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Abstract

This summary provides procedures for implementing the Toxicity Identification and
Evaluation Protocol (TIE, USEPA) in the Laboratério de Ecotoxicologia Aplicado a
Indtstria Minero-metalurgica (LECOMIN). Acute toxicity tests were performed with
the zooplankton Daphnia similis, to evaluate survival (mortality or immobility) for
determining the EC50 (median effective concentration) (ABNT 12713/09). The protocol
was developed in order to identify potential compound or class of compounds causing
toxicity in liquid samples. The first manipulations, pH 3 and 11 adjustment test,
performed with synthetic effluent did not result in reduction or removal of toxicity.
Manipulations, pH 3 and 11 adjustment test, pH 3 and pH11 adjustment/filtration test,
EDTA chelation test and oxidant reduction sodium thiosulfate test, carried out with
fluorine mining waste resulting in increased toxicity in all thiosulfate additions tests and
reducing the toxicity in pH11 adjustment test. This result indicates that the contaminant
(s) causing the toxicity probably is (are) pH-dependent.
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Resumo

Este resumo apresenta os procedimentos para a implantagdo do protocolo de Avaliagao
e Identificacdo da Toxicidade (AIT, USEPA) no Laboratério de Ecotoxicologia
Aplicado a Industria Minero-metalurgica (LECOMIN). Foram realizados ensaios de
toxicidade aguda com o cladocero Daphnia similis, avaliando a sobrevivéncia
(mortalidade ou imobilidade) para a determinacdo da CES50 (concentracdo efetiva
mediana) (ABNT 12713/09). O protocolo foi elaborado de modo a identificar os
possiveis compostos ou classe de compostos causadores da toxicidade em amostras
liquidas. As primeiras manipulac¢des realizadas com efluente sintético, ajuste de pH 3 e
11, ndo resultaram em redug¢do ou remog¢ao da toxicidade. Das manipulagdes, ajuste
para pH 3 e 11, ajuste para pH 3 e pH 11 e filtracdo, adi¢cao de quelante EDTA e adigdo
de oxi-redutor tiossulfato de sodio, realizadas com residuo de bacia de decantacao de
mineracdo de fluor resultaram em aumento de toxicidade em todas as adicdes de
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tiossulfato e redugdo da toxicidade no tratamento com pHI11. Este resultado indica que
o(s) contaminante(s) causador(es) da toxicidade provavelmente ¢ (sao) dependente(s) de
pH.

Palavras chave: Ecotoxicologia, AIT, Efluentes.
1. INTRODUCAO

A ecotoxicologia aquatica é uma sub-divisdo da ecotoxicologia ambiental e tem como objetivo
estimar os efeitos de substancias naturais ou sintéticas lancadas no meio ambiente sobre os
organismos, as populagdes e as comunidades. Contudo, mesmo que a avaliagdo ecotoxicolégica
seja uma ferramenta de grande importancia, no Brasil sdo poucas as exigéncias da legislacdo
com relacdo a ecotoxicidade de despejos de fontes poluidoras. As legislacdes vigentes que
estabelecem os padrdes de lancamento de efluentes e 0 uso de ensaios ecotoxicolégicos em
complemento as tradicionais analises fisicas e quimicas sdo as Resolucbes CONAMA n° 357
(CONAMA, 2005) e sua complementar, a Resolucéo n° 430 (CONAMA, 2011).

Efluentes sdo constituidos de misturas e sua toxicidade pode estar relacionada a um ou mais
grupos de compostos quimicos como metais, amoOnia, compostos organicos, surfactantes,
oxidantes, etc. A identificacdo desses grupos de compostos é importante para que a inddstria
providencie o tratamento adequado para o descarte. Para isso, foram desenvolvidos os testes de
Avaliacdo e Identificacdo da Toxicidade - AIT (em inglés, Toxicity Identification Evaluation —
TIE) que integra ferramentas de analises quimicas, fracionamentos e manipulaces das amostras
e ensaios de toxicidade (USEPA, 1991).

