
nutrientes (sobretudo azoto, fésforo e potassio), podendo também estar presentes metais
pesados (micropoluentes inorgénicos) e microrganismos patogénicos (Fytili, 2006)

As lamas primarias, quando removidas do decantador, apresentam teores de sélidos
totais na ordem de 1 a 7%, dependendo do tipo de decantador utilizado e do método de
remocdo da lama. Normalmente, sdo sujeitas a um processo de espessamento gravitico,
conseguindo-se valores na ordem de 5 a 10%. (Metcalf e Eddy, 2003)

As lamas bioldgicas ou secundérias, provenientes dos sistemas de lamas ativadas,
apresentam um teor em sélidos totais na ordem dos 0,5 a 1,5%. Para se diminuir o seu
volume, aumentando o teor em so6lidos para a gama dos 3,5 a 5% estas lamas sdo também
sujeitas ao espessamento. Neste caso, devido a baixa quantidade de sélidos, € necessario
recorrer a processos mecanicos ou flotacao por ar dissolvido. (Metcalf e Eddy, 2003)

Quando sao depositadas no solo sem qualquer tratamento, as lamas libertam gases
toxicos e odores intensos, resultado da decomposi¢do anaerdbia da matéria organica, o
gue origina poluicdo atmosférica e riscos para o Homem.

Os metais pesados que podem encontrar-se na constituicdo das lamas (devido a
possivel descarga de AR industriais na rede de drenagem publica de AR) infiltram-se no
solo, provocando a sua contaminagdo e das aguas subterraneas. Os metais pesados tém
um efeito cumulativo e tdxico, pelo que a ingestdo de alimentos produzidos no solo
contaminado e a utilizacdo destas aguas de méa qualidade podem ser letais para o Homem.
Os microrganismos patogénicos proliferam quer no solo, superficialmente ou por infiltracéo,
guer nas aguas subterraneas, pelo que, além das evidentes contaminagfes ambientais,
serdo causa de proliferacdo de doencas. (Azevedo, 2003)

Para que o tratamento e a deposicéo final das lamas de depuracdo sejam 0s mais
adequados é necessario que se conhecam as suas caracteristicas e composicdo, que
dependem essencialmente da origem e quantidade de sélidos e do tipo de processo a que
estiveram sujeitas anteriormente. (Fytili, 2006)

Para se conseguir fazer uma caracterizacdo adequada e melhor escolher o
tratamento a que devem ser sujeitas determinado tipo de lamas séo utilizados alguns

parametros, agrupados em parametros fisicos, quimicos e biolégicos. Os parametros
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fisicos (nomeadamente temperatura, pH e matéria seca) ddo-nos informacdes gerais sobre
processamento e manuseamento das lamas, 0s parametros quimicos permitem a detecéo
da presenca de nutrientes e de compostos toxicos e/ou perigosos e 0s parametros
biol6gicos déo informacdes sobre a atividade microbiana e a presenca de matéria organica
(EEA, 1997).

Um processo tipico de tratamento pode ser resumido da seguinte forma:
- tratamento preliminar (triagem, trituracao);
- espessamento primario (por gravidade ou flotacao);
- estabilizacdo de lamas (digestdo anaerdbia, digestao aerdbia, adicdo de cal);
- espessamento secundario (por gravidade, flotacdo ou mecénico);
- condicionamento (quimico e térmico);
- desidratacgédo (centrifuga ou filtro de banda);
- tratamento final (compostagem, secagem, incineragéo, oxidag&o por via humida, pirolise,
desinfegéo);
- armazenamento;
- transporte;
- destino final (aterro sanitario, agricultura, floresta, recuperacéo de terrenos e/ou minas,

etc.).

3.1. Tipos de tratamento de lamas

Durante o tratamento, as lamas sdo sujeitas a processos fisico-quimicos que
permitem: diminuir o teor em agua, o volume e o0 peso das lamas a tratar; a estabilizacdo
da matéria orgéanica, controlando efeitos ambientais adversos, como odores intensos; a
reducdo de microrganismos patogénicos e ainda a possivel valorizagdo das lamas tratadas
e valorizacdo energética (biogas) (Crites, 1998).

O tratamento de lamas tem entdo como finalidade a obtengéo de um produto com
potencial de valorizagdo, integrando processos de espessamento, estabilizacéo,

condicionamento e desidratacéo.

3.1.1. Espessamento

O espessamento permite a remocdo de parte da fragdo liquida das lamas e,
consequentemente, a diminuicdo do seu volume e aumento da concentracédo de sélidos. A
diminuicdo de volume permite que as fases posteriores de tratamento, condicionamento e

transporte necessitem de menores custos de operacéo (Turovskiy e Mathai, 2006).
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Os processos pelos quais é possivel realizar o espessamento das lamas sé@o o
espessamento gravitico, o espessamento mecanico e a flotagdo por ar dissolvido. A sua
escolha tem em conta as caracteristicas e a quantidade de lamas a tratar.

O espessamento gravitico é geralmente utilizado em lamas com elevada
concentracdo de sélidos, como é o caso das lamas primarias. Neste processo os soélidos
acumulam-se no fundo, formando-se lamas com cerca de 5% de solidos. O sobrenadante
retorna a linha de tratamento da fase liquida (Metcalf e Eddy, 2003).

No espessamento por flotacdo por ar dissolvido, indicado para lamas biolégicas,
menos densas, a separac¢ao dos sélidos da fase liquida faz-se através da injecdo de bolhas
de ar. As bolhas, por adsor¢éo, elevam as particulas soélidas a superficie, sendo recolhidas
por uma ponte raspadora. O subnadante retorna a linha de tratamento da fase liquida.
Como se trata de um tratamento com elevado consumo energético, geralmente é mais
utilizado em ETARs de grandes dimensdes.

Em estacdes de tratamento de pequenas dimensdes efetua-se a mistura de lamas e
0 espessamento conjunto por espessadores graviticos.

O espessamento mecanico pode ocorrer em mesas de espessamento ou em
tambores rotativos. Em ambos casos é utilizado o condicionamento quimico pela adicao
de polimeros orgéanicos (por exemplo polielectrélitos) ou, menos comum, reagentes
catiénicos (como cloreto de aluminio, cloreto férrico ou cal) que favorecem a formacao de
flocos de maiores dimensdes, aumentando o rendimento do processo. Nas mesas de
espessamento a separacao fisica dos solidos da fracao liquida é feita através de uma tela
filtrante (Turovskiy e Mathai, 2006).

3.1.2. Estabilizacao

A estabilizagdo tem como principais objetivos a reducdo ou inativagdo do potencial
de putrefacdo das lamas, a remoc¢do de microrganismos patogénicos e a eliminacdo de
odores. Com este tratamento produzem-se lamas cuja fermentacdo esta concluida ou
bloqueada durante o periodo compreendido entre a saida das lamas da instalacdo de
tratamento e a sua deposigdo nos solos agricolas ou noutro destino final. Pode ser
realizada por via quimica, fisica ou biolégica (em condi¢cdes aerdbias ou anaerébias)
(Weiner, 2003).

a) Estabilizac&o por via quimica, por adi¢cdo de reagentes a lama, normalmente cal viva,
permite, devido a alcalinidade que transmite, inativar temporariamente 0s microrganismos
existentes nas lamas, evitando fenémenos de decomposi¢cao e consequente libertacao de
maus odores, conseguindo-se desta forma a higienizacdo da lama. Este processo tem

algumas desvantagens, nomeadamente os elevados custos de exploracdo, associados ao
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uso de reagentes e ao transporte e destino final das lamas, tendo em conta o aumento do

seu peso com a adicdo do reagente (Weiner, 2003).

b) Estabilizacdo por via fisica processa-se normalmente por secagem térmica e verifica-
se a reducao do teor de humidade das lamas por adi¢cao de calor (através da evaporacao
da agua), até um teor desejado que pode chegar aos 90%. Obtém-se assim um produto
quase solido com cerca de 75 a 95% de matéria seca, de textura geralmente granular,
adequado a vérios destinos finais. Permite ainda estabilizar e higienizar as lamas, facilitar
a sua valorizacdo organica ou a sua incineracdo, bem como reduzir os custos associados
(Metcalf e Eddy, 2003).

c) Estabilizagé@o bioldgica pode ser realizada por via aerébia ou anaerobia.

A estabilizag&do por via aerobia realiza-se por arejamento prolongado com o intuito
de criar condi¢cOes favoraveis ao desenvolvimento e atuacado de microrganismos aerobios
gue decompdem a fragdo facilmente biodegradavel da matéria organica.

Uma outra forma de tratamento aerdbio é a compostagem. A compostagem de
lamas permite transformar as lamas num produto de valor agronémico. Os compostos
organicos constituintes das lamas decompdem-se biologicamente, em condi¢des aerdbias
controladas, obtendo-se um composto que € um excelente fertilizante e que é capaz de
melhorar e enriquecer as propriedades fisico-quimicas e biolégicas dos solos, sem grandes
impactes ambientais negativos (Turovskiy e Mathai, 2006).

Na estabilizacdo por via anaerébia, ou digestdo anaerdbia, utilizada principalmente
em estacdes de média e grande dimensdo, a decomposicao da fracdo facilmente
biodegradavel da matéria organica contida nas lamas realiza-se em digestores na auséncia
de oxigénio. Durante este processo ocorre a producdo de metano, que pode ser utilizado
para a producao de energia.

O teor de matéria organica podera reduzir-se de 35% ou 50% durante o tratamento
aerdbio e anaerdbio, respetivamente (Metcalf e Eddy, 2003).

A digestdo anaerObia das lamas é um processo bioquimico de degradacao da
matéria organica, na auséncia de oxigénio, através de microrganismos anaerobios. E um
processo que ocorre naturalmente, quando as condi¢cbes envolventes o favorecem e
apresenta como um dos principais produtos o metano, gas com elevado potencial
energético (Weiner, 2003).

Segundo Henze et al. (2008), o processo de degradacéo ocorre por agdo combinada
de diferentes populac6es microbianas, anaerdbias facultativas ou anaerébias obrigatérias,

em quatro fases principais, que se encontram representadas na figura 1.
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Figura 1 - Esquema do processo de digestédo anaerébia e bactérias envolvidas: fermentativas (a), sintréficas (b),
homoacetanogénicas (c), metanogénicas hidrogenofilicas e metanogénicas acetoclasticas (e).
(Retirado de Leonardo, 2012, adaptado de Henze et al.., 2008)

Segue-se uma breve descricdo de cada uma das fases da digestéo anaerdbia (Henze
et al., 2008).

Primeira fase — Hidrélise

Nesta fase inicial ocorre a conversdao dos biopolimeros (proteinas, hidratos de
carbono e lipidos) nos seus mondmeros (aminoacidos, agucares e &cidos gordos de cadeia
longa, respetivamente), por acdo de enzimas extracelulares, excretadas por bactérias
fermentativas hidroliticas. Desta forma, a matéria organica, que se encontra agora numa
forma menos complexa, pode assim ser degradada pelos microrganismos presentes no
processo.

Segunda fase — Acidogénese

As substancias resultantes da etapa anterior sdo agora metabolizadas no interior das
células bacterianas fermentativas, sendo convertidas em diversos compostos
intermediarios mais simples (acidos gordos volateis, di6xido de carbono e hidrogénio). As
bactérias responsaveis por esta fase denominam-se fermentativas acidogénicas, que, na
sua maioria, sao estritamente anaerdbias. Existe uma pequena percentagem, cerca de 1%,
gue sao anaerobias facultativas, podendo degradar o substrato organico por via oxidativa.

A existéncia destas bactérias facultativas em meio anaerdbio é particularmente importante
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uma vez que estas poderdo proteger as restantes da eventual presenca de oxigénio que
possa ocorrer N0 processo.

Terceira fase — Acetogénese

Nesta fase verifica-se a decomposicao dos produtos da acidogénese em &acido
acético, dioxido de carbono e hidrogénio por acdo das bactérias homoacetogénicas e das
bactérias sintréficas (também denominadas produtoras obrigatérias de hidrogénio).
Quarta fase — Metanogénese

As bactérias metanogénicas anaerdbias sdo as responsaveis pela fase final do
processo de digestdo anaerdbia. Nesta fase o metanol, o acido acético, o hidrogénio e o

diéxido de carbono sdo convertidos em metano e diéxido de carbono.

O biogas produzido nestes sistemas tem, como ja foi referido, um potencial
energético muito elevado, permitindo a valorizacdo energética das lamas. Esta é a principal
vantagem deste processo em relagdo as restantes alternativas de tratamento biologico das
lamas geradas em ETAR. Com a producao de energia a partir do biogas é possivel diminuir
a fatura energética das estagfes de tratamento e reduzir a emissdo de gases com efeito
de estufa, com a substituicdo da energia proveniente de combustiveis fosseis (Sousa,
2005).

Os principais fatores ambientais no processo de digestdo anaerGbica que é
necessario controlar, sdo o tempo de retencao de sélidos, o tempo de retencéo hidraulico,
a temperatura, a alcalinidade, o pH, a presenca de substancias inibidoras (materiais

téxicos) e a biodisponibilidade de nutrientes e metais (Turovskiy e Mathai, 2006).

3.1.3. Condicionamento

O condicionamento de lamas permite otimizar a eficacia da etapa de desidratacéo,
melhorando a separacéo soélido-liquido e pode ser realizado essencialmente por processos
térmicos ou quimicos.

O condicionamento térmico permite, além do condicionamento, a estabilizacdo das
lamas. Através do calor, os sdlidos coagulam, aumentando o peso volimico e reduzindo a
afinidade com a 4gua, resultando uma lama esterilizada, praticamente sem cheiro e
facilmente desidratada sem adicdo de reagentes.

O condicionamento quimico efetua-se pela adicdo de reagentes inorganicos (por
exemplo cloreto férrico e a cal) ou polimeros organicos cationicos (por exemplo o
polieletrélito) (Metcalf e Eddy, 2003).
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3.1.4. Desidratacao

A desidratacdo permite reduzir o teor de humidade (obtém-se teores em solidos na
ordem dos 15 a 35%, dependendo do tipo de tratamento a que foram sujeitas
anteriormente), facilitando o seu armazenamento e transporte.

Pode ser efetuada com equipamentos mecanicos (filtros de vacuo, filtros de banda,
filtros prensa ou centrifugas), ou naturalmente por evaporacado ou percolacdo em leitos e

lagoas de secagem (Metcalf e Eddy, 2003).

Posteriormente ao seu tratamento, as lamas sdo normalmente armazenadas em silos

ou contentores, onde permanecem até serem transportadas ao seu destino final.

3.2. Enquadramento Legal

O primeiro passo para a regulamentacdo da deposicao final das lamas em solos
agricolas foi dado pela Diretiva Europeia 86/278/EEC de 12 de junho, transposta para a
lei portuguesa no Decreto-Lei n.° 276/2009, de 2 de outubro.

