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Resumo

Neste trabalho pretende-se fazer a avaliagdo da sensibilidade de gastropodes
macroinvertebrados da familia Lymnaeidae ao ido nitrato (NO3'). Estudar o teor de ido nitrato
a montante e a jusante da ETAR (esta¢do de tratamento de aguas residuais) do Alto Nabéo,
localizada na freguesia de Formigais, concelho de Ourém, distrito de Santarém para perceber
se este contaminate é a causa da ndo existéncia deste organismo nesse local. Pretende-se
assim a utilizacdo desta espécie de gastrépode como bioindicador para aferir o impacto
ambiental causado pelos efluentes da ETAR. Sabe-se que a eutrofizacdo, as escorréncias de
efluentes contaminados e a poluicdo genérica dos ambientes I6ticos produz o declinio de

espeécies destes macroinvertebrados.

Para esta avaliacdo sera realizada a recolha de gastropodes no rio nab&o junto a ponte do
Prado, a recolha de 4gua para diluicdo no mesmo local para a determinacdo da concentracao
méaxima de nitratos sem efeito observavel (NOEC) e da concentracdo minima com efeito
observavel (LOEC) usando os respetivos gastrépodes como bioindicadores, utilizando os
métodos estatisticos adequados (prova a normalidade de erros de Shapiro-Wilk, prova a
homogeneidade de variancia de Levene, analise de variancia ANOVA e prova de
comparacdo multipla Dunnett). Pretende-se ainda determinar a concentracao de nitratos que
produzem a morte de 50% da populacdo (LCs,) utilizando o método estatistico Litchfield-

Wilcoxon.

No final de toda esta metodologia e respetiva avaliacdo pretende-se conhecer o impacto
ambiental do tratamento de aguas pela ETAR do alto Nabdo bem como comparar os
resultados com outros ja publicados para analisar as consequéncias ambientais do efluente
da ETAR ao longo do tempo.

Concluiu-se que ndo € a concentracdo de ido nitrato a responsavel pela inexisténcia de
gastrépodes da espécie estudada no percurso do rio entre a ETAR do Alto Nabéo e o Agroal,
isto pode ser devido a sazonalidade do curso de agua que seca no periodo estival no seu

percurso a montante do Agroal.

Palavras-chave: gastropodes bioindicadores da familia Lymnaeidae; ETAR (estacdo

de tratamento &guas residuais), nitratos (N O3 ); ensaios ecotoxicologicos.
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Abstract

This work is intended to make the evaluation of benthic gastropods sensitivity of
Lymnaeidae family to nitrate ion (NO3'). To study the nitrate ion concentration upstream and
downstream of the WWTP (wastewater treatment plant) the high Nab&o located in the town
of Formigais, Ourém municipality, Santarém district to understand if the presence os this ion
in the vicinity is the cause for the absence of the studied organism. This is intended to the
use of this species of gastropod as bio-indicators to assess the environmental impact caused
by effluents of the WWTP. It is known that eutrophication, the runoff of contaminated
effluents and the general pollution of lotic environments produce the decline of species of
these macroinvertebrates. For this evaluation will be carried out gastropods collection in
Nabdo river in the Prado bridge, water harvesting for dilution in the same place,
ecotoxicological tests to determine the maximum concentration of nitrates with no observed
effects (NOEC) and minimum observed effect concentration (LOEC) using the respective
gastropods as biomarkers using appropriate statistical methods (proof of normality Shapiro-
Wilk errors, proof of homogeneity of variance Levene, ANOVA and Dunnett multiple
comparison test). Another objective is to determine the concentration of nitrates which cause
the death of 50% of the population (LCs,) using the statistical method Litchfield-Wilcoxon.
At the end of all this methodology and respective assessment is intended to meet the
environmental impact of water treatment by treatment plants of high Nabdo and compare the
results with other published to analyze the environmental consequences of the WWTP

effluent over time.

We conclude that it is not the concentration of nitrate ion responsible for the absence of
species of gastropods studied in the river route between the WWTP of the High Nab&o and
Agroal, this may be due to seasonality of the watercourse that drought in the summer period

his journey upstream Agroal

Keywords: biomarkers of gastropods Lymnaeidae family; WWTP (Waste Water

Treatment Station), nitrate (NO3'); ecotoxicological tests.
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CBOs — Caréncia bioguimica de oxigénio.
CQO — Caréncia quimica de oxigénio.

ECso- A concentragdo que tem efeito em 50% dos organismos testados estimada
graficamente ou por meios computacionais. Este parametro e normalmente usado em efeitos

que ndo causam a morte.
ETAR — Estacdo tratamento de aguas residuais.
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estimada graficamente ou por meios computacionais. Taxas de crescimento de algas,
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IVL — indice volumétrico de lamas.

LCs, - A concentracdo que causa mortalidade de 50% dos organismos testados estimada

graficamente ou por meios computacionais.

LDs, - A dose que causa mortalidade de 50% dos organismos testados estimada graficamente

Ou por meios computacionais.
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LOEL - Nivel com efeitos minimos observaveis determinado por métodos graficos ou

estatisticos.
M — Molaridade ou massa molar.

MATC - Concentragdo minima admissivel de toxico determinado por métodos graficos ou
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MTC - Concentracdo minima de fundo determinado por métodos graficos ou estatisticos.
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NOAEC - Concentracdo com efeitos adversos ndo observaveis determinado por métodos
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NOAEL - Nivel com efeitos adversos ndo observaveis determinado por métodos graficos
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NOEC - Concentracdo com efeito ndo observavel determinado por métodos gréficos ou

estatisticos.

NOEL - Nivel com efeitos ndo observaveis determinado por métodos graficos ou
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NTK —Azoto total Kjeldhal.

ODs — Oxigénio dissolvido na amostra ap0s incubacao.

OD; — Oxigénio dissolvido na amostra 15 minutos depois da preparacao.

pH — Potencial hidrogenionico.

Ppm — Parte por milh&o.