A AIT consiste em submeter amostras a uma série de tratamentos fisicos e quimicos, de modo a
reter ou eliminar grupos de compostos toxicos (USEPA, 1991). E dividida em trés etapas: a
Fase | que tem como objetivo caracterizar as amostras que sdo submetidas a manipulagdes
fisicas ou quimicas, de modo a remover, alterar ou tornar biologicamente ndo disponivel
determinado grupo de agentes tdxicos. A Fase Il ou fase de identificacdo onde sdo realizadas
analises quimicas para identificar os agentes causadores da toxicidade de amostras complexas.
A Fase 111 ou fase de confirmag&o destina-se a confirmar a identificacdo do agente tdxico.

2. OBJETIVOS

Implantar a Fase | do protocolo de Avaliagdo e Identificacdo da Toxicidade no Laboratério de
Ecotoxicologia Aplicado a Inddstria Minero-metaltrgica (LECOMIN) e identificar os possiveis
compostos ou classe de compostos causadores da toxicidade em efluentes de atividades de
mineragao.

3. METODOLOGIA

A toxicidade aguda das amostras foi testada com ensaios com o cladocera Daphnia similis. O
cultivo dos organismos e metodologia dos ensaios seguiu a norma ABNT 12713/2009 (ABNT,
2009). Os ensaios tiveram duragdo de 24-48 horas e 10 organismos por réplica (uma a duas),
com idade de 6 a 24 horas, expostos a diversas concentracfes das amostras. O ensaio avalia
sobrevivéncia (mortalidade ou imobilidade) para a determinacdo da CEs, (concentracdo efetiva
mediana) do efluente que causa mortalidade ou imobilidade a 50% dos organismos testados.



No Quadro 1 estdo os procedimentos, objetivos e técnicas realizados na AlT.

Quadro 1: Fase I: procedimentos realizados, objetivos e técnicas (USEPA, 1991).

Procedimentos/

Objetivos e Métodos

Dias tratamentos
Dial Parametros fisico- Estabelecer condigdes iniciais da amostra
qguimicos
Ensaio Inicial Verificar a toxicidade da amostra e determinar a CEsp jnicia
do efluente em 24 h de exposigdo (CExsy; 24r). Diluigdes nos
valores de 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25% e 3,125% de
efluente mais o controle negativo.
Dia 2-4 Ensaio de Referéncia  Avaliar a degradacdo da amostra ao longo do tempo

(diluigdes iguais as do Ensaio Inicial) e servir de controle
de toxicidade para avaliar a eficiéncia dos tratamentos na
reducéo ou remocao da toxicidade (dilui¢bes nos valores de
4x CEsoi, 24n, 2X CEsoj, 24n, 1X CEspi, 24n € 0,5X CEsgi, 240 Mais
0 controle negativo).

Ajuste do pH inicial
para3ell

Avaliar a influéncia do pH na solubilidade, polaridade,
volatilidade, estabilidade e forma quimica. DiluicGes nos
mesmos valores do Ensaio de Referéncia: para os dois pHs,
efluente bruto e controle positivo, todos ajustados a pH 3 e
11 e controle negativo. ApGs tratamentos reajustar ao pH
inicial para os ensaios.

Ajuste de pH 3 e
11/Filtracéo

Avaliar a toxicidade associada a matéria organica e
complexos metélicos dependentes do pH. Dilui¢cbes nos
mesmos valores do Ensaio de Referéncia para os dois tipos
de pHs mais controle positivo todos ajustados a pH 3 e 11.
As filtragdes do efluente tratado é realizada antes dos pHs
serem reajustados ao pH inicial para 0s ensaios.