A principal exigéncia da Diretiva é que apenas as lamas que tenham sido sujeitas a
tratamento (quimico, térmico ou biol6gico, armazenamento a longo prazo ou qualquer outro
método adequado, de modo a reduzir significativamente o seu poder de fermentagéo e os
perigos para a salilde associados ao seu uso) podem ser depositadas em solos agricolas.

Este decreto visa “garantir que a aplicacdo de lamas néo prejudica a qualidade do
ambiente, em especial das aguas e dos solos, e ndo constitui um risco para a saude
publica”. Fixa ainda que apenas é permitida a utilizagdo, em solos agricolas, de lamas que
cumpram os valores limite de concentracdo relativos a metais pesados (cadmio, cobre,
niquel, chumbo, zinco, mercario e crémio), compostos organicos e dioxinas (alquilo
benzenossulfonatos lineares, nonilfenois e nonilfenois etoxilados, hidrocarbonetos
policiclicos aroméaticos, compostos bifenilos policlorados, policlorodibenzodioxinas e
furanos) e microrganismos patogénicos (Escherichia coli e Salmonella spp), constantes no
mesmo, e que devem ser tidas em consideracéo algumas condicionantes, nomeadamente
as quantidades de metais pesados e nutrientes que podem, anualmente, ser introduzidos
nos solos pela deposicéo das lamas de depuracao.

Segundo este decreto, € ainda obrigatoria a realizacdo de andlises as lamas e aos
solos para determinar parametros agrondmicos (matéria seca; matéria organica; pH; azoto
total; azoto nitrico e amoniacal; fésforo total; potassio total; magnésio total e calcio total) e
detetar metais pesados e microrganismos patogénicos, com uma frequéncia regular,

variavel consoante a producdo e utilizagdo anual de lamas.
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De acordo com esta nova legislagdo, destaca-se também a necessidade da
existéncia de um plano de gestdo de lamas que deverd acompanhar o licenciamento da
sua utilizacéo agricola. Este plano iré identificar, entre outros aspetos, as exploragdes onde
se prevé realizar as aplicagbes das lamas bem como o seu planeamento anual. Além da
vantagem referida, este modelo de licenciamento permite assegurar e prevenir
antecipadamente situacdes de deposi¢cao incompativeis com os objetivos de salvaguarda

do ambiente e salde publica.

3.3. Toxicidade de Lamas

Apesar do conhecido beneficio que as lamas de depuracgdo, ricas em nutrientes e
matéria organica, tém para o solo, estas também contém contaminantes tais como metais
pesados, compostos organicos e agentes patogénicos que podem ser toxicos para 0s
organismos e para o ser humano.

Quando as lamas séo aplicadas nos solos, estes compostos potencialmente téxicos
tendem a acumular-se na camada cultivada do solo. Com aplica¢des sucessivas de lamas
estes elementos podem, teoricamente, acumular-se até atingir concentragdes toxicas que
podem afetar de forma adversa o crescimento e a qualidade das culturas, a fertilidade do
solo e a cadeia alimentar (Smith, 2008).

A lista de potenciais contaminantes organicos que foram detetados nas lamas inclui:
produtos de combustdo incompleta (hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, bifenilos
policlorados e as dioxinas), solventes (por exemplo, parafinas cloradas), retardadores de
chama, plastificantes (por exemplo ftalatos), produtos quimicos agricolas (por exemplo,
pesticidas), residuos de detergentes, medicamentos e produtos para cuidados pessoais
(por exemplo, antibiéticos, hormonas enddgenas e sintéticas, triclosan) (Farré, 2003;
Smith, 2008)

A ingestado de plantas de culturas e de gado que consumiu pastagens de terrenos
onde foram aplicadas lamas de depuracdo, para fins de fertilizacdo dos solos, é uma
potencial via de exposicdo para seres humanos. Estes compostos incluem compostos
volateis que sao rapidamente perdidos para a atmosfera a partir de lamas e dos solos
tratados com lamas; compostos com pouca persisténcia, que sdo mineralizados por
microrganismos; e compostos persistentes que sédo fortemente absorvidos pelas lamas e
pela matriz organica do solo. Os compostos com alguma solubilidade em agua tém um
maior potencial para absorcéo pelas plantas, mas também sdo mais suscetiveis a rapida

degradacéo ou s&o perdidos por volatilizacéo ou lixiviagdo (Smith, 2008).
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Medicamentos e produtos para cuidados pessoais tém sido cada vez mais detetados
em AR, sendo previsivel que estes compostos também estejam presentes nas lamas e
consequentemente podem estar a ser depositados e acumulados nos solos aquando da
aplicacdo das lamas. Tornam-se assim cada vez mais importantes os estudos de anélise
pormenorizada & composicao das lamas, assim como a eficiéncia do tratamento, antes da
sua utilizagdo como fertilizante natural.

Outro grupo emergente de potenciais contaminantes sobre o qual ainda pouco se
sabe em termos de destino e comportamento nos processos de AR sdo as nanoparticulas.
Estes compostos estdo a ser cada vez mais utilizados numa imensa variedade de
tecnologias e processos industriais, sendo também necessario avaliar os seus efeitos a
longo e curto prazo assim como 0 seu comportamento. (EC, 2008)

As lamas produzidas a partir do tratamento de AR contém ainda uma ampla gama
de organismos patogénicos, incluindo virus, bactérias, protozoarios e helmintes. Os
humanos, animais e plantas estdo expostos ao risco de contato com estes organismos
através da descarga de agua residual nos cursos de agua e em aguas balneares e através
da aplicacdo das lamas de depuracao em terrenos agricolas. Destas situacdes apenas a
descarga de AR para as aguas balneares ou para cursos de agua considerados pontos
criticos estéo sujeitas a controlos microbianos especificos. (EC, 2008)

Por forma a evitar que estes organismos se mantenham nas lamas de depuracéo é
necessério que as fases de tratamento destas lamas sejam realmente eficazes e
efetuadas. S6 uma boa higienizacdo das mesmas permite a inativacdo ou eliminacéao
destes organismos.

Ainda que as analises quimicas para a detecdo e quantificacdo de contaminantes
passiveis de serem encontrados nas lamas de depuragcdo sejam obrigatérias, estas nao
determinam quais os potenciais efeitos ecotoxicoldégicos dessas mesmas substancias
(mesmo dentro dos valores limite), ou da mistura toxica que pode representar a lama, nos
solos, nas aguas subterrdneas e nos organismos ai presentes. Para tal, torna-se cada vez
mais necessario a realizacdo de ensaios de toxicidade, com organismos vivos, que
permitam determinar quais as implicagbes ambientais da deposicdo de lamas de
depuracao nos solos.

Alguns trabalhos de investigacdo tém sido realizados neste sentido.

Rastetter e Gerhardt (2015) efetuaram uma investigacdo com o objetivo de detetar
0s potenciais efeitos toxicos das lamas de depuracdo através de ensaios que testaram o
evitamento com oligoquetas Eisenia fetida, a mortalidade do camardo de agua doce
Gammarus e a inibicdo do crescimento da planta aquatica Lemna minor. Os resultados
obtidos demonstraram que as lamas sao toxicas em niveis de concentragao elevados, em

condicbes laboratoriais. No entanto, referem ainda que essa toxicidade pode nado se
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verificar quando a aplicacdo é realizada em solos agricolas, sugerindo a realizagéo futura
de estudos de campo.

Roig et al. publicaram, em 2012, um estudo de campo que teve o objetivo analisar a
utilizacdo sistematica e periodica, durante 16 anos, de lamas digeridas anaerobiamente
como fertilizante agricola, avaliando os efeitos sobre algumas propriedades do solo,
nomeadamente fisico-quimicas, funcionais e ecotoxicolégicas. Os resultados obtidos
demostraram que a aplicacdo de lamas melhora as propriedades do solo de forma
proporcional a concentracdo e/ou frequéncia de utilizacdo, verificando-se o0 aumento do
teor de matéria organica e de azoto no solo, o incremento da atividade microbiana e a
melhoria dos processos de carbono e mineralizacdo do azoto e de algumas funcdes
enzimaticas. Foi, no entanto, determinada uma concentracdo maxima (40 Mg ha™ ano™)
a partir do qual o solo néo revelava melhorias, podendo até piorar. Relativamente aos riscos
ambientais, embora o teste de bioluminescéncia com bactérias nao tenha mostrado
nenhuma toxicidade em extratos de solo, os potenciais efeitos adversos, tais como
acumulacgédo de alguns elementos potencialmente toxicos, fitotoxicidade e a probabilidade
de poluicdo das aguas subterrdneas com nitratos ou matéria organica dissolvida devem
ser tidos em conta. Sugerem por isso o reforgo de estudos complementares de avaliacdo
de parametros de funcionamento do solo e efeitos ecotoxicoldégicos em conjunto com a
andlise do teor de poluentes, pois garantem uma avaliacao mais realista dos efeitos a longo
prazo de solos tratados com lamas de depuracao.

Huguier e os seus colaboradores realizaram, em 2015, um estudo com o objetivo de
elaborar um esquema de avaliagdo ecotoxicoldgica de residuos organicos antes da sua
distribuicdo em solos agricolas. Para tal, utilizaram nove amostras de residuos organicos
(entre os quais se encontravam lamas de ETAR sujeitas a diferentes tratamentos),
avaliando-os através de testes diretos (minhocas e plantas) e indiretos (bactérias, algas,
crustaceos, rotiferos e nematodes), submetendo depois os resultados a uma analise
multivariada para determinar quais 0s ensaios mais relevantes. As lamas analisadas foram
previamente aplicadas num solo OCDE e s6 depois foram testadas. A partir dos resultados
obtidos, concluiram que os organismos terrestres (principalmente plantas e minhocas),
através de uma abordagem direta, foram 0s mais sensiveis e relevantes para avaliar o
perigo de residuos orgéanicos utilizados na agricultura em comparagdo com os bioensaios
aquéticos através de uma abordagem indireta.

Tém sido também realizados estudos de avaliagdo dos impactos sobre a saude
humana da utilizacéo de lamas de depuracéo na agricultura, ndo tendo sido encontrados
efeitos que aparentemente estivessem diretamente relacionados com esta acdo. Smith
(2008) fez uma revisao sobre as implicacdes para a sallde humana e o meio ambiente da

reciclagem de lamas em solos agricolas. A conclusédo geral desta revisao foi que, se a
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aplicagcédo de lamas for feita dentro das diretrizes e controles atuais previstos na legislacao
europeia, podemos considerar esta pratica segura e sustentavel. As evidéncias cientificas
indicam que a saude humana, o ambiente, a qualidade do solo e afertilidade sao protegidos
pelo atual regime de controlo utilizado para regular a reciclagem agricola na Europa. Além
disso, refere ainda que a qualidade quimica das lamas est4 a melhorar continuamente e
isso reforca ainda mais apoio que deve ser dado ao uso de lamas em solos agricolas como
principal destino para este produto de tratamento de aguas residuais urbanas. Apesar
destes resultados, Smith sugeriu estudos mais aprofundados e controlos de precaucdo
rigorosos tendo em conta a ampla gama de potenciais contaminantes organicos, incluindo
medicamentos, antibioticos, substancias metabolicamente ativas, substancias industriais e
de consumo, e por agentes microbianos patogénicos, de forma a serem reduzidos os riscos
encontrados em algumas avaliagdes.

A nivel ambiental, os principais riscos sdo a lixiviagdo de nutrientes, os impactos
sobre a biodiversidade do solo e a emissdo de gases de efeito estufa, nomeadamente
metano e oxido nitrico.

Em termos de preocupaces publicas, os odores libertados sao a principal questédo
gue leva a oposicdo da utilizacdo de lamas de depuracdo em terrenos, quer devido ao
proprio odor ou pela percecdo publica de que podem estar presentes substancias
prejudiciais a saude.

Como ja foi referido anteriormente, as lamas de depuracao sdo ricas em nutrientes,
nomeadamente fosforo, um nutriente essencial para o crescimento das plantas, que nao
pode ser produzido sinteticamente nem substituido por outras substancias. As lamas,
sendo uma importante reserva deste nutriente, podem ser utilizadas como fertilizante
alternativo na agricultura. No entanto, e tendo em conta que estas lamas também podem
conter substancias poluentes, como polimeros, metais pesados e poluentes organicos,
torna-se necessario a realizagdo de andlises e ensaios ecotoxicoldgicos a fim de garantir

0 seu uso inofensivo. (Rastetter, 2014).
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O termo Ecotoxicologia foi utilizado pela primeira vez por Truhaut em 1969. Truhaut
definiu ecotoxicologia como “o ramo da Toxicologia que se preocupa com o estudo dos
efeitos toxicos, causados por poluentes naturais ou sintéticos, nos constituintes dos
ecossistemas animais (incluindo o Homem), vegetais e microbianos, num contexto
integrado” (Apambiente - http://apambiente.pt/_zdata/LRA/Ecotoxicologia.pdf).

Atualmente, Ecotoxicologia define-se como a ciéncia que estuda a distribuicéo, o
comportamento e os efeitos dos contaminantes no ambiente e 0s seus impactos nos
organismos (ao nivel do individuo, populagdo ou comunidade) e na sua inter-relacdo com
o0 ambiente (Hodgson, 2004).

A ecotoxicologia pressupde o uso de testes de toxicidade com organismos Vivos,
também chamados bioensaios. Estes testes permitem determinar o grau ou o efeito
biol6gico de diferentes concentracdes de uma substancia ou de uma amostra-teste num
organismo-teste, sendo um complemento as andlises fisico-quimicas.

A principal vantagem das andlises ecotoxicologicas em relagdo as andlises quimicas
€ que permitem detetar a toxicidade de uma determinada amostra como um todo, avaliando
os efeitos combinados dos diferentes constituintes da amostra, enquanto a analise quimica
permite apenas quantificar as substancias isoladas presentes nessa mesma amostra,
sendo que se a concentracdo de uma substancia ultrapassa os valores permitidos é
considerada como toxica.

Este facto revela-se de extrema importancia quando se avalia uma lama de
depuragédo tendo em conta que esta apresenta uma elevada complexidade, e o efeito global
pode ndo corresponder & adicdo dos efeitos dos diversos constituintes presentes, além
disso, ndo considera os efeitos combinados dos diferentes componentes sobre os
organismos.

Os ensaios ecotoxicoldgicos apresentam algumas vantagens, tais como: fornecem
uma estimativa dos efeitos letais e sub-letais; medem a toxicidade quando o agente tdxico
ndo é identificado quimicamente; podem fornecer um sinal de alarme ou prever os
potenciais danos ambientais; contabilizam os efeitos das misturas téxicas podendo uma
amostra quimicamente complexa ser avaliada genericamente como um Unico poluente; 0s
resultados destes testes sdo mais facilmente compreendidos e aceites pelos industriais e
publico, em geral (Apambiente - http://apambiente.pt/_zdata/LRA/Ecotoxicologia.pdf).