SST — Sélidos suspensos totais.
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UV — Ultravioleta.
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1. Introducéo

Este trabalho foi realizado no @mbito do relatério de estagio do mestrado de tecnologia
quimica, da escola superior de tecnologia do Instituto Politécnico de Tomar. Pretende-se
avaliar a sensibilidade de gastrépodes da familia Lymnaeidae a nitratos (NO3) através da
determinacdo da concentracdo letal para metade da comunidade (LCso) e da concentracdo
mais alta que ainda ndo provoca efeito (NOEC) e mais baixa que j& provoca efeito (LOEC).
Efetuaram-se ainda analises as aguas a montante e a jusante da ETAR (estacdo de tratamento
de aguas residuais) do Alto Nabdo, localizada na freguesia de Formigais, concelho de
Ourém, distrito de Santarém. Estas analises servem para comparar as concentracdes
ambientais com as que foi necessario usar para as concentracfes de laboratorio. Servem
ainda para comparar com outras andlises efetuadas em outros pontos de amostragem
anteriormente estudados. Um objetivo importante do trabalho é verificar se esta espécie pode

ser utilizada como bioindicador do impacte ambiental da ETAR do Alto Nabao.

Para uma correta avaliacdo deste estudo é relevante o conhecimento teérico dos
gastropodes invertebrados e suas propriedades como bioindicadores da qualidade da
agua, o funcionamento e tratamentos efetuados na ETAR do Alto Nabdo bem como a

forma como os nitratos podem afetar o meio ambiente ribeirinho.

1.1. Contaminantes

A presenca de nutrientes na dgua é parte dos ciclos normais na natureza e para a maioria
dos nutrientes vegetais ndo tém sido relatados problemas em relacdo a niveis
excessivos. O problema de contaminagdo fica restrito a alguns micronutrientes,
principalmente ao azoto (N) e ao fosforo (P), que em formas moleculares combinadas

originam fosfatos e nitratos, respetivamente.



1.1.1. Azoto

No ciclo de azoto na biosfera, este nutriente alterna entre varias formas e estados de
oxidacdo, como resultado de diversos processos bioquimicos. No meio aquatico o azoto

pode ser encontrado nas formas apresentadas na Tabela 1 (\Von Sperling, 2005).

Tabela 1- Formas predominantes de azoto (Von Sperling, 2005).

Forma Formula Estado de oxidagéo
Azoto molecular N, 0
Azoto orgéanico Variavel Variavel
Amoniaco livre NH; -3
I&0 amonio NHf -3
l&0 nitrito NO; +3
l&o nitrato NO3 +5

Das diversas formas de azoto presentes na natureza, o amoniaco (NH;) e em especial 0
nitrato (NO3) podem ser causas da perda da qualidade da &gua.

O amoniaco presente em elevadas concentracdes na dgua torna-se letal para os peixes devido
a sua toxicidade, mas quando originada no solo ou aplicada via fertilizantes tende a ser
rapidamente convertido em aménio (NH,) e esse, por sua vez, é convertido em nitrato pelo
processo microbiano de nitrificagéo.

Deste modo o nitrato é a principal forma de azoto associado a contaminacéo da agua pelas
atividades agropecuérias. Este ido nitrato (NO3) é fracamente retido nas cargas positivas dos
coloides, tende a permanecer mais em solucdo, principalmente nas camadas superficiais do
solo, onde a matéria organica acentua o caracter eletronegativo da fase sélida, repelindo-o,
e os fosfatos aplicados na adubacdo ocupam as cargas positivas disponiveis. (Bhumbla,
2015).

Na fase aquosa do solo, o nitrato fica muito propenso ao processo de lixiviagdo o que pode

causar elevadas concentragOes dos teores de nitrato nas aguas profundas. Elevados teores de



nitratos na agua sdo indicativos de risco potencial para a presenca de outras substancias
indesejaveis, tais como moléculas sintéticas utilizadas na agricultura (Nugent et al., 2015).
Ao nivel da poluicao das dguas 0 azoto é um elemento indispensavel ao crescimento de algas
podendo conduzir a processos de eutrofizagéo.

Nos processos de conversdo de amoniaco em nitrito, e em seguida do nitrito em nitrato
(nitrificacdo) existe consumo de oxigénio dissolvido no corpo de &gua, estando este mesmo
nitrato associado a doengas como a meta-hemoglobinemia.

Ao nivel do tratamento de esgotos 0 azoto € um elemento indispensavel para o crescimento
dos microrganismos responsaveis por esse tratamento, que no processo de nitrificagdo é
responsavel pelo consumo de oxigénio e de alcalinidade.

No processo de conversdo do nitrato em azoto gasoso (desnitrificacdo) que eventualmente
ocorra em uma estacdo de tratamento (ETAR), implica economia de oxigénio e alcalinidade
quando realizado de forma controlada ou deterioracdo do processo de sedimentacéo da lama
quando n&o controlado, devido a aderéncia de bolhas de N2 (azoto molecular) aos flocos em
sedimentacdo.

Num curso de agua, a determinacdo da forma predominante de azoto pode fornecer
indicacdes sobre o0 estado de contaminagé@o ocasionado por alguma entrada de efluente ndo
tratado a montante. Se esta polui¢cdo for recente, 0 azoto estard basicamente na forma de
azoto organico ou amoniaco e, se antiga, basicamente na de nitrato (as concentragdes de
nitrito sdo normalmente mais reduzidas), desde que se tenha, no meio em questdo, o
suficiente de oxigénio dissolvido para permitir a nitrificacdo.

Podem-se visualizar estas situacdes na forma generalizada na tabela 2.



Tabela 2-Distribuicao relativa das formas de azoto segundo distintas condi¢fes (Von Sperling, 2005.)

Condicao Forma predominante de azoto
Esgoto bruto Azoto organico
Amoniaco
Poluigdo recente em um curso de gua Azoto orgénico
Amoniaco
Estagio intermediario de poluicdo num Azoto organico
curso de agua Amoniaco

Nitrito (em menores concentracgdes)

Nitrato
Polui¢do remota num curso de agua Nitrato
Efluente de tratamento sem nitrificacdo Azoto organico (em menores
concentragoes)
Amoniaco
Efluente de tratamento com nitrificacéo Nitrato
Efluente de tratamento com ConcentracOes mais reduzidas de todas as
nitrificacdo/desnitrificacdo formas de azoto.

No esgoto doméstico bruto, as formas predominantes sdo o0 azoto organico e o amoniaco. O
amoniaco tem sua principal origem na ureia, que é rapidamente hidrolisada e raramente
encontrada no esgoto bruto. Estes dois, conjuntamente, sdo determinados em laboratério
pelo método Kjeldahl, constituindo o assim denominado azoto total Kjeldahl (NTK). A
maior parte do NTK no esgoto doméstico tem origem fisioldgica.