Adicao de &cido
etilenodiamino
tetraacético (EDTA -
quelacgio)

Avaliar a toxicidade de metais catidnicos bivalentes. Ensaio
de adicéo de diluicdo de EDTA com diluicdes de efluentes
a 4x CEsoj, 24n, 2X CEspi 24n € 1X CEsp; 24n que recebem cada
uma quantidades de 0,2x, 0,05x e 0,0125x da CEs, do
EDTA para 0s organismos-teste.

Adicéo de tiossulfato
de sddio (Na,S,0; —
oxireducao)

Avaliar a toxicidade de compostos oxidaveis (cloro e
derivados, 0zénio, brometos e iodetos). Ensaio de adigédo de
diluicBo de tiossulfato onde sdo utilizadas as mesmas
diluicbes do Ensaio com EDTA que recebem quantidades
de 0,5x, 0,25x e 0,125x da CEsy do tiossulfato para os
organismos-teste.

A reducdo ou ndo da toxicidade, como resultado dos tratamentos, é confirmada por comparagao
com o resultado de um ensaio com a amostra bruta (ensaio de referéncia), realizado
concomitantemente. Deste modo, o ensaio de referéncia é usado como um “controle de
toxicidade” dos ensaios com as amostras tratadas. Ele também permite a avaliacdo da toxicidade



temporal da amostra quando se compara seus resultados aos obtidos no ensaio inicial (Quadro
1).

Os controles, com &gua de diluicdo (Meio MS, ABNT, 2009), foram realizados para: a)
validacdo dos ensaios — controle negativo (ABNT, 2009) e b) verificagdo de toxicidade artificial
decorrente da manipulacdo da amostra e a qualidade (auséncia de contaminacdo) das solucBes
utilizadas — controle positivo. Porém, os resultados obtidos da toxicidade dos controles positivos
(dgua de diluicdo + acido e/ou base) e dos efluentes com mesmos volumes e concentragbes dos
acidos e bases adicionados ndo sdo comparaveis devido as diferentes composicdes de ambos. O
controle positivo representa uma indicacdo de toxicidade se a toxicidade do efluente tratado
aumentar em relacdo ao ensaio de referéncia.

A primeira amostra testada foi um efluente sintético (Efluente 1) com o0s seguintes metais em
solucdo: mercurio (mercurio iénico - 0,01 ppm), cobre (cloreto de cobre - 1 ppm) e cadmio
(cloreto de cadmio — 0,2 ppm). A segunda amostra testada foi um solubilizado de residuo sélido
de mineracdo de fltor, seguindo a proporcdo 1:6 (285 g residuo: 1,714 L &gua ultrapura)
(ABNT, 2004).

O programa estatistico utilizado para a obtencdo das CEs, foi 0 Trimmed Spearman-Karber
Method e para comparacdo entre resultados o Toxstat 3,5.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As manipulacbes realizados nesta fase do processo de implementacdo da AIT no Lecomin
fazem parte de um conjunto maior de técnicas que ainda serdo implantadas. Todo o conjunto de
manipulagdes requer treinamento e este estudo representa um primeiro momento onde foi dada
prioridade ao dominio de algumas destas técnicas. As outras técnicas ja estdo sendo estudadas.
Essa metodologia vem sendo aplicada em outros paises, mas no Brasil sdo poucos 0s
laboratorios que comecgaram sua utilizagcdo. Tem se mostrado uma boa ferramenta para
identificacdo do agente toxico em efluentes, alertando as empresas para agdes corretivas em
seus tratamentos e processos de modo a atenderem a legislagéo.

4.1 Efluente 1:

A CEsp, 241 do ensaio inicial para o efluente 1 foi de 16,49%, com intervalo de 95% de confianca
de 14,99 e 18,15%.

Né&o foi observada diferencga significativa entre os resultados do ensaio inicial e do ensaio de
referéncia (ANOVA, F = 2,1333, p = 0,1823), demonstrando que o efluente manteve sua
toxicidade original ao longo do tempo de realizagdo das manipulagdes.