Podemos, no entanto, considerar que os bioensaios que utilizam uma s6 espécie de
organismos sao uma representacdo pouco real de um ecossistema, tendo em conta que

ndo podemos extrapolar os resultados para todo o ecossistema pois cada espécie
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apresenta sensibilidades diferentes para um mesmo téxico. E por isso recomendavel que
se realize uma bateria de testes, com organismos de diferentes niveis tréficos, e que
apresentam assim uma vasta gama de sensibilidades a nossa amostra (Costa et al., 2008).

Os ensaios ecotoxicologicos podem ser agudos ou cronicos, tendo em conta o tempo
de exposicao do organismo-teste a amostra testada. Os testes de toxicidade aguda
ocorrem num curto periodo de tempo apés a administracdo de uma Unica dose da
substancia testada ou apés multiplas dosagens administradas até 24 horas. Os efeitos
agudos tendem a manifestar-se rapidamente e podem ser reversiveis. Nos testes de
toxicidade crénica efetua-se uma exposi¢do de longo prazo a um toxico e descreve 0s
efeitos adversos resultantes de uma exposicéo continua ou intermitente durante o tempo
de vida do organismo. Os efeitos crdnicos manifestam-se apods periodos de tempo
geralmente maiores e sdo frequentemente irreversiveis. Os efeitos associados a este tipo
de toxicidade sé@o geralmente sub-letais e incluem disfungdes reprodutivas, imunitarias,
enddcrinas e de desenvolvimento. Contudo, a exposigéo cronica pode também resultar na
mortalidade direta (Salgueiro, 2012).

4.1. Organismos utilizados nos Ensaios Ecotoxicologicos

Para a realizagdo dos ensaios ecotoxicolégicos séo utilizados organismos padréo,
representativos dos diferentes niveis tréficos, como por exemplo bactérias, algas
(representantes do fitoplancton), microcrustaceos (representantes do zooplancton), peixes
(representantes da ictiofauna) e plantas, pois apresentam diferentes sensibilidades para
um mesmo composto toxico, pelo facto de as vias de exposi¢do serem diferentes e os
mecanismos de acao dos téxicos também poderem diferir em funcéo de diferencas entre
espécies nas vias metabdlicas.

Segundo Costa et al. (2008) os organismos escolhidos para a realizacdo dos ensaios
devem apresentar determinadas caracteristicas que os tornam um bom organismo-teste:
sensibilidade constante e elevada aos contaminantes, elevada disponibilidade e
abundancia, uniformidade e estabilidade genética nas populacdes, representatividade do
seu nivel trofico, significado ambiental em relacdo a area de estudo, ampla distribuicéo e
importancia comercial, facilidade de cultivo e de adaptacédo as condicdes de laboratdrio,
Além disso, devem ser utilizadas espécies cuja fisiologia, genética e comportamento sejam
bem conhecidos, o que pode facilitar a interpretacdo dos resultados.

Para estes organismos foram elaborados protocolos padronizados de ensaios que
facilitam a comparacao de resultados e permitem a reproducéo dos testes em qualquer

laboratério.
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Neste estudo foram utilizados diversos organismos pertencentes a diversos niveis
troficos: Vibrio fischeri (bactéria), Daphnia magna (microcrustaceo), Raphidocelis
subcapitata (microalga) e Lemna minor (planta superior).

Vibrio fischeri

Vibrio fischeri sdo bactérias ndo-patogénicas, marinhas, luminescentes que séo
sensiveis a uma vasta gama de substancias tdxicas. Os organismos séo fornecidos para
utilizacdo num estado liofilizado, que permite manter a sua sensibilidade e estabilidade. A
interrupcao do processo respiratério, por exposicdo a um téxico, afeta a via metabdlica que
converte a energia quimica, através de um sistema de transferéncia de eletrdes, em luz
visivel (Bond, 2005).

Um dos testes realizados com esta bactéria € o ensaio Microtox® e o efeito sub-letal
avaliado é a inibi¢céo da bioluminescéncia. O metabolismo de Vibrio fischeri € entdo afetado
por baixas concentracGes de substancias téxicas, verificando-se variacdes na intensidade
da luz emitida. Quanto mais elevada for a toxicidade, maior é o grau de inibicdo da
luminescéncia.

O ensaio é rapido, bastante simples de realizar, usa pequenos volumes de amostra

e é relativamente barato (Costa et al., 2008).

Daphnia magna

Daphnia magna € um microcrustdceo de agua doce, pertencente a ordem
Cladocera, vulgarmente denominada de “pulga-de-agua”. S&o organismos herbivoros
filtradores, o que significa que estdo em contacto préximo com o ambiente aquatico.

Sdo bastante utilizados em ensaios de toxicidade pois apresentam uma ampla
distribuicdo geogréfica; sédo importantes em muitas cadeias alimentares, sendo uma fonte
significativa de alimento para peixes; possuem um ciclo de vida relativamente curto;
reproduzem-se assexuadamente, por partenogénese, reduzindo a variabilidade genética;
tém um grande numero de individuos por ninhada; sédo facilmente cultivados em

laboratério; sdo sensiveis a varios contaminantes do ambiente aquatico (Shaw et al., 2008).

Raphidocelis subcapitata

Raphidocelis subcapitata € uma microalga verde unicelular, de agua doce,
pertencente a ordem Chlorococcales.

As algas sdo um importante indicador biolégico pois, como produtores primarios,
situam-se na base da cadeia alimentar e qualquer alteracdo na dindmica das suas
comunidades pode afetar os niveis troficos superiores do ecossistema. Apresentam grande

sensibilidade as altera¢des ocorridas no meio ambiente e o seu ciclo de vida relativamente
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curto possibilita a observacao de efeitos toxicos ao longo de varias geracdes (Costa et al.
2008; Lewis, 1995).

Lemna minor

Lemna minor, mais conhecida por lentilha-de-agua, é uma planta superior, flutuante,
de &gua doce, pertencente ao grupo das Angiospérmicas, sendo frequentemente usada
COmo uma espécie representativa para todas as outras plantas vasculares.

E utilizada em ensaios ecotoxicoldgicos pois tem a capacidade de acumular
seletivamente determinadas substancias quimicas, € facil de manipular em laboratério
devido ao seu reduzido tamanho, tem uma rapida propagacdo vegetativa (tempo de
duplicacdo de 1 - 4 dias) e tem a capacidade de crescer em ambientes com pH entre 5 e
9. (Lewis, 1995)
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As amostras de lamas desidratadas utilizadas neste estudo foram recolhidas em trés
ETARSs, todas elas pertencentes & empresa Aguas do Norte, local onde decorreu o Estagio
Curricular efetuado durante o presente ano letivo e que permitiu a oportunidade de
realizacao deste estudo.

A selecdo destas ETARSs teve como principal fator de escolha o facto de realizarem
tratamentos distintos de lamas. Na ETAR G, lamas mistas, formadas por lamas primarias
e secundarias espessadas, sao sujeitas a digestdo anaerdbia, seguindo-se a desidratacao
das lamas digeridas em centrifugas, com adicdo de polieletrolito. Na ETAR F, sem
decantacao primaria, as lamas secundarias sao espessadas com adi¢do de polielectralito,
seguindo-se a desidratacdo em centrifugas também com adicdo de polielectrélito. Na
ETAR A, as lamas primarias e secundarias misturam-se num tanque de lamas mistas e
depois de serem espessadas sao sujeitas a desidratacdo em filtro de banda com adicéo
de polielectrdlito, sendo posteriormente higienizadas com cal antes de prosseguirem para
0 seu destino final.

Seguidamente seré feita uma breve descricdo do processo de tratamento (da linha
liquida e da linha s6lida) de cada uma das ETAR.

1.1. ETAR G

Esta ETAR esta dimensionada para uma populacéo de 300 000 habitantes, sendo a
linha de tratamento principal constituida pela fase liquida e pelo tratamento de lamas,

verificando-se também o tratamento de odores e o reaproveitamento da agua tratada.

1.1.1 Tratamento da Fase Liquida

As AR sdo recolhidas por dois coletores que, depois de misturadas, séo
encaminhadas para a obra de entrada, onde se realiza o pré-tratamento. Aqui ocorre a
gradagem, sendo removidos os solidos de maiores dimensfes (gradados). Segue-se 0
tratamento primario, composto pelo desarenamento, desengorduramento e pela
decantacdo priméria. Estas trés operacdes ocorrem num Unico 6rgdo compacto
denominado por Sedipac 3D. Apds a decantacao priméria o afluente é recolhido na parte
superior do decantador e enviado para os reatores biolégicos onde ocorre o tratamento
secundario. As lamas primarias produzidas sdo encaminhas para a linha de tratamento de

lamas.
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O tratamento secundério é realizado em duas fases, a primeira ocorre nos reatores
biol6gicos e a segunda nos decantadores secundarios. Nos reatores bioldgicos ha um
fornecimento constante de matéria organica e oxigénio a uma comunidade de
microrganismos que, através do seu metabolismo, transformam essa matéria organica em
nova biomassa microbiana, CO,, H.O e minerais. Na decanta¢do secundéaria ocorre uma
clarificagédo do efluente resultante do tratamento bioldgico, através de fendmenos fisicos
de decantacdo/sedimentacdo. As lamas sedimentadas podem ser enviadas para o canal
de recirculagao, voltando aos reatores bioldégicos aquando da sua necessidade de aumento

da biomassa ou enviadas para o tratamento de lamas quando se encontram em excesso.

1.1.2. Tratamento da Fase Sélida (Tratamento de lamas)

O tratamento de lamas esta dividido em quatro fases: espessamento, flotacéo,
digestdo anaerobia e desidratacao.

As lamas primérias, resultantes do tratamento primario, sdo enviadas através de
elevacdo para o espessador gravitico onde sdo espessadas. ApGs 0 espessamento por
gravidade, estas lamas s&o recolhidas no fundo do espessador e o sobrenadante é
recolhido na superficie. As lamas bioldégicas em excesso provenientes do tratamento
secundario sdo encaminhadas para o flotador. Neste caso as lamas ficam a superficie e o
subnadante é recolhido no fundo. Depois de espessadas e flotadas estas lamas sao
misturadas num tanque, dando origem as lamas mistas que séo posteriormente enviadas
para dois digestores anaerébios. Nos digestores ocorre um processo de mineralizagdo da
matéria organica na auséncia de oxigénio.

Depois deste processo, as lamas digeridas sdo misturas com um polielectrélito que
tem a fungéo de facilitar o processo de desidratacdo, promovendo a agregacgéo da fracdo
sblida das lamas. Apds esta mistura, as lamas sdo enviadas para duas centrifugas
produzindo-se assim as lamas desidratadas.

No final deste processo, as lamas formadas séo temporariamente armazenadas em
contentores até serem recolhidas por uma empresa externa que as envia para

compostagem, dando origem a um composto que é utilizado como fertilizante agricola.
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FCcuP [MPORTO

FACULDADE DE CIENCIAS

Avaliacéo da Toxicidade de Lamas produzidas em ETAR FC UNIVERSIDADE O PORTO

1.2. ETARF
A ETAR F estd dimensionada para uma populacdo de 80000 habitantes. O

tratamento é dividido em duas fases: fase liquida (tratamento da agua residual) e fase

sélida (tratamento de lamas).

1.2.1 Tratamento da Fase Liquida

A 4gua residual chega a estacdo de tratamento por gravidade, sendo depois
encaminhada para a fase de pré-tratamento. Esta fase tem como objetivo proteger o
funcionamento das estruturas e equipamentos subsequentes através da remoc¢do de
sélidos grosseiros e finos, como plasticos, madeiras, tecidos, areias e gorduras.

Segue-se o0 tratamento secundério para remo¢do da matéria organica e nutrientes
existentes no afluente. Os reatores biolégicos sdo do tipo vala de oxidagdo e permitem que
o afluente percorra duas zonas distintas, uma zona aerdbica e uma zona andxica,
conseguindo-se desta forma um maior rendimento na remog&do de matéria organica e
nutrientes. O excesso de biomassa formada no processo de tratamento € removido na
decantacdo secundéria, através de fenomenos fisicos de sedimentacdo/decantacao,
resultando o efluente tratado e as lamas secundarias.

As lamas secundérias podem ser conduzidas para dois locais distintos: linha de
lamas (lama em excesso, resultante da purga do decantador) e reatores biolégicos
(recirculacdo de lamas). Desta forma, permite-se que haja sempre a manutencédo de um

nivel de biomassa adequado nos reatores biol6gicos.

1.2.2. Tratamento da Fase Soélida (tratamento de lamas)

O tratamento de lamas esta dividido em trés fases: espessamento,
homogeneizag&o/acondicionamento e desidratacgao.

O espessamento das lamas em excesso presentes nos decantadores secundarios
(lamas secundarias) ocorre num espessador do tipo gravitico, com forma circular. Pelo
facto de serem lamas pouco densas, é-lhes adicionado um polieletrélito que favorece a sua
sedimentacgédo através da agregacéo em flocos.

As lamas espessadas sao posteriormente conduzidas a um deposito de
homogeneizacdo e armazenamento de lamas, sendo depois encaminhadas para
desidratacdo em duas centrifugas. Antes de serem desidratadas, é feito o
acondicionamento das lamas por adicdo de polielectrolitos anidnicos que permitem a

aglomeracéo das particulas sob a forma de flocos.
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Figura 3 - Esquema de Tratamento da ETAR F.
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1.3. ETAR A

A ETAR A esta dimensionada para servir uma populacao de 30000 habitantes e um

caudal médio maximo de 7842 m3/d.

1.3.1 Tratamento da Fase Liquida

A primeira etapa do tratamento da agua residual é a gradagem. Seguindo-se uma
fase de desarenamento e desengorduramento, onde sao retiradas, respetivamente, as
areias e as gorduras presentes no afluente.

ApOGs este pré-tratamento a agua residual € sujeita a decantacdo primaria, num
decantador circular com uma ponte raspadora de fundo e de superficie. As lamas primarias
resultantes seguem para um tanque de lamas mistas antes de serem sujeitas a tratamento.

O afluente decantado segue para o tratamento biolégico que esta dividido em duas
fases, a primeira ocorre em leitos percoladores de alta carga, seguindo-se o tratamento
num tanque de arejamento.

Apbs o tratamento bioldgico, o efluente é conduzido para um decantador secundario
onde é separado das lamas secundarias que podem seguir para tratamento na fase sélida
ou serem recirculadas de forma a manter em equilibrio os sélidos do tanque de arejamento.

Segue-se a desinfecdo por radiagcdo UV, sendo o efluente posteriormente libertado

no meio hidrico.

1.3.2. Tratamento da Fase Soélida (tratamento de lamas)

As lamas primarias e secundarias, resultantes da decantacdo primaria e secundaria
respetivamente, sdo acumulados num tanque de lamas mistas.