Em resumo, tem-se as equacdes (equaciol):

NTK = amoniaco + Azoto organico (forma predominante no esgoto domestico)
NT = NTK + NO; + NO3 (azoto total)



A distribuicdo do azoto no esgoto bruto pode ser representada na forma esquemaética
ilustrada na Figura 1. Observa-se que a fracdo das formas oxidadas - NOx (nitrito + nitrato)
é desprezavel em esgoto doméstico. O NTK pode ser ainda dividido numa fracdo soltvel
(dominada pelo amoniaco) e numa fracdo particulada (associada aos solidos em suspensao
organicos - 0 azoto participa na constituicdo de praticamente todas as formas de matéria

organica particulada do esgoto).

MO MOx MOx
Amoniaco
NTK
solivel
N total NTE
N org NTK
particulado

Figura 1- Distribui¢do das formas de azoto no esgoto doméstico bruto.

O amoniaco existe em solucéo tanto na forma de ido aménio (NH;) como na forma livre,

ndo ionizada (NH;), de acordo com o seguinte equilibrio dindmico (equacéo 2):

NH, + H+ < NH}
NH;: amoniaco livre

NH,: amoniaco ionizado

A distribuig&o relativa assume a seguinte forma em funcgéo dos valores de pH:
« pH < 8 Praticamente todo o0 amoniaco na forma de NH .
« pH = 9,5 Aproximadamente 50% na forma NH; e 50% na forma NH; .

* pH > 11 Praticamente todo o amoniaco na forma de NH;.



Na forma préxima da neutralidade, 0 amoniaco apresenta-se ionizado. Isto tem importantes
consequéncias ambientais, pois 0 amoniaco livre € toxico para 0s peixes mesmo em baixas
concentracdes. A temperatura do liquido influi também nesta distribuicdo. Na temperatura
de 25° C, a proporcao de amoniaco livre em relacdo ao amoniaco total € aproximadamente
0 dobro em relacdo a temperatura de 15° C.

Os problemas associados ao excesso de azoto na agua sdo a eutrofizacdo das aguas,
problemas de saide animal principalmente ruminantes, que apresentam certas bactérias no
trato intestinal que convertem nitrato em nitrito, levando a uma forma de envenenamento e
também, na salide humana principalmente nos menores de seis meses de idade que possuem
bactérias no trato intestinal que convertem, nitrato em nitrito. Quando o nitrito alcanca a
corrente sanguinea, reage com a hemoglobina formando o composto meta-hemoglobinemia
que reduz a capacidade do sangue de transportar oxigénio. Nesta situacdo a crianca pode
sofrer asfixia e ficar com a pele azulada, o chamado “sindrome do bebé azul”. Estudos
recentes demonstram que altas concentragdes de nitrato tém sido associadas ao
desenvolvimento de cancro do estdmago e do esdfago pela formacdo de N-nitrosaminas, um
potente agente cancerigeno derivado da interacdo do nitrito com aminas secundarias (\Von
Sperling, 2005).

1.1.2. Eutrofizacdo dos corpos de agua superficiais

A eutrofizacdo é o enriquecimento do meio aquatico com nutrientes que causa crescimento
de organismos e plantas, tanto plancténicas como enraizadas, que podem atingir niveis tais
que podem causar interferéncias ao bom funcionamento dos cursos de agua. Normalmente,
0 maior factor de preocupacdo sao as algas, cujo crescimento depende da contribuicdo de
nutrientes como azoto e fésforo. Em condigdes de elevada eutrofizacdo, as algas poderao
atingir superpopulac@es. O processo de eutrofizacdo pode ocorrer em corpos de dgua naturais
(tais como lagoas, lagos, rios e ribeiros de baixa velocidade), ou artificiais (tais como

reservatorios e represas).

Os problemas desta eutrofizagdo residem nos seus efeitos indesejaveis, nomeadamente:
e Problemas estéticos que diminuem o uso da agua para recreio e consequente reducéo

geral na atracdo turistica, devido a frequentes florescimentos das algas.



Crescimento excessivo da vegetacdo, distdrbios com mosquitos e insetos e eventuais
maus odores devido ao gas sulfidrico libertado pelo metabolismo das bactérias
presentes nesse ecossistema.

Problemas ao nivel das condi¢cdes anaerdbias no fundo do corpo de dgua, pois ha uma
elevacdo da concentracdo de bactérias heterotroficas que se alimentam da matéria
organica das algas e de outros microrganismos mortos, consumindo oxigénio
dissolvido do meio liquido.

No fundo do corpo de agua predominam condi¢cGes anaerobias devido a
sedimentacdo da matéria organica e a reduzida penetracdo do oxigénio nestas
profundidades, bem como a auséncia de fotossintese (auséncia de luz). Com a
anaerobiose, predominam condigdes redutoras, o que torna o ferro e 0 manganés mais
sollveis, resultando em problemas no abastecimento de agua. Estas condicdes
também sdo ideais para a solubilizacdo dos fosfatos, 0 que representa uma fonte
interna deste nutriente para as algas.

Problemas com eventuais mortandades de peixes devido a toxicidade do amoniaco
em condicdes de pH elevado (frequentes durante os periodos de elevada fotossintese,
em consequéncia da remoc¢do da acidez carbénica). O amoniaco apresenta-se em
grande parte na forma livre (NHs), toxica para 0s peixes, ao invés de na forma
ionizada (NH;') ndo toxica.

Problemas com a subida dos custos de tratamento da agua devido a presenca
excessiva de algas e devido a necessidade de remogdo das préprias algas, remogao
de cor, remocdo de sabor e odor, maior consumo de produtos quimicos e lavagens
mais frequentes dos filtros.

Aumento dos custos para o abastecimento de &gua industrial devido a razbes
similares as anteriores e também devido aos depdsitos de algas nas aguas de
arrefecimento.

Problemas com a toxicidade das algas, rejeicdo da dgua para abastecimento humano
e animal devido a presenca de secrec¢des toxicas de cianobactérias (ciano toxinas).
Problemas na modificacdo da qualidade e quantidade de peixes de valor comercial.
Problemas na reducdo da navegabilidade e da capacidade de transporte. O
crescimento excessivo de macrofilas enraizadas interfere na navegabilidade,

arejamento e capacidade de transporte do corpo de agua, podendo comprometer o



sistema de drenagem urbana e ocasionar inundagdes e enchentes na area de
abrangéncia da bacia hidrografica (Branco, 1978; Branco e Rocha, 1979; Von
Sperling, 2005).

Esta eutrofizacdo pode ser controlada por duas categorias genéricas de medidas: as medidas
preventivas e as corretivas.