O ensaio de referéncia (controle da toxicidade) e as manipulacBes de ajuste de pH foram
realizados com as seguintes diluicBes: 66% , 33%, 16,5% e 8,25%. Os volumes totais de
solugbes de ajuste utilizadas para a mudanga de pH inicial para 3 e 11 e o retorno ao pH inicial
(ap6s 2 horas) adicionados ao controle positivo foram 0,61 mL de HCL (0,01; 0,1 e 1 N) e 0,66
mL de NaOH (0,01; 0,1 e 1 N).

Os tratamentos ndo foram significativamente diferentes do ensaio de referéncia (ANOVA, F =
0,0715, p = 0,9314). As manipulacGes realizadas ndo resultaram em reducdo ou remogdo da
toxicidade, ou seja, a toxicidade das concentracbes dos metais utilizados para o efluente
sintético ndo foram afetadas pela mudanca de pH.

4.2 Efluente 2:

A CEs, 24n do ensaio inicial para o efluente 2 foi de 12,60%, com intervalo de confianga de 3,73
e 42,52%. Néo foi observada diferenca significativa entre os resultados do ensaio inicial e do
ensaio de referéncia (ANOVA, F = 1,9361, p = 0,1810), demonstrando que o efluente manteve
sua toxicidade original ao longo do tempo de realizacdo das manipulacdes.

O ensaio de referéncia (controle da toxicidade) e as manipulacdes de ajuste de pH foram
realizados com as dilui¢des: 50%, 25%, 12,5% e 6,25%. Os volumes totais de solugfes de ajuste
utilizadas para a mudanca de pH inicial para 3 e 11 e o retorno ao pH inicial (ap6s 2 horas)



adicionados ao controle positivo foram 1,65 mL de HCL (0,01; 0,1 e 1 N) e 1,25 mL de NaOH
(0,01;0,1e 1 N).

Na etapa de ajuste de pH3 e pH11, o tratamento com o pH11 foi significativamente diferente do
ensaio de referéncia (ANOVA, F = 5,4000, p = 0,0288; teste de Tukey = 3,9490, s = 0,0264). A
manipulacdo realizada resultou em reducdo da toxicidade, aumentando a sobrevivéncia dos
organismos-teste. Esses resultados podem ser explicados pela presenca de contaminante(s)
dependente(s) de pH, tais como sulfetos, cianetos, aménia, metais e compostos organicos. Os
tratamentos de ajuste de pH3 e pH11/filtracdo ndo foram significativamente diferentes do ensaio
de referéncia (ANOVA, F = 3,3380, p = 0,0823).

Os tratamentos com adicdo de EDTA néo foram significativamente diferentes do ensaio de
referéncia (ANOVA, F =2,5802, p = 0,1262), indicando que ndo houve mudangas na toxicidade
nem na mortalidade dos organismos-teste.

Os tratamentos de oxi-reducdo com o tiossulfato de sodio foram significativamente diferentes
do ensaio de referéncia (ANOVA, F = 22,3056, p = 0,0003). Nos resultados do teste de Dunnett
realizados, a concentracdo de 0,46 mg/L de Na,S,0; foi significativamente diferente do ensaio
de referéncia, t = 7,7567, p > 0,05, bem como as demais adi¢des de 0,23 mg/L t =5,7155, p >
0,05 e 0,116 mg/L, t= 5,7155, p > 0,05. Nestas adi¢cGes ocorreu aumento da mortalidade dos
organismos, ou seja, as concentracdes adicionadas de tiossulfato as diluigdes de efluente foram
toxicas aos organismos-teste.

5. CONCLUSOES

Apenas no tratamento com ajuste de pH para 11 foi observada reducdo da toxicidade aguda para
o cladocera Daphnia similis, indicando que o(s) contaminante(s) € (sdo) dependente(s) de pH,
tais como sulfetos, cianetos, amdnia, metais e compostos organicos. Esses resultados serdo mais
bem discutidos apds a caracterizacdo quimica (em andamento) do solubilizado e das fracfes
produzidas nos tratamentos.
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