As lamas mistas séo sujeitas a espessamento, seguindo-se o acondicionamento
guimico através da adi¢cdo de um polielectrélito. Posteriormente sdo elevadas para o filtro
banda onde ocorre a desidratacao.

Antes do seu envio para o destino final é adicionada cal para higienizacao.
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Figura 4 - Esquema de Tratamento da ETAR A.
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2.1. Meio Woods Hole MBL

Para a realizacdo do ensaio com a alga Raphidocelis subcapitata foi necessario
preparar um meio de cultura sintético, o meio Woods Hole MBL. Este meio é composto por

macronutrientes e micronutrientes armazenados em solugdes stock (indicados na tabela 1)

e um complexo vitaminico.

PORTO
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Tabela 1 - Composi¢cao Quimica do Meio de Cultura MBL (Adaptado de Barroso, 2009)

Composi¢do Quimica

Quantidade de nutriente

na solugéo stock

Volume de solucdo stock

por cada litro de Meio

(hidroximetilaminometano)

(/L) (ml)
Macronutrientes
CaClz-2H:20 36,760 1
MgSOQO4-7H20 36,970 1
NaHCOs 12,600 1
K2HPO4 8,710 1
NaNO3 85,010 1
NazSiO3-9 H20 28,420 1
Micronutrientes
NazEDTA 4,360 1
FeCls-6H20 3,150 1
CuS04-5H20 0,001 1
ZnS04-7H20 0,022 1
CoClz:-6Hz20 0,010 1
MnClz-4H20 0,180 1
NazMoO4-2H20 0,006 1
Tampao
TRIS (pH 7,2) 250 )

Para a preparacao do complexo vitaminico utilizou-se vitamina B1 (Tiamina HCI, 0,1
mg/L), vitamina H (Biotina, 10 mg/L) e vitamina B12 (Cianocobalina, 10 mg/L), das quais
se retiraram respetivamente 0,1 mL, 0,5 mL e 0,5 mL para um volume final de 1000 mL

com agua destilada. A solugdo assim obtida foi dividida em microtubos de 2 mL que depois

foram congelados a -20 °C.
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Para o0s ensaios, foi preparado um litro deste meio, adicionando o volume
correspondente de cada uma das solugcbes stock a um frasco de vidro autoclavado
contendo cerca de 800 mL de &gua destilada, perfazendo-se depois o volume final de 1L.
A solucao foi depois colocada na autoclave durante 20 minutos para esterilizacdo. Apos
arrefecimento adicionou-se a solu¢ao 125 pl do preparado de vitaminas (anteriormente
descongeladas).

A solucao foi armazenada a 4°C até ser utilizada.

2.2. Meio STEINBERG

Para a realizacdo do ensaio com Lemna minor foi necessario preparar um meio de
cultura especifico, que serviu também para manter as plantas em crescimento.
Este meio € composto por macronutrientes e micronutrientes armazenados em 8

solugdes stock (indicados na tabela 2).

Tabela 2 - Composicdo Quimica do Meio de Cultura STEINBERG (OCDE 221, 2006)

Quantidade de nutriente | Volume de solugéo stock
Composicdo Quimica na solucéo stock por cada litro de Meio
(9/L) (ml)
Macronutrientes
Solugéo stock 1:
KNOs 17,50
20
KH2POq4 4.5
K2HPO4 0,63
Solugéo stock 2:
5,00 20
MgSOQs-7H20
Solugao stock 3:
14,75 20
Ca(NOs3)2:4H20
Micronutrientes
Solucéo stock 4:
120,0 1
HsBO3
Solugao stock 5:
180,0 1
ZnS04-7H20
Solugao stock 6:
44,0 1
Naz:Mo0O4-2H20
Solugéo stock 7:
180,0 1
MnCI2-4H20
Solucao stock 8*:
760,0
FeClI3-6H20 1
o 1500,0
EDTA Disodium-ihydrate

* Adicionada apenas depois de Autoclavagem
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Para a realizacdo deste ensaio foi preparado um litro deste meio, adicionando o
volume correspondente de cada uma das primeiras 7 solugdes stock a um frasco de vidro
autoclavado contendo cerca de 800 mL de agua destilada, perfazendo-se depois o volume
final de 1L. A solucgéo foi depois colocada na autoclave durante 20 minutos, a 121°C. Apos
arrefecimento adicionou-se 1 mL da solucdo stock numero 8. A solugéo foi armazenada a
4°C até ser utilizada.
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Para os ensaios de avaliacdo de toxicidade das lamas de ETAR foram utilizados
elutriados preparados a partir das lamas desidratadas recolhidas em cada uma das ETAR
escolhidas.

As amostras de lamas desidratadas foram recolhidas pelos operadores das
respetivas ETAR, tendo sido posteriormente conservadas, em sacos fechados, no
frigorifico a 4°C até a preparacao do elutriado.

Para a obtencao dos elutriados foi utilizada uma proporcéo de 1:4 (p/v) de lama e do
respetivo meio, consoante o ensaio a ser realizado (meio ASTM para 0 ensaio com Daphnia
magna, meio MBL para o ensaio com a alga Raphidocelis subcapitata, meio STEINBERG
para 0 ensaio com Lemna minor e agua destilada para o ensaio Microtox® com Vibrio
fischeri).

A mistura de lama com o respetivo meio foi feita em erlenmeyers que foram sujeitos
a agitagdo mecanica orbital durante 12h, a temperatura ambiente. Apds agitacao, e por
impossibilidade de decantacdo do sobrenadante, visto que o0s sedimentos nhao
sedimentavam, a mistura foi centrifugada a 3900 RPM, em dois ciclos de 10 minutos.

Apos decantacao do sobrenadante obtido, os elutriados obtidos foram armazenados
em frascos devidamente identificados, a 4°C até a sua utilizagdo nos ensaios
ecotoxicoldgicos, por nao mais de 7 dias.

No caso da ETAR A houve necessidade de preparar um segundo elutriado em meio
MBL (para o ensaio com a alga R. subcapitata) e em meio ASTM (para o ensaio com D.
magna) pois o primeiro sofreu uma contaminagdo com fungos, tendo provocado uma

alteracd@o nos resultados do primeiro ensaio realizado.



FCcuP [MPORTO

Avaliagdo da Toxicidade de Lamas produzidas em ETAR FC UNVECSIDADE 56 PoRTo

4.1. Ensaio de Inibicao de Crescimento de Raphidocelis
subcapitata

O objetivo deste ensaio, que seguiu o0 protocolo padronizado OCDE 201, foi
determinar o efeito dos elutriados das lamas sobre o crescimento da microalga de agua
doce Raphidocelis subcapitata. Em crescimento exponencial (3-4 dias), as microalgas
foram expostas a diferentes concentracfes dos elutriados durante 72 horas.

Para dar inicio ao ensaio, procedeu-se a determinacdo da concentracao de algas do
indculo em crescimento exponencial por contagem do nimero de células. Para tal utilizou-
se uma camara de Neubauer que possuiu duas grelhas de contagem, como esta
representado na figura 5.

Top view

Ruled grid area

1
I

i

|
|

Figura 5 - Camara de Neubauer e respetiva grelha de contagem (Larson, 2014)

Carregou-se a camara com o inoculo inicial e fez-se a contagem do numero de
células no quadrado 5 de cada uma das grelhas. Para determinar a concentracéo de algas,
calculou-se a média do numero de células e determinou-se a concentracao de microalgas
do inéculo, tendo em conta que o fator de converséo para células/ml é de 10%. Depois desta
contagem, procedeu-se a diluicdo do inéculo inicial em meio MBL, de forma a se obter uma
concentracdo de 10° células/mL (que apds diluicdo na placa ird corresponder a uma

concentracdo inicial no ensaio de 10* células/mL.



[APORTO FCUP

F FACULDADE DE CIENCIAS 5 5

(" mmstisoioste Avaliagdo da Toxicidade de Lamas produzidas em ETAR

Seguidamente foram preparadas as diluicbes dos elutriados de cada uma das
amostras das ETAR como esta demonstrado na tabela 3.

As concentragdes apresentadas refletem as concentragdes finais que foram usadas
para andlise de dados, apds a realizacdo de ensaios preliminares.

Tabela 3 - Concentragdes de elutriados testadas no ensaio com R. Subcapitata e respetivo fator de diluigdo aplicado.

Concentracfes Testadas
(%)

5,9
8,9
ETARG 15 13,3
20,0
30,0
5,9
8,9
13,3
20,0
7,9
11,9
17,8
26,7
40,0
60,0

Amostra | Fator Diluigao

ETAR F 15

ETAR A 1,3

Procedeu-se de seguida ao carregamento das microplacas esterilizadas, junto a

chama, conforme esta descrito na figura 6.

Controlo

5 Elutriado
Concentracéo X 1mL

Elutriado

Concentragédo Y | \ 1ML

Elutriado

Elutriado

1mL *

Concentracéo Z

Figura 6 - Esquema representativo do carregamento das microplacas no Ensaio com R. Subcapitata
(a) 900ul MBL + 100ul Algas; (b) 900ul elutriado + 100l Algas
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Deu-se entdo inicio ao ensaio, que decorreu durante 72 horas, tendo sido as placas
colocadas em luz continua, e a uma temperatura controlada de cerca 22°C. Ao longo das
72 horas o contetdo dos pocos foi ressuspendido de 12 em 12 horas para manter as algas
em suspenséo.

No final do ensaio foram lidas as absorvancias de cada uma das réplicas a 440nm.,
com o0s quais se calculou a concentracdo final de células para cada réplica através da
Equacéo:

Concentracdao final (Cél./mL) =-17107,5 + (Abs*7925350)

Foi também calculada a taxa média de crescimento recorrendo a equacao:

_Inx;-Inx;

M (day™)

T; =T
Onde:
Mij € a taxa média de crescimento especifico do tempo i ao j
Xié a biomassa no tempo i

X; é a biomassa no tempo |

Com os valores obtidos, calculou-se a percentagem de inibicho da taxa de
crescimento para cada uma das réplicas, usando a equacao:
) l-— I
%I, = He=Hr 100
He

Onde:

%I, é a percentagem de inibicdo da taxa média de crescimento especifico

Mc é o valor médio da taxa de crescimento especifico (u) para o grupo controlo

MT € o valor médio da taxa de crescimento especifico (u) para cada réplica

4.2. Ensaio com Vibrio fischeri (Ensaio Microtox®)

O ensaio Microtoxe foi realizado as diferentes amostras dos elutriados das lamas
preparados anteriormente com &agua, utilizando o sistema Microtox® Model 500, que
apresenta um registo automatico da luminescéncia emita pelas bactérias.

O teste expbe organismos luminescentes a uma determinada amostra e mede a
emissdo de luz pelos microrganismos teste, apos a exposi¢cdo a amostra (If) comparando-
a com a emissédo de luz antes de exposigao (lo). A diferenca de emisséo de luz é atribuida

ao efeito da amostra sobre os organismos.
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Neste teste foi usada a bactéria marinha luminescente Vibrio fischeri liofilizada
(estirpe NRRL numero B-11177) que foi reidratada com uma solu¢do de reconstituicdo
imediatamente antes de se iniciar o0 ensaio.

A avaliacdo da bioluminescéncia foi feita 5, 15 e 30 minutos apds a exposicao, a 9
diluicbes de cada amostra, obtidas com aplicacdo de um fator de diluicdo de 2.

A inibicdo da bioluminescéncia foi calculada pelo software MicrotoxOmni Azur (AZUR

Environmental, 1998).

4.3. Ensaio de imobilizacdo de Daphnia magna

A cultura de Daphnia magna foi mantida em laboratério ao longo de vérias geracoes,
de acordo com o protocolo padronizado OCDE 202 (2004), sob condi¢cbes controladas de
fotoperiodo e temperatura, no meio de cultura ASTM “hard water”, sendo alimentada com
a microalga Raphidocelis subcapitata.

Os organismos utilizados eram neonatos de uma ninhada n3, n4 ou n5 com menos
de 24 horas e foram expostos a diferentes diluicbes dos elutriados a testar por um periodo
de 48 horas.

O ensaio foi realizado em tubos de ensaio contendo 25mL de elutriado preparado
com ASTM, tendo-se colocado, por cada diluicdo, 20 organismos em contacto com o
elutriado (5 organismos em cada uma das 4 réplicas).

As concentragfes finais testadas para todas as amostras, apds a realizacdo de
ensaios preliminares, com um fator de diluicdo de 1,5, foram: 7,9%; 11,9%; 17,8%; 26,7%
e 40%.

A imobilizacdo dos organismos-teste foi registada ao fim de 24h e 48h.

4.3.1. Ensaio de Imobilizacao de Daphnia magna apés incorporacao das lamas
em solo OCDE

Para verificar se a toxicidade da lama é alterada apds a sua aplicagdo no solo
(situacdo mais representativa da realidade), foi realizado o0 mesmo ensaio de imobilizacdo
de Daphnia magna descrito anteriormente, mas neste caso com um elutriado preparado a
partir de uma amostra de solo OCDE no qual foi incorporado, em substituicdo da turfa,
lama desidratada, anteriormente seca em estufa, a 60°C e triturada.

Foram preparadas 3 amostras (uma para cada uma das lamas provenientes das
ETARs em estudo) de 200 gramas de solo OCDE com 72,5% de areia, 22,5% de caulino
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e 5% da respetiva lama desidratada. Depois de efetuada a mistura, o solo foi humedecido
e mantido em ambiente controlado (temperatura aproximada de 20°C).

Depois de 48 horas de estabilizacdo foram preparados os respetivos elutriados,
seguindo os passos descritos no ponto 3 do presente capitulo.

As diluicBes testadas, com um fator de diluicdo de 1,5 foram: 5,9%; 8,9%; 13,3%;
20% e 30%.

4.4. Ensaio de Inibicdo de Crescimento de Lemna minor

O ensaio com a planta aquéatica Lemna minor, seguindo o protocolo padronizado
OCDE 221 (2006), teve a duracao de 7 dias.

Foram preparadas 5 concentracfes (19,8%; 29,6%; 44,4%; 66,7%; 100%) de cada
uma das amostras de elutriados com um fator de diluig&do de 1,5.

O ensaio foi realizado em gobelés de 150 mL, com 100 mL de amostra, tendo sido
preparadas 3 réplicas por cada concentracdo e 5 réplicas de controlo com meio
STEINBERG.

Em cada uma das réplicas foram colocadas 9 frondes de Lemna minor de tamanho
semelhante. Os gobelés foram colocados a temperatura e fotoperiodo controlado de 22°C
e 16h": 8hE, respetivamente.

Foram ainda separadas trés réplicas com 9 frondes cada uma, sendo levadas a
estufa a 60 °C, durante 12 horas, para determinar a biomassa seca inicial das plantas.