Nas medidas preventivas ha o controlo do esgoto, controlo da drenagem pluvial, incluindo a
questdo dos residuos sélidos e o controlo do uso do solo na bacia, sobretudo quanto a
utilizacdo abusiva de adubos na agricultura e pecuéria.

Nas medidas corretivas ha um controlo de processos quimicos, biolgicos e mecanicos.

As medidas preventivas podem incluir estratégias relacionadas com o controlo dos esgotos
ou com a drenagem pluvial. Quanto ao uso excessivo de adubos na bacia hidrografica, trata-
se de uma questdo de educacao, normalizacdo, fiscalizagdo e vigilancia.

O controlo dos esgotos pode ser realizado de diversas maneiras, como o tratamento do esgoto
com remocao de nutrientes, tratamento convencional do esgoto com lancamento a jusante
do curso de agua e exportacdo do esgoto para outra bacia hidrogréfica, seguida por

tratamentos convencionais (Thomann e Mueller, 1987; Von Sperling, 1995).

1.2 Remocdao de nitratos

Existem trés processos bioldgicos fisiologicamente diferentes envolvidos no
desaparecimento de nitratos na natureza (Robertson e Kuenen,1992; Tiedje, 1988; Zumft,
1992): a reducdo de nitrato a azoto (desnitrificacdo), o uso de nitrato como fonte de azoto
(assimilacdo) e a reducdo de nitrato para amoniaco (amonificacdo) (Akunna et al., 1993).
Apenas a desnitrificagdo contribui para a eliminacdo do azoto no ecossistema. Nesta
desnitrificacdo, ocorrem reacGes onde se formam produtos gasosos como o 6xido nitrico ou

oxido nitroso (Kuenen, 1992).

1.2.1 Bactérias envolvidas na remocao de nitratos

Vérias bactérias desnitrificantes sdo conhecidas como tendo esta capacidade de degradacéo.

A bactéria Thiobacillus sp. possui a capacidade de crescer numa elevada gama de sulfuretos



alilicos como a unica fonte de carbono/energia. A bactéria Pseudomonas sp. transforma
triaminotolueno num produto desconhecido durante a desnitrificacdo com glucose (Preuss
et al.,, 1993). As bactérias desnitrificantes Paracoccus denitrificans e Thiosphaera
pantotropha sdo muito semelhantes geneticamente (Ludwig et al.,1993). A T. pantotropba,
outra bactéria desnitrificante utiliza simultaneamente o oxigénio e o nitrato como aceitador
terminal de eletrdes em ambientes com escasso teor de oxigénio dissolvido (Thomsen et al.,
1993).

1.2.2 Remocéao de nitratos em sistemas técnicos (ETAR)

Se as aguas residuais a serem tratadas possuirem concentracOes de nitrato significantes, um
processo de desnitrificagdo anaerdbica pode ser usado para a remoc¢do desses nitratos,
evitando a necessidade de adi¢cdo de um eletrdo doador. Se necessario 0 amoniaco restante
pode ser entdo mais nitrificado/desnitrificado (Delentoft,1991).

Muitas das vezes a remoc¢do simultanea de nitratos e fosfatos é conseguida combinando
processos biolégicos de remogdo de azoto com quimicos precipitadores de fosfatos. A
combinacdo de tratamentos bioldgicos de remocdo de nitrato e fosfato simultaneamente é
igualmente eficiente. Numa ETAR é possivel ter efluentes aceitaveis ao nivel da
concentracdo de azoto e fosforo usando inteligentemente zonas aerobicas e anaerobicas por
arejamento intermitente (Draaijer e van Bergen, 1993; Farchill et al., 1993).

Bactérias desnitrificadoras podem também ter a capacidade de acumular excesso de fosforo,
0 que sugere que o nitrato pode ser usado em vez do oxigénio para a remocdo biol6gica de
fosfato (Kuba et al.,1993; Kerrn-Jespersen e Henze, 1993).

Uma das formas de remocdo de nitrato é através de uma resina de permuta idnica,
subsequentemente a remocao de nitrato da resina é realizada com cloreto de sédio, dai resulta
uma salmoura de altissima concentracdo de nitrato de sodio que pode ser desnitrificada e
reutilizada (Clifford e Liu, 1993). Esta demostrado que o hidrogénio produzido por eletrélise
pode ser usado para desnitrificar bactérias quimioautotréficas imobilizadas sobre um catodo
para remover baixas concentragdes de nitrato da agua potavel (Sakakibara e Kuroda, 1993).
O tratamento bioldgico na remocao de nitratos pode ser uma fonte de contaminacdo de
patogénicos em agua potavel para consumo humano, logo é necessario um tratamento

posterior para garantir a qualidade dessa agua (Liessens et al., 1993).



1.3 Bioindicadores da qualidade da agua

Historicamente, os indicadores de stresse antrdpico utilizados em ecossistemas fluviais
foram sobretudo pardmetros quimicos relacionados com poluentes dissolvidos ou em
suspensdo na agua; a avaliacdo da qualidade da agua consistia essencialmente na analise de
contaminantes quimicos e organicos, com origem em fontes pontuais e difusas, assumindo-
se que estes se relacionavam diretamente com a qualidade bioldgica dos ecossistemas
(Cortes et al., 2002).

Estas andlises, mesmo sendo de grande precisdo, apresentam o problema de apenas
testemunharem as condicdes instantaneas da agua (Alba-Tercedor e Sanchez-Ortega, 1988),
permitindo avaliar o estado de degradacdo mas sem considerar qualidade ecoldgica dos
ecossistemas (INAG, I.P., 2008).

Foi entdo no inicio da década de 1970 que se comecou a discutir a avaliacdo integrada da
qualidade da agua, que até entdo era apenas baseada em critérios quimicos, fisicos e
bacterioldgicos. Esta tradicional avaliacdo da qualidade da agua era insuficiente para atender
aos usos multiplos dessa mesma agua, na sua qualidade estética, de recreio e ecoldgica dos
ecossistemas fluviais (Buss et al., 2003). Estes aspectos requerem uma analise integrada da
qualidade da agua, que considere ndo apenas as metodologias tradicionais de avaliacdo, mas

0s aspetos bioldgicos dos ecossistemas (Metcalfe-Smith, 1994).

As comunidades bioldgicas respondem a todas as alteracfes que ocorrem nos ecossistemas
fluviais e nas suas bacias de drenagem e integram os efeitos de diferentes agentes de stresse,
tais como redugdes na concentracdo de oxigénio, excesso de nutrientes, presenca de
quimicos téxicos, aumento da temperatura, aumento da carga sedimentar e degradacdo do
habitat. Como resultado refletem, com maior precisao, uma vasta gama de perturbacdes e
gradientes de impacto no habitat do que os elementos quimicos de qualidade individual, que
ndo apresentam qualquer relacdo consistente com a qualidade bioldgica dos ecossistemas
(Cortes et al., 2002).
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O principio fundamental da biomonitorizacao é que os organismos refletem as condic¢des do
meio onde vivem, e que qualquer tipo de mudanca que ocorra no ambiente implicard uma

mudanca em algum atributo das comunidades biolégicas (Day, 2000).

1.3.1 Gastropodes macroinvertebrados como bioindicadores

Os gastropodes invertebrados apresentam grande importancia ecolégica em ambientes
aquaticos continentais, devido a sua participa¢do nas cadeias alimentares e como sendo um
dos elos principais das estruturas troficas dos ecossistemas. Ao longo dos anos cada vez mais
estudos se focam neste tipo de organismos devido a sua utilizacdo em avaliagdes de
monitorizagdo ambiental, fornecendo dados relevantes acerca da qualidade sanitéria dos
meios aquéticos (Eaton, 2003; Silveira e Queiroz, 2006).

Estes gastropodes aquaticos sdo compostos por inimeras espécies diversificadas, sendo a
sua distribuicdo e abundancia influenciadas por fatores biogeograficos e caracteristicas do
ambiente, tais como, o tipo de sedimento, teor de matéria organica, profundidade, variaveis
fisicas e quimicas da &gua e presenca de macrofilas (Carvalho e Uieda, 2004; Smith et
al.2003, Vidal-Abarca et al., 2004). Assim estes organismos tém sido utilizados como
bioindicadores da qualidade da 4gua, pois em condi¢des ambientais especificas, como niveis
diferenciados de poluicdo, os grupos mais resistentes podem se tornar dominantes e 0s mais
sensiveis raros ou ausentes. Estes macroinvertebrados sdo mais utilizados nas avaliacdes de
efeitos de impactos antrdpicos sobre o ecossistema aquatico, pois apresentam uma serie de
vantagens como: diversidade de formas de vida e de habitats, podendo ser encontrados em
praticamente todos os tipos de ambientes aquaticos; mobilidade limitada, fazendo com que
a sua presenca ou auséncia esteja associada a condi¢@es do seu meio aquatico; presenca de
espécies com ciclo de vida longa em relacdo a outros organismos, possibilitando a
visualizacdo temporal dos efeitos antropogénicos sobre a comunidade; facilidade de uso em
condicBes experimentais (Bicudo e Bicudo, 2004); s&o abundantes e relativamente faceis de
amostrar; sdo sensiveis a poluentes de varios tipos e tém reacdes rapidas e diferenciais aos
mesmos; a sua taxonomia é conhecida e a identificacao e simples, as suas comunidades sao

muito heterogéneas, possuem representantes de varios filos, oferecendo um amplo espectro
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de resposta e aumenta a probabilidade de alguns destes organismos reagirem a uma
determinada mudanga ambiental (Metcalfe-Smith, 1994).

1.3.2 Caracteristicas de Lymnaeidaes

Neste trabalho foram utilizados como bioindicadores gastropodes macroinvertebrados
Pulmonata lymnaeidae.

Estes organismos sdo moluscos pateliformes, encontrados em ambientes I6ticos ou Iénticos
nos ecossistemas limnicos continentais. Pela sistematica cléssica, estdo incluidos na classe
Gastropoda, subclasse Pulmonata, ordem Basommatophora. Esta ordem caracteriza-se pelos
seguintes aspetos: concha pateliforme, planispiralada ou conispiralada; olhos na base do
Unico par de tentaculos, ndo-invaginaveis; rim geralmente alongado, somente com ureter
primario curto e reto, dirigido para trés; ditremados (duas aberturas genitais), com excecao
dos Siphonariidae; hermafroditas com variados graus de diaulia, os quais refletem etapas
progressivas de individualizacdo e especializacdo das estruturas do sistema reprodutor
(Hyman, 1967; Hubendick, 1978; Leme, 1995; Oliveira e Almeida, 2000). Admite-se na
ordem Basommatophora as familias Siphonariidae, Trimusculidae, Amphibolidae, Otinidae,
Ellobiidae, Chilinidae, Latiidae, Acroloxidae, Lymnaeidae, Physidae, Ancylidae e
Planorbidae (Leme, 1995). Na literatura € possivel encontrar arranjos sistematicos
diferentes, dependendo da interpretacdo que os autores ddo a cada grupo ou familia. As
quatro ultimas familias citadas tém sido consideradas as mais evoluidas e sdo agrupadas
como basomatéforos superiores, isto é, apresentam diaulia total, ou seja, separacdo completa
do oviduto e do espermiduto a partir da encruzilhada genital (Hubendick, 1978; Duncan,
1960; Harry, 1964).

Geralmente, estdo associados a ambientes ndo poluidos, vivendo preferencialmente aderidos
as folhas ou talos de plantas aquaticas e folhas em decomposicdo; preferem ambientes
Iénticos ou com pouca correnteza. O pequeno tamanho destes moluscos provavelmente é
uma das razfes para a existéncia de poucos investigadores a trabalhar com este grupo tao
variado e interessante, com origens e inter-relacdes filogenéticas ndo esclarecidas.

A distribuigdo geogréafica dos Lymnaeidae é ampla, habitam largas zonas em quase todos 0s

continentes (Hubendick, 1951). Eles estdo ausentes nas areas polares, zona norte da América
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do sul, em quase todo o Sahara, 0 oeste da Austrélia e provavelmente algumas ilhas do

pacifico.

1.3.3 Concha

O corpo dos Lymnaeidae ¢ massa visceral coberta por uma concha que assegura a sua
protecdo. As conchas dos Lymnaeidae (figura 2) sdo helicoidais em formato turbo espiral. O
namero de espirais varia entre 4 e 8. A profundidade depende do grau de convexidade das
espirais. A primeira espiral que possui origem embrionaria forma o &pice da concha. A
espiral mais nova é a maior e frequentemente € maior que as restantes juntas. A parede
interna da concha, enrolada em espiral ao longo do eixo principal, cria a coluna axial
chamada columela. O limen desta coluna é muito estreito e abre em uma fissura estreita
chamada de umbigo. E quase completamente coberta por uma dobra columelar, esta dobra é
fina e de luz colorida. A cor da concha varia de preto ao castanho-escuro. Por vezes a concha
é corroida, visivel com danos na superficie que resultam numa destruicdo parcial da camada
escura da concha, tornando-se visiveis manchas palidas de calcério. Esta erosdo pode ser
causada por fatores mecénicos como o atrito em cascalho ou gréos de areia ou por compostos
quimicos dissolvidos na dgua como o carbonato de calcio que reage com a concha
(Piechocki, 1979).