No final do ensaio registou-se o nimero de frondes e a sua biomassa seca final para
calcular a taxa de inibicdo de crescimento do numero de frondes e a taxa de reducéo da
biomassa, utilizando as equacdes constantes do protocolo padronizado OCDE 221 e ja
descritas no ponto 1 do presente capitulo.

Para que o ensaio seja valido, o tempo de duplicagcéo (Td) do nimero de frondes no
controlo deve ser inferior a 2,5 dias (60 h), correspondendo a um aumento
aproximadamente 7 vezes superior em 7 dias e a uma taxa média de crescimento
especifico de 0,275 d*. O tempo de duplicacdo do nimero de frondes é calculado pela

seguinte formula:
Td =In2/p

Onde:

U é a taxa média de crescimento especifico
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Para que este ensaio fosse considerado valido teve que cumprir determinados
critérios de desempenho:

¢ A biomassa no controlo deve aumentar exponencialmente durante o ensaio, por um
fator de pelo menos 16 vezes, correspondendo a uma taxa de crescimento
especifico de 0,92 dias™,;

¢ O coeficiente médio de variacdo para as taxas de crescimento especificas nas
culturas de controlo ndo deve exceder 35%;

¢ O coeficiente de variagcdo das taxas médias de crescimento especifico durante todo

o periodo de ensaio em culturas de controlo replicadas ndo deve exceder 7%.

Nas figuras 7, 8 e 9 estdo representados os resultados obtidos para cada uma das
amostras de elutriados das ETARs em estudo, apds determinacado da taxa de crescimento
e percentagem de inibicdo de crescimento algal (figuras 19, 20 e 21, Anexo |).

No caso da ETAR G (figura 7), verifica-se que para a concentracdo testada mais
baixa (5,9%) a inibicdo & negativa, ou seja, hd uma estimulag&o no crescimento das algas,
verificando-se um crescimento superior ao registado no grupo controlo. Este aumento pode
justificar-se com o facto destes elutriados potenciarem o crescimento das algas devido a
elevada quantidade de nutrientes que possuem, e que se sobrepde ao efeito toxico e
inibitério de crescimento que se observa nas restantes concentragdes. Para as outras
concentracdes verifica-se um aumento da percentagem de inibicdo a medida que aumenta
a concentracdo de exposicdo, observando-se um aumento acentuado entre a
concentracéo 13,3% (percentagem de inibicdo de 1%) e 20% (percentagem de inibicdo de
27,6%). Para uma concentracdo de 30% de elutriado, a percentagem de inibicdo de
crescimento foi de 29,7%.

Os dados foram analisados pelo teste ANOVA, de uma via, verificando-se diferencas
significativas entre as diluicbes testadas (Tabela 16, Anexo I). O Teste de Dunnet
(Comparactes Mudltiplas) permitiu verificar que ha diferencas significativas entre os
tratamentos em relacdo ao grupo controlo (p<0,05) para as concentracbes de 20% e 30%
(Tabela 17, Anexo 1). O valor de NOEC (concentracdo maxima sem efeito observavel) é

13,3% e o valor de LOEC (concentracao minima com efeito observavel) é 20%.
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as diferengas significativas (Teste de Dunnet p<0,05).

Os graficos da figura 8, relativos ao ensaio com a amostra da ETAR F, demonstram
um decréscimo no crescimento da alga R. subcapitata, a medida que aumenta a
concentracdo de elutriado, verificando-se que para a concentragdo de 20% a inibigcdo de
crescimento foi de 32,4%.

A andlise estatistica (analise ANOVA de uma via) determinou a existéncia de
diferencas significativas entre os resultados (Tabela 16, Anexo I). Assim, h& diferengas
significativas para todas as concentragdes em relagdo ao controlo (p<0,05), com excecao
da concentracdo mais baixa (5,9%) (Tabela 17, Anexo ). O valor de NOEC é 5,9% e o

valor de LOEC é 8,9%.
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Figura 8 - (a) Taxa de crescimento (dia) (b) Percentagem de inibigdo do crescimento da alga R. subcapitata para as
diferentes concentracdes de elutriados de lamas da ETAR F. As barras representam o desvio padréo e os * correspondem

as diferengas significativas (Teste de Dunnet p<0,05).
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Para o elutriado da ETAR A, verificou-se igualmente um aumento da percentagem
de inibicdo de crescimento com o aumento da concentracdo de elutriado. No entanto,
comparativamente aos elutriados das ETARs anteriores, verifica-se um menor efeito de
inibicdo de crescimento, sendo que para a concentragdo testada mais alta (66,7%) a
percentagem de inibic&o foi de 42,2%.

Neste caso verificam-se igualmente diferencgas significativas nos resultados (analise
unifatorial ANOVA - tabela 16, Anexo I), mas apenas para as concentracdes testadas mais
altas, ou seja 44,4% e 66,7% (Tabela 17, Anexo I). O valor de NOEC é 35,5% e o valor de
LOEC de 44,4%.
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Figura 9 - (a) Taxa de crescimento (dia™) (b) Percentagem de inibigdo do crescimento da alga R. subcapitata para as
diferentes concentracdes de elutriados de lamas da ETAR A. As barras representam o desvio padréo e os * correspondem
as diferencgas significativas (Teste de Dunnet p<0,05).

Analisando e comparando os valores de EC para as amostras das trés ETARs (tabela
4), verificamos que todas elas produzem lamas toxicas para a alga R. subcapitata, porém
a ETAR que apresenta uma lama com maior efeito inibitorio no crescimento desta alga foi
a ETAR F que apresenta um valor de ECy de 11,25%. A lama da ETAR G tem um ECx
de 19,9% e a lama da ETAR A, a menos toxica, apresenta um ECy de 32,53%. Com o0s
valores testados e os resultados obtidos n&o foi possivel determinar o ECso para nenhuma
das ETARs em estudo.

Tabela 4 - Valores de EC,, para o ensaio de inibicdo de crescimento de R. subcapitata.

Coeficiente de

Intervalo de . .
Amostra EC20 (%) : determinacgéao

Confianca

R2

ETAR G 19,90 (15,85 — 23,95) 0,901
ETARF 11,25 (7,32 - 15,18) 0,892
ETAR A 32,53 (16,60 — 48,47) 0,790
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Huguier et al. (2015), no ensaio ja descrito anteriormente no ponto 3.3 do capitulo
I, também testaram o efeito de residuos organicos (entre os quais se encontravam lamas
de depuracdo com tratamentos semelhantes aos aplicados nas lamas utilizadas neste
estudo, nomeadamente lamas digeridas, espessadas e desidratadas) no crescimento da
alga R. subcapitata. Apesar dos elutriados desse estudo terem sido preparados com
amostras de lamas aplicadas em solo OCDE (foram incorporadas quantidades de lamas 1,
5, 10, 50 e 100 vezes a taxa de aplicacdo recomendada), estes também se revelaram
téxicos para esta espécie, no entanto, e como seria de esperar, s6 em casos de aplicacéo
de quantidades mais elevadas de lamas (50X e 100X a taxa de aplicacdo recomendada).
A alga R. subcapitata foi mesmo a espécie mais sensivel dos ensaios aquaticos realizados
por Huguier et al. (2015) (oito dos nove residuos organicos testados apresentaram-se

téxicos para este organismo).

A elevada toxicidade verificada no presente estudo pode ndo ser apenas justificada
pelo teor téxico dos componentes da lama ou pelo tipo de tratamento a que foram sujeitas.
Como defende Costa et al. (2008), uma vez que a luz é um parametro imprescindivel para
0 crescimento das algas, amostras que apresentam cor, como é o0 caso das amostras
testadas no presente estudo, podem interferir nos resultados dos testes de toxicidade,
levando a um resultado de toxicidade sobrestimado. Nestes casos, € dificil afirmar se o
crescimento da populacéo de algas foi realmente afetado pela toxicidade da amostra ou se
simplesmente foi afetado porque parte da luz foi absorvida pela amostra.

Tendo em conta este fator, € mais uma vez importante referir que ndo devem ser
realizados ensaios apenas com uma espécie, pois sera impossivel determinar a verdadeira
toxicidade destas misturas e extrapolar os resultados para individuos com diferentes

sensibilidades e respostas a toxicidade destas lamas.
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O efeito inibitdrio na bioluminescéncia foi calculado pelo software MicrotoxOmni Azur,
estando registados na tabela 5 os valores de ECso e ECy obtidos no ensaio com V. fischeri

para as diversas amostras testadas.

Tabela 5 - Valores de ECsg e ECy € respetivos intervalos de confianca a 95% do Ensaio Microtox, com Vibrio fischeri, para

as ETARs em estudo.

Concentracéo lbz el gl Concentracao Il gz

o & Confianga a R? o & Confianga a R?

) 95% (%) 95%
5 86,75 NC NC 46,38 NC NC
15 71,79 23,80-216,6 | 0,988 31,46 13,27 -74,58 | 0,988 0,24
30 62,13 9,45 - 408,4 0,956 14,89 0,6491 - 341,7 | 0,956
5 68,45 NC NC 52,94 NC NC
15 58,32 NC NC 42,64 NC NC 0,58
30 37,99 5,97 -2415 0,935 22,12 1,401 - 349,1 0,935
5 18,19 14,46 — 22,88 | 0,995 4,148 1,949 -8,827 | 0,951
15 19,07 13,79 — 26,38 | 0,998 3,382 1,378 — 8,603 0,707 0,13
30 23,40 20,31 - 26,98 0,957 3,087 1,259 - 7,568 0,717

NC — Néo foi possivel calcular

Analisando os resultados finais do ensaio podemos afirmar que o elutriado que
apresenta menor toxicidade para as bactérias V. fischeri pertence a ETAR G (com um valor
de ECs de 62,13%), enquanto que o que apresenta maior nivel de toxicidade pertence a
ETAR A (com um valor de ECso de 23,40%). No entanto, como se pode verificar na tabela,
os intervalos de confiancga referentes aos ensaios com elutriados da ETAR G e F sdo muito
extensos, ndo conferindo uma boa viabilidade aos valores apresentados, ao contrario do
gue acontece com os resultados do ensaio da ETAR A.

Verificamos ainda que o efeito toxico das lamas da ETAR F ocorre mais rapidamente,
do que nas restantes amostras, visto que o valor de ECy é semelhante ao valor de ECsy.
Para a lama da ETAR G o ECso € muito superior ao EC»o, assim podemos afirmar que é
menos toxica, pois para ter um efeito de ECso precisa de um aumento significativo da
concentracao.

Comparando os niveis de toxicidade obtidos nos ensaios descritos (para R.

subcapitata e V. fischeri) verifica-se que as lamas testadas sdo mais toxicas para R.
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subcapitata do que para V. fisheri. Também Huguier et al. (2015) obtiveram resultados
semelhantes. Dos nove residuos organicos que testaram, oito eram toxicos para R.
subcapitata e apenas quatro para V. fisheri, no entanto a toxicidade apenas se verificou
para as gamas testadas mais altas (50X e 100X a taxa de aplicacdo recomendada). No
presente estudo, mesmo em concentragdes mais baixas as lamas revelaram-se toxicas.
Num ensaio semelhante ao realizado no presente trabalho, Domene et al. (2008)
analisaram e compararam a ecotoxicidade direta e indireta de sete residuos organicos
através de ensaios com organismos terrestres e aquaticos. As lamas analisadas por
Domene (AED — lamas sujeitas a digestdo aerdbia e desidratacdo e AND — lamas tratadas
com digestao anaerdbia e desidratacdo) revelaram-se ainda mais toxicas para V. fisheri do
que as analisadas no presente estudo (sendo os valores de ECso, para lamas com

tratamento semelhante, inferiores a 5%).
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Para que o ensaio seja valido, aplicaram-se 0s seguintes critérios de desempenho:
no grupo controlo a imobilizagdo ndo deve ser superior a 10% e a concentragdo de oxigénio
dissolvido no final do ensaio deve ser superior a 3 mg/L em todas as réplicas. A primeira
condicao foi verificada, sendo a percentagem de imobilizacdo no grupo controlo de 0%. No
que diz respeito a segunda condi¢cdo, esta apenas se verificou em algumas concentragdes
do elutriado da ETAR G, nas restantes amostras (ETAR F e ETAR A) o oxigénio dissolvido
foi sempre inferior a 3mg/L, condicdo que explica a imobilizacdo de quase 100% dos
organismos ao fim das 48h (apenas para a amostra da ETAR A, na concentragdo de 7,9%

a imobilizacao foi de 85%).

Na tabela 6 e na figura 10 estéo representados os resultados do ensaio agudo de
imobilizacdo de Daphnia magna para o elutriado da ETAR G. Verifica-se que a partir de
uma concentracdo de apenas 26,7% ha 100% de imobilizacdo logo as 24 horas.
Analisando os valores de oxigénio dissolvido no final do ensaio, verifica-se que a partir
dessa concentracdo o valor é inferior a 3mg/L, valor limite de sobrevivéncia destes

organismos e essencial para que o ensaio seja valido.

Tabela 6 - Percentagem de imobilizagdo de Daphnia magna provocada pelo elutriado da ETAR G apds 24 e 48 horas de

exposicgdo. (Para cada concentragdo foram expostas um total de 20 organismos, divididos por 4 réplicas)

Oxigénio 24 Horas 48 Horas
Concentragao : :
Dissolvido : :
(%) N° Dapnhias % N° Dapnhias %
mg/L
e Imobilizadas | Imobilizacdo | Imobilizadas | Imobilizacéo
Controlo - 0 0 0 0
7,9 5,80 1 5 1 5
11,9 3,59 1 5 5 25
17,8 3,45 3 15 6 30
26,7 1,88 20 100 20 100
40,0 1,70 20 100 20 100
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Figura 10 - Percentagem de imobilizagdo de Daphnia magna apés 24 e 48 horas de exposi¢éo ao elutriado da ETAR G. As
barras representam o desvio padréo.

Os valores de ECso e ECx € o intervalo de confianga a 95%, apos 24h e 48h,

calculados pela andlise Probit estéo registados na tabela 7.

Tabela 7 - Valores de ECs € EC, para imobilizagdo de Daphnia magna ao fim de 24 e 48 horas para a ETAR G

Concentracgao Intervalo de Concentracao Intervalo de
(%) Confianga a 95% (%) Confianca a 95%
19,893 16,694 — 24,897 15,937 11,002 — 19,148
17,800 15,769 — 20,396 12,956 10,103 — 15,006

Verifica-se que a exposi¢édo prolongada ao elutriado (48 horas) provoca um ligeiro
aumento da toxicidade aguda do elutriado das lamas, comparativamente a exposicao por

apenas 24 horas.