As conchas dos Lymnaeidae sdo caracterizadas por uma estrutura simples mas sao de grande
variabilidade intraespecifica, esta semelhanca de estrutura e forma da concha torna dificil a
diferenciacdo de espécies, muitas vezes sé conseguida através da estrutura anatdmica dos
Orgaos reprodutores. Ha uma visivel escultura reticulada na superficie da concha de algumas
espécies, que se denomina “batimento” que se parece com golpes de martelo (Jackiewicz e

Koralewska-Batura, 1995).
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Figura 2- Vista dorsal da concha Lymnaeidae (foto do autor).

1.3.4 Partes moles

Ao nivel de aparéncia externa o corpo dos Lymnaeidae consiste na cabeca, pé e massa

visceral coberta pela concha (figura 3).

Figura 3- Corpo dos Lymnaeidae, perspetiva da concha e do pé (foto do autor).

A cabeca € grande e pouco definida com tentaculos triangulares. Os olhos estéo localizados
internamente na sua base. A parte frontal da cabeca passa por dois lobos, a boca esta
localizada entre eles. O gonoporo do macho esté localizado no pescoco perto do tentaculo
direito. O gondporo da fémea também esta situado no lado direito junto a base do colar do
manto.

O pé é um 6rgdo macico pouco largo, mais arredondado atras. O pé é particularmente grande
em espécies que vivem em ambientes de corrente de agua rapida, a aderéncia aos substratos

aumenta assim desta forma. A massa visceral espiral enrolada é coberta por uma camada de
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pele, na ultima espiral torna-se mais grossa criando um manto (palio), que se transforma

numa prega larga chamada de colar do manto (Jackiewicz, 1993).

Estes Lymnaeidae sdo ainda providos de sistema digestivo, um sistema excretor, sistema

respiratorio, sistema circulatorio, sistema nervoso e sistema reprodutor.

1.3.5 Observac0es ecoldgicas

Lamnideos séo caracois de dgua doce, apesar disso algumas espécies vivem em agua salobra,
habitam reservatdrios de agua e aparecem em grande numero (Czapski, 1977). Eles,
especialmente os Lymnaea glutinosa, passam a maior parte do seu tempo entre a densa
vegetac&o costeira, encontrando ai ndo somente comida e abrigo mas um substrato adequado
para repousar 0s seus ovos, geralmente na parte inferior das folhas ou sobre o caule das
macrofilas. Também podem ser encontrados em diversos objetos submersos.

Estes caracdis sdo resistentes a periodos de seca, escavam em depdsitos de fundo, rastejam
em fendas no solo ou escondem-se na vegetacao.

Temperaturas ambientais entre os 20 e 25 °C sdo as mais favoraveis para seus processos
vitais como a alimentacdo, desenvolvimento e reproducdo. Eles param se o reservatorio de
agua congelar completamente.

Migram para as zonas mais profundas no final de outono mas continuam ativos.

Servem como indicadores da pureza da dgua dentro do sistema saprdbio, zonas de poluicdo
com compostos organicos (Michalkiewicz, 1993). O nivel de oxigénio mais frequentemente
atinge valores de 5,0 a 9,0 mg de Oz / dm®. A respiragio € sobretudo através de oxigénio
atmosférico, portanto falta de oxigénio em ambientes aquaticos ndo é vital para eles.
Quantidades excessivas de sulfureto de hidrogénio, aminoacidos, amoniaco e nitritos
limitam sua vida. Dioxido de carbono dissolvido na agua provoca a eroséo de suas conchas.
O calcio é um elemento de grande importancia nas suas vidas e o carbonato de calcio é o
maior componente das conchas, é ingerido com os alimentos mas ndo diretamente do
substrato. A dureza das aguas ndo afeta diretamente a ocorréncia destes caracois (Fromming,
1956).

Os lemnideos toleram uma vasta gama de pH que varia entre os valores de 5,6 a 8,5 podendo

assim viver em aguas ligeiramente alcalinas e ligeiramente acidas. Os niveis de sais de célcio

15



tém um profundo efeito na concentracéo de ides de hidrogénio, como resultado da hidrélise

destes sais, i6es OH- livres aparecem desenvolvendo uma reacéo alcalina na agua.

1.4 ETAR do Alto Nabao

As aguas residuais urbanas e industriais ndo tratadas podem ter um impacto ambiental muito
negativo e relevante ao nivel da fauna e flora devido a elevada carga organica, elevado teor
em solidos, elevado teor em metais pesados e da presenca de organismos patogénicos,
elevado teor de contaminantes quimicos, entre outros, presentes nestes efluentes.As ETAR
(estacdes de tratamento de aguas residuais) sdo a solucdo mais difundida para tratamento de
aguas residuais, sua reciclagem e reutilizacdo. Sdo infraestruturas que diariamente recebem
uma quantidade de agua residual proveniente dos sistemas de drenagem, onde
posteriormente é submetida a um tratamento, que pode ser do tipo priméario, secundario ou
terciario.

O primeiro tratamento biologico de efluentes data de cerca de 1900, com a finalidade de
remover 0 excesso de matéria organica, excesso de solidos e 0s organismos patogenicos,
com a utilizagdo do metabolismo de microrganismos (Metcalf e Eddy, 1991).

Os ultimos anos sdo marcados pelo aumento das exigéncias ambientais ao nivel da Unido
Europeia, assim é de grande importancia o conhecimento aprofundado sobre o
funcionamento das ETAR’s, através do controlo permanente dos parametros operacionais e
processuais.

A ETAR do Alto Nabdo trata &gua proveniente do sistema de drenagem de parte do concelho
de Ourém. As aguas que saem da ETAR e lancadas no rio Nab&o séo sujeitas a um controlo
analitico para assegurar a sua qualidade e os cumprimentos dos parametros de descarga. Esta
ETAR tem como objetivo a despoluicdo da bacia hidrografica do Alto Nabdo e o
cumprimento da licenca de descarga em meio hidrico.

As caracteristicas e as condicdes de afluéncia das aguas residuais desta ETAR estdo descritas

na tabela 3 (Camara Municipal de Ourém, 1996).
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Tabela 3- Parametros de dimensionamento ETAR Alto Nabdao.