Na tabela 8 e na figura 11 estéo representados os resultados do ensaio agudo de
imobilizacdo de Daphnia magna para o elutriado da ETAR F. Neste caso a concentragéo
de elutriado a partir da qual se verifica 100 % de imobilizacéo é inferior a da ETAR anterior,
ou seja 17,8%, observando-se 100% de imobilizacdo em todas as concentra¢des ao fim
das 48 horas. Mais uma vez, analisando os valores de oxigénio dissolvido no final do
ensaio, verifica-se que para todas as concentracdes o valor é sempre inferior a 3mg/L,
facto que explicard mais uma vez a imobilizagdo da totalidade dos organismos testados.

Para este caso nao foi feita analise Probit, ndo tendo sido calculado o valor de ECso

nem ECy, tendo em conta que ao fim de 24 horas ja mais de 50% dos organismos tinha
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ficado imobilizado, mesmo nas concentragdes mais baixas, sendo que ao fim das 48 horas
100% dos organismos-teste utilizados ficaram imobilizados, ou seja, este elutriado

apresenta uma elevada toxicidade para estes organismos.

Tabela 8 - Percentagem de imobilizagdo de Daphnia magna provocada pelo elutriado da ETAR F ap6s 24 e 48 horas de

exposicdo. (Para cada concentragéo foram expostas um total de 20 organismos, divididos por 4 réplicas)

Oxigénio 24 Horas 48 Horas
Concentragéo : : i i
%) Dissolvido | N° Dapnhias % N° Dapnhias %
0
mg/L Imobilizadas | Imobilizacdo | Imobilizadas | Imobilizacao
Controlo - 0 0 0 0
7,9 1,35 11 55 20 100
11,9 1,16 14 70 20 100
17,8 1,21 20 100 20 100
26,7 0,95 20 100 20 100
40,0 0,92 20 100 20 100
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Figura 11 - Percentagem de imobilizagao de Daphnia magna apds 24 e 48 horas de exposic¢éo ao elutriado da ETAR F. As

barras representam o desvio padréo.

Na tabela 9 e na figura 12 estéo representados os resultados do ensaio agudo de
imobilizacdo de Daphnia magna para o elutriado da ETAR A. Neste caso a concentragédo
a partir da qual se verifica 100% de imobilizagcdo é mais uma vez 26,7%. Ao fim de 48 horas
a imobilizacdo é quase total em todas as concentra¢des, com excec¢ao da concentracdo

mais baixa (7,9%) onde a percentagem de imobilizacdo foi de 85%. Analisando os valores
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de oxigénio dissolvido no final do ensaio, verifica-se que, para todas as concentracdes, 0

valor é também sempre inferior a 3mg/L.

Tabela 9 - Percentagem de imobilizagdo de Daphnia magna provocada pelo elutriado da ETAR A ap6s 24 e 48 horas de

exposicdo. (Para cada concentragéo foram expostas um total de 20 organismos, divididos por 4 réplicas)

Oxigénio 24 Horas 48 Horas
Concentracéo : : _ i
%) Dissolvido | N° Dapnhias % N° Dapnhias %
0
mg/L Imobilizadas | Imobilizacdo | Imobilizadas | Imobilizacao
Controlo - 0 0 0 0
7,9 2,21 1 5 17 85
11,9 1,96 2 10 20 100
17,8 1,55 6 30 20 100
26,7 1,46 20 100 20 100
40,0 1,10 20 100 20 100
120
100 1 - - - -
80
o
B, 60
S
S 40
o
:EO 20 l i
. L
CTL 7,9 11,9 17,8 26,7 40

Concentragado (%)
M 24 Horas 48 horas

Figura 12 - Percentagem de imobiliza¢do de Daphnia magna apos 24 e 48 horas de exposi¢do ao elutriado da ETAR A. As

barras representam o desvio padréo.

Para o elutriado da ETAR A foi feita a analise Probit para os resultados registados ao
fim de 24 horas. Os valores de ECso e ECy0btidos, assim como os intervalos de confiancga,

estao representados na tabela 10.
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Tabela 10 - Valores de ECs, e ECy para imobilizagdo de Daphnia magna ao fim de 24 horas para a ETAR A.

Concentracéo Intervalo de Concentracéao Intervalo de
(%) Confianca a 95% (%) Confianca a 95%

18,587 ‘ 16,656 — 21,078 14,407 ’ 11,841 — 16,341

As lamas analisadas no presente estudo revelaram-se todas elas extremamente
toxicas para esta espécie. Em todos os casos em que se verificou a totalidade de
imobilizacao destes organismos, a quantidade de oxigénio medido foi inferior a 3mg/Il. Este
facto pode ter sido o mais preponderante para a imobilizacdo destes organismos.

Ja no estudo realizado por Huguier et al. (2015) esta espécie foi a mais resistente
(dos nove residuos organicos testados, apenas dois revelaram alguma toxicidade para esta
espécie e apenas nas concentracdes testadas mais altas - 50X e 100X a taxa de aplicagéo
recomendada - correspondendo um deles a uma lama digerida, espessada e sujeita a
condicionamento térmico). O facto dos elutriados terem sido preparados apés aplicacéo
das lamas em solo OCDE pode ter contribuido, ndo so6 para a diminuigdo da toxicidade das
lamas, mas também para que a quantidade de oxigénio ndo fosse tdo reduzida, ndo
provocando de forma t&o significativa a imobilizagdo dos organismos.

No ensaio realizado por Domene et al. (2008), com elutriados preparados
diretamente com lamas (método mais semelhante ao do presente estudo) as lamas sujeitas
a digestéo aerodbia e desidratacao (semelhante as lamas das ETARs F e A) o valor de ECso
foi de 6,1% enquanto que para lamas sujeitas a digestdo anaerObia e desidratacdo
(semelhantes as lamas da ETAR G) o valor de EC50 foi de 25,9%. Ou seja, lamas que séo

tratadas com digestao anaerdbia revelaram-se menos toxicas para Daphnia magna.

3.1. Ensaio de Imobilizacdo de Daphnia magna ap0s incorporacdo das lamas
em solo OCDE

Na tabela 11 e figura 13 estéo representados os resultados referentes ao ensaio
agudo de imobilizagdo de Dapnhia magna da amostra de solo + lama da ETAR G. Verifica-
se que ao fim das 48 horas do ensaio a percentagem de imobilizacdo é muito reduzida,
sendo que para uma concentracéo de elutriado de 30% a imobilizacdo foi apenas de 15%.

Comparando os resultados obtidos neste ensaio com os resultados obtidos no ensaio
realizado com elutriado preparado apenas com a amostra de lama, verificamos que ha uma
acentuada diminui¢édo da toxicidade (no ensaio anterior, para uma concentracao de 26,7%,

a percentagem de imobilizacdo era de 100% logo as 24 horas). Podemos entdo afirmar
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gue para uma concentracéo de elutriado de solo + lama da ETAR G inferior a 30% né&o se

verifica toxicidade aguda desta lama para Daphnia magna.

Tabela 11 - Percentagem de imobilizagcdo de Daphnia magna provocada pelo elutriado de Solo + Lama ETAR G ap6s 24 e

48 horas de exposigao. (Para cada concentragdo foram expostas um total de 20 organismos, divididos por 4 réplicas)

24 Horas 48 Horas
Concentracéo _ i
%) N° Dapnhias % N° Dapnhias %
0
Imobilizadas | Imobilizacdo | Imobilizadas | Imobilizacéo
Controlo 0 0 0 0
5,9 0 0 1 5
8,9 0 0 0 0
13,3 0 0 0 0
20,0 1 5 2 10
30,0 2 10 3 15
100
80
o 60
‘S
©
N 40
3
E 20 1 ; I
I
: i’

CTL 5,9 8,9 13,3 20 30

Concentragao (%)
M 24 Horas 48 horas

Figura 13 - Percentagem de imobilizagédo de Daphnia magna ap6s 24 e 48 horas de exposi¢ao ao elutriado de Solo + lama
ETAR G. As barras representam o desvio padrao.

Na tabela 12 e na figura 14 estdo representados os resultados referentes ao ensaio
agudo de imobilizacdo de Daphnia magna da amostra de Solo + lama da ETAR F. Verifica-
se que ao fim das 48 horas do ensaio a percentagem de imobilizacdo € igualmente muito
reduzida, sendo que, ao fim das 48 horas, a maior percentagem de imobilizacdo registada
foi de 20% para uma concentracao de elutriado de 13,3%. Neste ensaio houve imobilizacdo
de 10% dos individuos do grupo controlo, no entanto o ensaio é igualmente valido pois ndo

ultrapassou os 10% previstos no protocolo.
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Tabela 12 - Percentagem de imobilizagdo de Daphnia magna provocada pelo elutriado de Solo + Lama ETAR F apds 24 e

48 horas de exposigao. (Para cada concentragdo foram expostas um total de 20 organismos, divididos por 4 réplicas)

24 Horas 48 Horas
Concentracéo i i
%) N° Dapnhias % N° Dapnhias %
0
Imobilizadas | Imobilizagdo | Imobilizadas | Imobilizagéo
Controlo 0 0 2 10
5,9 0 0 1 5
8,9 0 0 1 5
13,3 3 15 4 20
20,0 2 10 3 15
100
80
o 60
S
©
N 40
=
. |
* L1 1 N
0

13,3 20

CTL 5,9 8,9
Concentragdo (%)
W 24 Horas 48 horas

Figura 14 - Percentagem de imobilizagao de Daphnia magna apés 24 e 48 horas de exposicéo ao elutriado de Solo + lama

ETAR F. As barras representam o desvio padrao.

Comparando os resultados obtidos neste ensaio com os resultados obtidos no ensaio

realizado com elutriado preparado apenas com a amostra de lama, verificamos que ha uma

acentuada diminuicéo da toxicidade (no ensaio anterior, o elutriado revelou-se muito toxico

para concentracbes acima de 7,9%, apresentando para esta concentracdo uma
percentagem de imobilizagdo de 55% logo as 24 horas). Podemos entéo afirmar que para

uma concentracdo de elutriado de solo + lama da ETAR F inferior a 20% né&o se verifica

toxicidade aguda para Daphnia magna.
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Na tabela 13 e na figura 15 estdo representados os resultados referentes ao ensaio

agudo de imobilizacdo de Daphnia magna da amostra de Solo + lama da ETAR A.

Tabela 13 - Percentagem de imobilizagcdo de Daphnia magna provocada pelo elutriado de Solo + Lama ETAR A apds 24 e

48 horas de exposigao. (Para cada concentragdo foram expostas um total de 20 organismos, divididos por 4 réplicas)

24 Horas 48 Horas
Concentracéo i i
%) N° Dapnhias % N° Dapnhias %
0
Imobilizadas | Imobilizacdo | Imobilizadas | Imobilizacdo
Controlo 0 0 0 0
5,9 0 0 0 0
8,9 0 0 1 5
13,3 0 0 1 5
20,0 4 20 7 35
30,0 17 85 19 95
100 ~
80
2 60
O
N
=40 I
o
£ 2 I
. I
0 I
CTL 5,9 8,9 13,3 20 30

Concentracgédo (%)
W 24 Horas 48 horas

Figura 15 - Percentagem de imobilizagdo de Daphnia magna ap6s 24 e 48 horas de exposi¢ao ao elutriado de Solo + lama
ETAR A. As barras representam o desvio padréo.

Verifica-se que logo nas primeiras 24 horas do ensaio se observa alguma toxicidade,
registando-se uma percentagem de imobilizagdo significativa logo a partir de uma
concentracdo de elutriado de 20% (para uma concentracdo de 30% a imobilizacdo era ja
de 85%). Ao fim das 48 horas a percentagem de imobilizacdo da concentragdo 20% era
35% e para uma concentracdo de 30% a imobilizacdo era 95%.

Ao contrario das outras amostras, a amostra da ETAR A, continuou a revelar-se

téxica para Daphnia magna mesmo depois da sua incorporacdo no solo OCDE
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(ECs0?*'=24,66% - IC: 22,40 - 27,23 e ECs0*"=28,79% - IC: 26,38 - 32,9). No entanto
verifica-se também uma diminuicdo dessa mesma toxicidade, comparando com o0s
resultados obtidos anteriormente, no qual se verificou 100% de imobilizagdo para
concentragdes superiores a 11,9% (ECs?*"=18,587% - IC: 16,656 - 21,078).
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As tabelas das figuras 22, 23 e 24 do Anexo Il apresentam os valores do numero de
frondes e de biomassa seca no inicio e final do ensaio para a ETAR G, F e A
respetivamente, assim como todos os restantes calculos efetuados (incluindo o critério de
validacdo do ensaio, tempo de duplicacéo).

Na figura 16 estdo representadas as percentagens de inibicdo de crescimento de
frondes (a) e de desenvolvimento de biomassa seca (b) para as lamas da ETAR G. Verifica-
se que a partir de uma concentracdo de 44,4% a percentagem de inibi¢cdo de crescimento
do numero de frondes é 100%. No que diz respeito a inibicdo de desenvolvimento de
biomassa seca os valores sdo muito heterogéneos, verificando-se uma maior percentagem
de inibicdo para a concentracéo de 44,4% (percentagem de inibicdo de 72,5%), mas a
partir dessa concentragdo, apesar do numero de frondes n&o ter aumentado, a
percentagem de inibicAo de desenvolvimento de biomassa seca diminuiu. Para as
concentracdes mais elevadas, os efeitos foram assim ligeiramente menores. Uma possivel
explicagcdo pode estar relacionada com o facto da disponibilidade de nutrientes no meio se
sobrepor ao efeito de toxicidade do mesmo.

A andlise ANOVA determinou a existéncia de diferencas significativas entre os
resultados (Tabela 18, Anexo Il). Pelo Teste de Dunnet verificamos que as diferencas
significativas se registam entre todos os tratamentos em relacdo ao grupo controlo
(p<0,05), no que diz respeito ao crescimento do numero de frondes. Relativamente a
inibicdo de desenvolvimento de biomassa verificam-se diferencas significativas a partir da
concentracao de 44,4% (Tabela 19, Anexo I1). O valor de NOEC é assim 29,6% e o valor
de LOEC de 44,4%.
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o
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Biomassa seca (%)

Inibicdo de crescimento de
Frondes (%)
(2]
o

N
o
I

N
o
‘
Inibigdo de desenvolvimento de

o
I
o
I

CTRL 19,8 29,6 444 66,7 1000 CTRL 19,8 29,6 444 66,7 100,0
Concentracao (%) Concentragao (%)

@ (b)
Figura 16 - (a) Percentagem de inibicdo de crescimento de frondes e (b) Percentagem de inibi¢cdo de desenvolvimento de

biomassa seca em Lemna minor para as diferentes concentracdes do elutriado da ETAR G. As barras representam o
desvio padréo e os * correspondem as diferencas significativas (Teste de Dunnet p<0,05).
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Na figura 17 estéo representados os resultados do ensaio para as lamas da ETAR F,
nomeadamente as percentagens de inibicdo de crescimento de frondes (a) e de
desenvolvimento de biomassa seca (b) de Lemna minor. O elutriado desta ETAR revelou-
se muito toxico para esta espécie, provocando 100% de inibicdo no crescimento do nimero
de frondes de todas as réplicas. A percentagem de inibicdo do desenvolvimento da
biomassa seca foi igualmente elevada, verificando-se uma percentagem de inibicdo de

55,7% para a concentracao testada mais baixa (19,8%).
100

100 ¥
8 *
. 80 *
6 %
60 ES
4
4
2 . 2
[ A

CTRL 19,8 29,6 44,4 66,7 100,0 CTRL 19,8 29,6 44,4 66,7 100,0
Concentragao (%) Concentracao (%)

o o

o
o

Biomassa seca (%)

o
o

Inibicdo de crescimento de Frondes
(%)
Inibicdo de desenvolvimento de

(@) (b)

Figura 17 - (a) Percentagem de inibicao de crescimento de frondes e (b) Percentagem de inibi¢cdo de desenvolvimento de
biomassa seca em Lemna minor para as diferentes concentragdes do elutriado da ETAR F. As barras representam o
desvio padréo e os * correspondem as diferencas significativas (Teste de Dunnet p<0,05).