Parametros

Populacao
total

Caudal médio

Caudal de
ponta
CBOs

CQO
SST
Azoto total

‘ Fosforo total

Unidades

Hab.equivalente

m 3/dia

m 3/h

Kg/dia
Kg/dia
Kg/dia
Kg/dia

Kg/dia

1997

15448

1538

178,3

926,9
1853,8
1390,3

185,4

43,3

2017

16694

1965

231,7

1001,6
2003,3
1502,5
200,3

46,7

2037

18110

2420

288,5

1086,6
2173,1
1629,9
217,3

50,7
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O esquema do processo de tratamento adotado na ETAR pode ser observado na figura 4.

Figura 4- Esquema do processo de tratamento da ETAR do alto Nab#o.

Fonte: Ourémviva, manual de funcionamento da ETAR do Alto Nabdo, sd..

Legenda:

A- Preparagéo de cal

B- Preparacdo de sulfato de aluminio
C- Preparacéo de polimero

D- Ar para difusores

I- Recuperacéo de sdlidos
1- Emissério

2- Obra de entrada

3- Estacdo elevatoria inicial

4- Desareador/desengordurador
5- Tanques andxicos

6- Tanques de arejamento

7- Estacdo elevatdria de recirculagdo
8- Decantacdo secundaria

9- Filtragem e desinfecéo

10- Espessador de lamas

11- Desidratacdo de lamas

O processo de tratamento de efluentes consiste em trés tipos de tratamentos: um pré-

tratamento, um tratamento secundario e um tratamento terciario.
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O pré-tratamento é constituido por uma gradagem mecénica em dois estagios, onde se
removem os sélidos mais grosseiros e de seguida os mais finos e por uma bombagem para
elevar o caudal para o desareador e desengordurador, para remogédo de areias e gorduras
respetivamente.

O tratamento secundério consiste num tratamento bioldgico, sistema de lamas ativadas com
arejamento prolongado, para degradar a matéria organica e num decantador secundario no
qual se separa a fase solida da fase liquida.

O tratamento terciario consiste na remocdo de nutrientes através de processos de
nitrificacdo/desnitrificagdo, numa filtracdo suplementar de modo a remover pequenas
particulas e s6lidos em suspenséo e uma desinfecdo por radiacdo ultravioleta.

O tratamento de lamas provenientes do tratamento da agua residual é realizado por
espessamento gravitico, de modo a reduzir o volume de lamas, posteriormente bombeadas

para um filtro prensa onde é realizada a sua desidratagao.

1.5 Legislacdo aplicavel ao efluente

De modo a perceber o funcionamento desta ETAR é necessario conhecer a legislagdo a ela
aplicada nas descargas de aguas residuais na agua e no solo.

O Decreto-Lei n® 236/98 de 1 de Agosto apresentado no Anexo A tem por objetivo
estabelecer normas, critérios e objetivos de qualidade com a finalidade de proteger o meio
aquatico e melhorar a qualidade das aguas em funcgdo dos seus principais usos. No anexo
XVIII, do referido Decreto-Lei encontram-se os VLE (Valor limite de emissdo) na descarga
das aguas residuais.

A ETAR do Alto Nabdo encontra-se em uma zona sensivel, possui condi¢cdes de descarga
mais exigentes, definidas no Decreto-Lei n° 152/97 de 19 de Julho apresentado no Anexo B.
Este documento sofreu inimeras alteracdes, sendo a legislacdo referente aos limites de
descarga referentes ao fésforo total e ao azoto total constam do Decreto-Lei n° 348/98 de 9

de Novembro apresentado em Anexo C.
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Para além desta legislacdo, existe uma licenga de descarga, os parametros de descarga da
nova licenga apresentam-se na tabela 4.

Tabela 4- Parametros de descarga do efluente liquido da ETAR do Alto Nabdo.

Parametro VLE (Valor limite de Legislacao
emissao)
SST 35 mg/L Decreto-Lei n° 152/97 de
CQO 125 mg/L 19 de Junho e Decreto-Lei
CBOs 25 mg/L n°® 198/2008 de 8 de
pH 6,0-7,0 escala de Sorensen Outubro
NH4* 10 mg/L
Coliformes fecais 100NMP/100mL(valor ~ Decreto-Lei n° 236/98 de 1
maximo recomendado) de Agosto

1.6  Legislacdo aplicavel as lamas provenientes do processo

Relativamente a legislacdo das lamas provenientes do processo de tratamento de &guas
residuais encontra-se no Decreto-Lei n° 446/91 de 22 de Novembro, que foi mais tarde
revogado pelo Decreto-Lei n° 118/2006 de 21 de Junho apresentado em Anexo D. Este
documento estabelece o regime a que obedece a utilizagcdo de lamas de depuragdo em solos
agricolas, de forma a evitar efeitos nocivos para 0 Homem, para a agua, para 0s solos, para
a vegetacao e para 0s animais e a promover a sua correta utilizacdo, lamas estas que tém
origem em estacdes de tratamento de &guas residuais domésticas, urbanas, atividades

agropecudrias, fossas sépticas ou outras de composi¢do similar.
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1.7 Tratamento da fase liquida

1.7.1 Pré-tratamento

O objetivo desta operacdo é remover da agua residual os sélidos suspensos de maiores

dimensGes, as gorduras e as areias.

1.7.1.1 Gradagem, elevacao inicial e medicédo de caudal

O afluente a tratar chega a obra de entrada por acdo gravitica, dirige-se a um tratamento
preliminar constituido por gradagem grosseira, seguida de gradagem fina, que tém com
objetivo a remocdo de sélidos flutuantes ou em suspensao de maiores dimensdes e materiais
granulares, inertes e sedimentéveis, que podem causar danos nos diversos equipamentos que
se encontram ao longo do processo de tratamento, como bombas, vélvulas, tubos, agitadores
de fundo e outros equipamentos.

Existe ainda uma grade de limpeza manual, que funciona como by-pass, quando a gradagem
automatica apresenta algum problema. Esta grade possui as mesmas dimensdes da grade de
solidos grosseiros.

Posteriormente o afluente é conduzido para a estacdo elevatdria inicial constituida por trés
bombas submersiveis, que trabalham alternadamente, bastante robustas para evitar avarias e
desgaste nos impulsores. A vantagem da estacdo elevatoria é a possibilidade de ter os
restantes 6rgdos da ETAR a uma cota mais elevada, permitindo uma maior seguranca contra
cheias. Por outro lado, em caso de avaria, o afluente ndo pode ser bombeado para o
desareador/desengordurador, inundando a obra de entrada.