Neste caso sO foi realizada analise estatistica para o parametro biomassa seca
(resultados da ANOVA encontram-se na Tabela 18, Anexo Il), tendo em conta que a
percentagem de inibicdo de crescimento avaliada pelo numero de frondes foi de 100% para
todas as concentragfes testadas. Para o fator analisado observaram-se diferencas
significativas para todas as concentracdes testadas em relacdo ao controlo (Tabela 19,
Anexo ).

Na figura 18 estdo representadas as percentagens de inibicdo de crescimento de
frondes (a) e de desenvolvimento de biomassa seca (b) para as lamas da ETAR A.

O elutriado desta ETAR foi 0 menos toxico deste ensaio, verificando-se que, para a
concentracdo mais alta testada (100%), a percentagem de inibicdo do crescimento do
namero de frondes foi de 61,5%. No que diz respeito a inibicdo do desenvolvimento de
biomassa seca, verificou-se que, para a concentracdo mais baixa testada (19,8%), este
valor foi negativo, ou seja, 0 aumento de biomassa foi superior ao grupo controlo. Esta

estimulacao no crescimento pode justificar-se com o facto dos elutriados serem muito ricos
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em nutrientes e favorecerem o crescimento nesta espécie. Esta ocorréncia foi também
observada por Rastetter e Gerhardt, num estudo realizado em 2014, quando testaram os
efeitos de lamas no crescimento de Lemna minor. As lamas utilizadas nesse ensaio (S1,
S2 e S3) resultaram de ETARs com tratamento biolégico com remocdo de fosforo,
adicionalmente a lama S2 era desidratada com poliacrilamida e a lama S3 era igualmente
lama desidrata com precipitacdo de fésforo a fosfatos férricos.

Nas restantes concentraces hd um aumento da inibicdo do desenvolvimento de
biomassa seca a medida que aumenta a concentracdo de elutriado, sendo de 30,5% para

a concentracao mais alta testada (100%).
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Figura 18 - (a) Percentagem de Inibi¢c&o de Crescimento de frondes e (b) Percentagem de Inibicdo de Desenvolvimento de
Biomassa seca em Lemna minor para as diferentes concentragdes do elutriado da ETAR A. As barras representam o

desvio padréo e os * correspondem as diferencas significativas (Teste de Dunnet p<0,05).

Neste ensaio verificam-se igualmente diferencas significativas nos resultados pela
analise ANOVA de uma via (Tabela 18, Anexo Il). Para o fator Inibi¢cdo de crescimento de
frondes essas diferencas observam-se para todas as concentragcfes com excecao da
concentracdo mais baixa (19,8%). No que diz respeito ao fator inibicdo de desenvolvimento
de biomassa seca, as diferencas significativas verificam-se apenas na concentracdo de
100% (Tabela 19, Anexo Il). O valor de NOEC é 66,7% e o valor de LOEC 100%.

Analisando os valores de EC para as trés ETARs (tabela 14), verificamos que as
lamas que apresentam um maior efeito inibitério no crescimento de Lemna minor
pertencem a ETAR F que apresenta um valor de ECy de apenas 8,89%. A ETAR G tem
um ECy de 27,7% e a ETAR A, a menos toxica, apresenta um ECy de 67,55%.
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Tabela 14 - Valores de EC,, e ECs para 0 ensaio de inibicdo de crescimento de Lemna minor.

FCUP
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Coeficiente de
ECyx ECso ; -
Amostra determinacéao
(%) (%) )
R
27,7 36,39
ETAR G 0,938
(22,07 — 33,3) (31,95 - 40,83)
8,89 18,67
ETARF 0,739
(-1,06 -18,84) (10,06 — 27,29)
67,55
ETAR A ND 0,794
(41,35 -93,74

ND - nao foi possivel determinar

79

Comparando os valores de ECso do presente estudo com os obtidos por Rastetter
e Gerhardt no ensaio que realizaram em 2014 (S1 — 45,7%; S2 — 30,5% e S3 — 31,7%),
verificamos que estas ETARs sdo mais téxicas para Lemna minor do que as analisadas

por Rastetter. A lama que representa uma maior toxicidade no ensaio de Rastetter e

Gerhardt (2014) foi a lama ao qual € adicionado poliacrilamida, que é um polimero que

absorve elevadas quantidades de &gua, aquando da desidratacdo. A adicdo deste

componente pode ser uma das causas desta toxicidade mais elevada. Também no

presente estudo, a lama que apresenta uma maior toxicidade para esta espécie (ETAR F)

corresponde a uma lama a qual é adicionado por duas vezes, ao longo do processo de

tratamento, um polieletrdlito com a mesma funcéo da poliacrilamida (facilitar a remocgéo de

agua da lama).
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Na tabela 15 estdo representados os valores de EC2 e ECso possiveis de calcular
para todos os ensaios realizados para todas as amostras testadas.

Tabela 15 — Valores de ECy, e ECs para a série de ensaios realizados para os elutriados das lamas das ETARs em

estudo.
ETAR G ETAR F ETAR A
Ensaio EC2o ECso EC2o ECso EC20 ECso
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Inibicao
crescimentos R. 19,9 ND 11,25 ND 32,53 ND
) (15,85 - 23,95) (7,32 - 15,18) (16,6 - 48,47)
subcapitata
Inibic&o
. . ~ 14,89 62,13 22,12 37,99 3,09 23,40
bioluminescéncia
- . (0,65-341,7) | (9,45-408,2) (1,4-349,1 (598-2415) | (1,26-7,57) | (20,3-26,98)
Vibrio fischeri
Imobilizagao 12,96 17,80 ND ND 14,41 (2an) | 15,59 (24n)
Daphnia magna (10,1 - 15,01) (15,77 - 20,4) (11,84-16,3) | (16.6-21,1)
Imobilizagcéo
Daphnia magna NT NT NT NT ND 28,79
(ap6s incorporacéo da (26,38 - 32,9)
lama em solo OCDE)
Inibicéo
. 27,7 36,39 8,89 18,67 67,55
crescimento ND
) (22,07-333) | (31,95-408) | (-1,06-18,84) | (10,1-27,29) | (41,35—93,7)
Lemna minor

NT- ndo toxico (Percentagem de efeito mais elevada < 20%).

ND - néo foi possivel determinar (Percentagem de efeito mais baixa > 20%).

Analisando os resultados de uma forma geral verifica-se que todas as lamas séo
toxicas para os organismos testados, sendo que as lamas que apresentam um maior nivel
de toxicidade para todas as espécies pertencem a ETAR F. Seguem-se as lamas da ETAR
G e as menos toxicas sdo as lamas da ETAR A.

As lamas da ETAR A apresentam de uma maneira geral uma toxicidade mais baixa
que as outras lamas para as diversas espécies testadas, no entanto, no caso do ensaio

Microtox, isso ndo se observa. O elutriado utilizado neste ensaio estaria possivelmente
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contaminado com fungos, motivo pela qual foi recolhida uma nova amostra de lama nesta
ETAR e foi feito novo elutriado para realizagdo dos restantes ensaios. Porém, ndo houve
oportunidade de realizar novamente este ensaio com uma nova amostra, pelo que este
resultado ndo deveré ser considerado determinante na avaliagdo da toxicidade das lamas
da ETAR A.

O ensaio que revelou uma maior sensibilidade foi o ensaio com Daphnia magna,
justificado em todas as amostras pela baixa concentracdo de oxigénio presente em quase
todas as concentracdes, registando-se valores abaixo do limiar de sobrevivéncia destes
organismos (3 mg/L), motivo que levou a morte da totalidade dos organismos no fim do
ensaio para as amostras da ETAR F e da ETAR A. No ensaio com amostras da ETAR G,
apesar de nao terem ficado imobilizados todos os individuos, o valor de ECx foi muito baixo
(12,96%).

Quando se incorporou as lamas em analise em solo OCDE, a toxicidade intrinseca
verificada anteriormente diminui consideravelmente para todas as ETARs. Esta avaliagdo
pode considerar-se mais realista, tendo em conta que 0s ensaios realizados com 0s
elutriados refletem a toxicidade intrinseca das lamas (e por isso mais elevada). Quando
estas sdo aplicadas em solos agricolas as dosagens por area de terreno sdo menores,
podem ocorrer fenomenos de adsor¢do, diminuindo a disponibilidade dos componentes
téxicos para os organismos e pode ocorrer diluicdo, fazendo com que o grau de toxicidade
diminua.

Num estudo semelhante ao realizado, Huguier e os seus colaboradores (2015)
obtiveram resultados idénticos, verificando que 0s nove residuos organicos testados
apresentavam toxicidade para os organismos a diferentes niveis. Os residuos orgéanicos
mais toxicos nesse ensaio foram as lamas cujo tratamento incluia digestao, espessamento
e acondicionamento térmico e 0s organismos aquaticos mais sensiveis foram as algas
Raphidocelis subcapitata e a bactéria Vibrio fischeri. No entanto, ao contrario dos
resultados obtidos no presente ensaio, Daphnia magna foi a espécie mais resistente no
estudo de Huguier et al. (2015). Este facto pode ser explicado tendo em conta que 0s
elutriados utilizados por Huguier et al. (2015) foram preparados ap0s aplicacédo das lamas
em solos OCDE, fazendo n&o s6 com que a toxicidade das lamas fosse minimizada (como
se verificou no ensaio realizado no presente estudo apés aplicagdo das lamas no solo),
mas também, possivelmente, verificar-se um aumento da quantidade de oxigénio
disponivel, condicdo que provocou a morte de quase a totalidade dos organismos deste
estudo.

Fazendo uma analise a estes resultados e comparando-os com os tratamentos a que
estas lamas sdo sujeitas, poderiamos afirmar que o tratamento mais eficaz é o da ETAR

A. Nesta ETAR as lamas sdo sujeitas a espessamento e desidratacdo com adicdo de
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polielectrolito, fases comuns a todas as outras ETARS, porém distingue-se pela utilizagédo
de cal na fase final do tratamento com intuito de promover a sua higienizagéao, permitindo
desta forma inativar os microrganismos existentes nas lamas, transmitindo-lhe um teor
alcalino. Na ETAR F, a mais téxica, ndo ocorre decantagdo priméria e € adicionado por
duas vezes ao longo do tratamento um polieletrélito que facilita o espessamento e a
desidratacdo. Este componente pode ser uma das causas da sua elevada toxicidade para
estes organismos-teste. A ETAR G, com digestado anaerdbia, revelou-se igualmente toxica.

No entanto, ha outros fatores que devem ser tidos em conta quando se fala em
gqualidade e toxicidade de lamas. Por exemplo os que estdo relacionados com as
caracteristicas e constituintes de afluentes que estas ETARS recebem e que estiveram na
origem das amostras que estéo a ser testadas. As ETARs G e F tém normalmente uma
maior afluéncia de aguas residuais industriais do que a ETAR A, que recebe aguas
residuais maioritariamente domésticas e urbanas, desta forma é compreensivel que
possam ser menos téxicas. Seria importante a realizacdo de estudos mais prolongados no
tempo, com varias recolhas nas mesmas ETARs e aplicacdo destes mesmos testes
ecotoxicologicos de forma a garantir que os resultados evidenciam a realidade destas
ETARs e ndo a realidade do momento que foi analisado neste estudo.

Um outro fator que podera ter influenciado os resultados tao toxicos destes ensaios
€ o facto dos elutriados obtidos terem uma cor muito evidente e que s6 foi atenuada em
concentracdes de elutriado mais baixas. Este fator podera ter tido uma maior influéncia nos
organismos fotossintéticos (nomeadamente no ensaio com a alga R. subcapitata) devido
ao sombreamento que podera ter provocado durante o ensaio. No ensaio com Lemna
minor, apesar de ser também um organismo fotossintético, a influéncia da cor ndo sera téo
evidente, tendo em conta que esta é uma planta aquatica que fica a superficie da agua e
por isso nao se verifica a questdao do sombreamento. De facto, comparando os resultados
destes dois ensaios, verificamos que as lamas séo mais téxicas para a alga R. subcapitata

do que para Lemna minor.
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O desenvolvimento de bioensaios para avaliar a seguranca da aplicacdo de lamas
no solo deve ser uma prioridade dado o aumento da producdo destes residuos e a
preocupacdo com esta pratica. A selecéo destes bioensaios deve basear-se principalmente
na sua relevancia ecoldgica.

A importancia da realizacdo destes ensaios surge nao apenas pelo facto destes
residuos serem extremamente complexos, mas também pelo facto de as analises quimicas
impostas pelas diretivas comunitarias apresentarem sérias limitacdes para estimar o risco
da sua deposicao para os ecossistemas. Além disso, os métodos quimicos exigem um
conhecimento prévio dos grupos de substancias a serem analisados e, portanto, nem todos
0s produtos quimicos potencialmente nocivos serdo monitorizados e ainda fornecem
apenas informagcfes sobre a carga total de poluentes, mas ndo sobre a sua
biodisponibilidade (Domene et al., 2008)

Tendo em conta esta problematica, o presente estudo tentou verificar qual a
toxicidade intrinseca nas lamas de depuracdo para alguns organismos aquaticos
representantes de diversos niveis troficos, avaliando e comparando a toxicidade de lamas
de ETARs sujeitas a diferentes tipos de tratamento, através da realizacdo de ensaios
ecotoxicologicos, utilizando elutriados preparados a partir dessas lamas.

Os resultados obtidos permitiram verificar que as lamas analisadas e testadas sao
efetivamente toxicas, em condi¢des laboratoriais, para todas as espécies testadas,
apresentando diferentes niveis de toxicidade consoante a espécie em estudo. Este Gltimo
facto demonstra a importancia da utilizacdo de uma bateria de testes na avaliagdo da
toxicidade de lamas, tendo em conta que 0s organismos apresentam diferentes
sensibilidades para uma mesma substancia ou mistura toxica.

Os efeitos toxicos das amostras de lamas podem ser minimizados quando estas sao
aplicadas nos solos, tendo em conta os resultados obtidos no ensaio com Daphnia magna
apos incorporacao das lamas em solo OCDE, situacdo que pretendia avaliar uma situagéo
mais semelhante ao que acontece na realidade. No terreno, como aconteceu neste ensaio,
as dosagens por area de terreno sdo menores, podem ocorrer fendmenos de adsorcao,
diminuindo a disponibilidade dos componentes toxicos para 0s organismos e possivel
diluicdo. E por isso importante a realizagio de estudos com amostras ambientais apds
aplicacédo in situ de lamas de ETAR.

De facto, alguns autores defendem que os ensaios a partir de uma abordagem direta
(ensaios em fase solida) sdo a forma mais relevante de se estimar o potencial

ecotoxicologico de lamas de depuracgdo, pois estd mais proximo de situacdes reais, no
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entanto, a maior parte dos estudos publicados utilizaram elutriados ou lixiviados de lamas.
Estes autores criticam também o uso de elutriados para extrapolar os efeitos de aplicagéo
de lamas nos solos porque estes apenas fornecem informagdes sobre a biodisponibilidade
instantanea dos poluentes, nao refletindo sua biodisponibilidade a longo prazo. Quando se
utilizam elutriados em ensaios aquaticos ou em solos terrestres depois de serem
misturados com um solo limpo, os efeitos sinérgicos ou antagdnicos entre poluentes ou
alteracBes na sua biodisponibilidade podem modificar fortemente a toxicidade dos
elutriados em relacdo a dos solos ou lamas originais (Domene et al., 2008).

Com os dados recolhidos ndo é, no entanto, possivel afirmar com toda a certeza que
a diferenca na toxicidade de cada uma das ETARs esteja apenas relacionada com o tipo
de tratamento a que estas lamas séo sujeitas ou se dependera de outros fatores que nao
foram analisados neste estudo, como por exemplo a sua composi¢cao quimica e possivel
variabilidade ao longo do tempo.

A solucdo passara pela realizagdo de estudos mais aprofundados, prolongados no
tempo e que incluam também a andlise quimica dos componentes destas lamas,
importante também para se perceber quais poderdo ser os componentes responsaveis por
todo este nivel de toxicidade. Sugere-se ainda a realizacdo de ensaios através de uma
abordagem direta e indireta por forma a assegurar a real toxicidade das lamas de
depuragéo.
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Figura 19 - Folha de céalculo com a determinacgdo da taxa média de crescimento especifico e da percentagem de inibicdo

de crescimento de R. subcapitata para a ETAR G.



FCUP

(BJPORTO
FACULDADE DE CIENCIAS

C

UNIVERSIDADE DO PORTO

Avaliacdo da Toxicidade de Lamas produzidas em ETAR

94

STFOYET'ET TEEE'T T655YS +0+300°T /00 t
. , BOSTTEO'EY . ._ | sesos0 QZOTET #0+300°T SEO'D g
LEEYOT | EFEVF'TE . 6529610 | cOSSTT . . .
GEDES/E'0T IPOSET ETE5ES +0+300°T /00 z
YoOBZO6F'OT 8EGOE'T 040109 #0+300°T 8400 T
0/046Y2'6T FEEEY'T TESOLE +0+300°T EITO t
) . TT+OLET'ST , ._ | sooest IT/456 +0+300°T EEZT'0 £
QEFET'E | 00T FE . g26+2esT’D | zo20rT . . .
STOTTEE'QE GOTET'T G5t /FE +0+300°T ar0'o z
ETSSHEF'EL 6EEYF'T T59TS4 +0+300°T £60°0 T
TECTS9STT aT+I9'T | 9T¥I0ST #0+300°T £9T°0 ¥
. . T699Z554T . . | TsTEST ZI+6E6 +0+300°T LET'O £
SBTTLEE | #PLELT . LTE9Z90°0 | 28FEST . . .
BFEEETO0T 6LGEY'T o0aros #0+300°T ITT0 T
tLT99E'6T EBIEY'T B0EFES +0+300°T SIT'O T
EBT/PEEET E08T9°T | OS98I +0+300'T +9T'D t
. . | rre8sERES . . | BELSL T | BrEEVET +0+300°T 8rT'0 £
[BEEEY | LTLTE'D — S/T9080'0 | LO6ELT . - -
TOEVLYEQE 2B0E'T GTEELTT +0+300°T 6ET'0 z
LPrOLSL™T tOZEL' T | ETLS08T +0+300°T ET'0 T
0 GEFSET | EST909E +0+300°T TEED t ooy
0 . _ | TzeFe'T | TEDESsT #0+300°T SEE'0 g
v} (1] 6/E6400°0 | 95458 T . . .
0 £098'T SBETOLT +0+300°T EFED z
0 fETOET | To9T9ag +0+300°T BEED T
afesane uoIgIgu afelane [} w
A gy LT = lw/i1=22 Jw/fpEs saye0nday {1/8w)
D__L_ s _.._u.__.___._.ﬂ_hmu_w.m_ HS _M_L_h JUuog _M:.__L_ aUuoD SUQIIBIIU32UOD

4uv13| wElSONY

ereydeaqgns "4 ebje wod soiesuy

Figura 20 - Folha de célculo com a determinacdo da taxa média de crescimento especifico e da percentagem de inibi¢éo

de crescimento de R. subcapitata para a ETAR F.



95

FCUP

Avaliacdo da Toxicidade de Lamas produzidas em ETAR

TSES8LL°6F gT6L08rEE'D| 941591 POHI00T €Z0'0 L
. , 660TOE9'8E . . |9oBETETPTT TEBLOE POHI00°T 10’0 €
ETBEC00SE'S | TEBLLOT'TY - SEESLOTT'O |#E8BTLGLO'T - - -
£909T9t'9¢ 608989Z8T'T 65t LTFE POH300'T 9%0'0 A
LtFB096'ER TB86L60EF0'T B/GBTT POH300'T 1£0°0 T
BLTIBPE0T SOTOTEELY'T S060E8 POH300'T L0T'0 L
, , TS09F9T'vE . . liBsTerszi'T TTOS6E POH300'T z50'0 €
STTTROOB'ET | TTBLOTH'IV . S0L95895'0 | £4BEBTLOT - . -
ROBEERT LD TZTL96809°0 ovTZo YO+H300°T 010’0 T
BOOE0LE iF BO7SEQRLE'0| TSEEET YO+H300°T 9z0'0 T
ATOSS68S'E 9SSBSSPEL'T | PTIBLTT PO+HI00'T LLT'0 ¥
GZSETEE0S L | POTSTOTO'E | SETLELS AT | 8BYO06ET'D | 9FE6FSEET'T |BL64OTHES'T LEELRE YO+H300°T gzZ1'0 T
EPEETOER'S YOTTZETSLT| BL99TRT YO+H300°T vrT'o T
TE0LTEIVES TEEELTRLOT| T9T9EST YO+H300°T 96T'0 ¥
. , LOB9EEEYT . . |BSTOLSPES'T | TLPSETT YO+H300°T E5TD g
BOE/POTTO'Y | TTBLTOLST . SYPLPESEQD |669F0TROS'T - . -
FTLGESHBT LBSEERITST SBiERE POHI00T ZZT0 z
200LLLT°02 BTTIGLSEY' T 209798 POHI00T TIt'o T
. , O¥/SSTE0T . . | PEPETTTLOT| 095F0ST POHI00°T TET0 i 1z
E8TLS0ETS'S | SLETETT YT . g6665Z0T'0 | ssers9865'T - . .
TO80TOST 9TZSTTOES'T T95ELE POHI00T SEZT0 T
. , STTEERSE'S . . | EE00¥S0SL'T | ESLBOST POHI00°T £vZ0 ¥ g9t
BS0ZTTEOT'6 | SEPRLOSTT - SEPTSZLTO |9v6ESSRTIOT . . .
656YT90°6T 98/95905'T 80816 POHI00T gIT0 €
0 YETSERSE'T | EBTO909Z YO+H300°T TEED + 0[043u0]
[} . . |TTZPTEEPE'T| TEDESST PO+HI00°T SZED £
o 0 EELTEL000 |v06ESSLSE'T - . .
[} EL566T998'T | EBTTO0LT POHI00T =5 2=4] z
[} EEFELETOR'T| T99T99F POHI00T gee0 T
afelane uon3igiyu w w
1041315 Riamul Jo413)% afelane ¥4o o 1w/iRo 1w/iRd sy sajed1|day (1/3w)
oiu % Ypnods g |eulsducy | |eniuj Juoy suoljesjuaiIuog

FACULDADE DE CIENCIAS
UNIVERSIDADE DO PORTO

[@PORTO
fiC

¥ dvl3

NHLSONY
erendeaqns o ebje wod sojesul

Figura 21 - Folha de céalculo com a determinagdo da taxa média de crescimento especifico e da percentagem de inibigcdo
de crescimento de R. subcapitata para a ETAR A.
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Tabela 16 - Resultados da andlise ANOVA (uma via) para o ensaio de inibigdo do crescimento de R. subcapitata.

Amostra Valor Z Nivel Significancia Graus de Liberdade
ETAR G 154,939 0,000 20
ETAR F 16,316 0,000 19
ETAR A 10,401 0,000 22

Tabela 17 - Teste de Dunnett (comparag8es mdltiplas) para o ensaio de inibicdo do crescimento em R. subcapitata

Diferenca
Concentracdo | Concentragéo o Erro o Intervalo de
Amostra Media . Significancia :
() J) (1-0) Padréo Confianca 95%
5,9 0,05374 | 0,02655 0,214 (-0,02-0,13)
8,9 -0,02485 | 0,02655 0,825 (-0,10 - 0,05)
ETAR G 13,3 0,0 -0,01941 | 0,02655 0,923 (-0,09 — 0,06)
20,0 -0,51326* | 0,02868 0,000 [-0,59 — (-0,43)]
30,0 -0,55223* | 0,03252 0,000 [-0,64 — (-0,46)]
59 -0,12849 | 0,08464 0,391 (-0,36 — 0,10)
8,9 -0,32274* | 0,08464 0,006 [-0,55 — (-0,09)]
ETARF 0,0
13,3 -0,44954* | 0,08464 0,000 [-0,68 — (-0,22)]
20,0 -0,60249* | 0,08464 0,000 [-0,83 — (-0,37)]
16,2 -0,22901 | 0,15997 0,561 (-0,69 - 0,23)
21,0 -0,25889 | 0,15997 0,443 (-0,72 -0,20)
29,6 -0,28846 | 0,13061 0,178 (-0,67 — 0,09)
ETAR A 0,0
35,5 -0,16401 | 0,14108 0,739 (-0,57 —0,24)
44,4 -0,78572* | 0,13061 0,000 [-1,16 — (-0,41)]
66,7 -0,78183* | 0,13061 0,000 [-1,16 — (-0,40)]

*A diferenca média é significativa no nivel 0,05
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Figura 22 - Folha de calculo com a determinagdo da percentagem de inibigdo de crescimento de frondes e percentagem de

inibicdo de desenvolvimento de biomassa seca em Lemna minor para a ETAR G.
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Figura 23 - Folha de célculo com a determinagdo da percentagem de inibi¢céo de crescimento de frondes e percentagem de

inibicdo de desenvolvimento de biomassa seca em Lemna minor para a ETAR F.
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Figura 24 - Folha de célculo com a determinagdo da percentagem de inibi¢cdo de crescimento de frondes e percentagem de

inibicdo de desenvolvimento de biomassa seca em Lemna minor para a ETAR A.
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Tabela 18 - Resultados da anélise ANOVA (uma via) para o ensaio de inibicdo do crescimento de Lemna minor.

Nivel Graus de
Amostra | Parametro Valor Z Significancia Liberdade
Biomassa 17,943 0,000 19
ETAR G
Frondes 78,492 0,000 19
ETARF | Biomassa 9,654 0,000 19
Biomassa 7,131 0,002 19
ETAR A
Frondes 17,144 0,000 19

Tabela 19 - Teste de Dunnett (comparages multiplas) para o ensaio de inibicdo do crescimento de Lemna minor

" " Diferenca
Concentracao | Concentracéo L Erro : Intervalo de
Amostra Média 5 Sign. .

0] J) (-) Padrao Confianga 95%

0,030902 | 1,000 -0,091 - 0,087

19,8 -0,002240 ( )

296 0083554 | 0:030902 | 0,070 (-0,173 - 0,005)
Biomassa 444 0,0 -0,230611" | 0,030902 | 0,000 | [-0,319-(-0,142)]
66,7 -0,171814" | 0,030902 | 0,000 | [-0,261 — (-0,083)]
ETAR 100,0 -0,169614" | 930002 | 0,000 | [-0,259 — (-0,081)]

G 0,145436 | 0,000 | [-0,139 —(-0,055
198 -0,096734" [ ( )
296 0.176902° | 0145436 | 0,000 | [-0,219 - (-0,135)]
Frondes 44,4 0,0 -0,213129" | 0,145436 | 0,000 [-0,255 - (-0,171)]
66,7 -0,213129" | 0,145436 | 0,000 | [-0,255 — (-0,171)]
100,0 -0.213129° 1 145436 | 0,000 | [-0,255 — (-0,171)]

0,049377 | 0,013 | [-0,319 —(-0,035
19.8 -0,177314° [ ( &
AR 29.6 0201639 | 0:049377 | 0,005 | [-0,344 - (-0,059)]
E Biomassa 44,4 0,0 -0,282334" | 0,049377 | 0,000 | [-0,425 - (-0,139)]
66,7 -0,184654" | 0,049377 | 0,010 | [-0,327 — (-0,042)]
100,0 -0.277317" 1§ 049377 | 0,000 | [0,419 — (-0,135)]

19,8 034183 | 0,022666 | 0,483 (-0,031 - 0,099)

29,6 -0,002338 | 0,022666 | 1,000 (-0,068 - 0,063)

Biomassa 44,4 0,0 -0,032124 | 0,022666 | 0,540 (-0,097 - 0,033)

66,7 -0,058985 | 0,022666 | 0,084 (-0,124 - 0,006)
ETAR 100,0 -0,09712* | 0,022666 | 0,003 | [-0,162 — (-0,032)]

A 19,8 -0,039880 | 0,016711 | 0,124 (-0,088 — 0,008)
29,6 -0,096961* | 0,016711 0,000 [-0,145 — (-0,049)]
Frondes 44,4 0,0 -0,105144* | 0,016711 | 0,000 | [-0,153 — (-0,057)]
66,7 -0,084240* | 0,016711 | 0,001 | [-0,132 - (-0,036)]
100,0 -0,131121* | 0,016711 | 0,000 | (-0,179 — (-0,083)]

*A diferenca média é significativa no nivel 0,05