A medicdo de caudal € feita através de um descarregador tipo Parshall, instalado antes do
desareador/desengordurador, com seis polegadas de largura.

1.7.1.2 Desareador/Desengordurador

Este 6rg&o tem como objetivo a remogc&o de gorduras e areias da agua residual. E um tanque
de seccéo retangular, onde aos dois metros de altura se injeta ar longitudinalmente, para criar

um movimento em espiral, trazendo as gorduras para a superficie da agua onde sao

21



removidas atraves de uma ponte raspadora e as areias que sedimentam sdo removidas com
0 auxilio de uma bomba.

A ponte raspadora conduz as gorduras para uma caixa de onde sdo encaminhadas para um
contentor e dai para um aterro sanitario. As areias retiradas sdo conduzidas para um
classificador de areias do tipo parafuso sem fim e posteriormente enviadas para um aterro
sanitario. As escorréncias voltam a estacao elevatoria para serem tratadas.

Ha periodos de tempo em que a agua fica estagnada no tanque, 0 que pode causar maus
odores, para evita-los tem que se evitar condi¢bes anaerdbias e para tal, a injecdo de oxigénio
tem de ser continua.

A 4gua residual juntam-se as recirculagdes de lamas e de nitratos, que s&o conduzidas para
dois descarregadores iguais, colocados a jusante, que repartem a dgua para 0s dois tanques
anoxicos. Existe um conjunto de comportas que permitem o fecho de uma das linhas e a

possibilidade de efetuar by-pass aos reatores bioldgicos para a obra de entrada.

1.7.2 Tratamento secundario

Este tratamento destina-se a degradacao da matéria organica presente na agua residual.
Parte do tratamento tercidrio ocorre juntamente com o tratamento secundério, dai a
necessidade de os explicar simultaneamente.

O processo de tratamento utilizado nesta fase € o de lamas ativadas, em arejamento
prolongado, em baixa carga, dividido em duas linhas idénticas, cujo objetivo principal é a
remoc¢do da matéria organica biodegradavel por processos bioldgicos.

No tanque de arejamento existe uma complexa rede tréfica, onde as diferentes populacdes
estabelecem relagdes de competicédo, predacdo e até canibalismo como pode ser visualizado

na seguinte figura seguinte.
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Substrato

matena
organica

Protozodrios

MMetarodrios
"‘ Bacténas

V V

Transformagio da poluigdo Clarificacdo da dzua
Produtores Predadores

Figura 5- Rede trdfica estabelecida num processo de lamas ativadas (adapt. Abreu, 2004).

No tanque de arejamento encontram-se cerca de 95% das bactérias e cerca de 5% de outros
microrganismos, dos quais fungos, protozoarios, rotiferos e possivelmente algumas algas.
Algumas espécies de bactérias podem ser denominadas de formadoras de flocos,
salientando-se 0s géneros Pseudomonas, Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter,
Citromonas, Flavobacterium e Zooglea. Estas segregam o glicocalix, material gelatinoso,
extracelular, que é um polimero organico que aumenta a viscosidade da dgua e que ajuda as
bactérias a agregarem-se umas as outras formando um microambiente necessario a atividade
das enzimas extracelulares. Estes agregados, juntam-se entre si e formam agregados maiores,
os flocos. A formacdo destes flocos é extremamente importante para a obtencdo de um bom
rendimento do tratamento secundéario, sabendo que a separacdo dos microrganismos do
efluente é realizada por decantacao.

Importante referir que nem todas as bactérias presentes no licor misto (mistura de todos os
compostos presentes nos tanques de arejamento, afluente, oxigénio do arejamento e
microrganismos) sdo formadoras de flocos. Existem também muitos microrganismos
filamentosos dissolvidos no licor misto.

Todos os microrganismos e 0 seu crescimento sdo muito influenciados pelas condigdes

ambientais do meio, como a temperatura e 0 pH. A gama de temperaturas em que 0S
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microrganismos atingem uma maior taxa de crescimento depende do tipo destes organismos

presentes no meio, relacdo que se pode verificar na tabela 5.

Tabela 5- Classificagdo de temperatura de processos bioldgicos.

Tipo de microrganismos  Gama de temperatura, Gama otica de
°C temperatura, °C
Psicrofilos 10-30 12-18
Mesofilos 20-50 25-40
Termdfilos 35-75 55-65

A melhor faixa de valores de pH para o crescimento microbiano esta entre os 6,5 e 7,5
(Metcalf e Eddy, 1991).

A obtencdo de carbono pelos microrganismos pode ser através da assimilacdo de CO:
(autotroficos), ou através de carbono orgénico (heterotroficos). A conversdo de COz em
matéria organica celular requer um processo de reducdo que necessita de energia. A energia
necessaria para a sintese microbiana pode ser fornecida pela luz solar (fototroficos) ou por
reacdes quimicas de oxidacdo, de compostos organicos e/ou inorganicos (quimiotroficos).
Os microrganismos nas suas funcdes metabdlicas necessitam também de alguns nutrientes
inorganicos como o azoto, enxofre, fésforo, potassio, magnésio, célcio, ferro, sédio e cloro.
Estes nutrientes sdo necessarios essencialmente como constituintes da parede celular. Nas
aguas residuais urbanas estes nutrientes estdo geralmente em quantidades suficientes para
satisfazer as necessidades dos microrganismos, ja no caso das aguas residuais industriais

pode haver necessidade de adicionar estes nutrientes.

1.7.2.1 Reatores bioldgicos

Os reatores bioldgicos foram divididos em duas zonas separadas. Uma zona anoxica

(pertencente ao tratamento terciario), com agitacdo do meio, e uma zona aerobia.
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A oxidacdo da matéria organica processa-se principalmente na zona aerébia, mas também
na zona andxica, podendo ser descrita de uma forma geral pelas seguintes rea¢des quimicas:

o Oxidacdo e sintese
COHNS (matéria organica) + 0, + nutrientesBa_Cté”aS, C0, + NH; + CsH7NO2 (novas

células) + outros produtos finais (Equacéo 4).

o Respiracdo endogena
CsH7NO; (células) + 50, meSlias ) 5CO; + 2H20 + NHj3 + energia (Equagio 5).

NHz + H" <> NH4* (Equagdo 6).

O COHNS ¢é usado para representar a matéria organica em agua residual. E necessério
fornecer oxigénio as bactérias para realizarem a oxidacdo da matéria organica, este
fornecimento ¢é realizado através de um sopressor que bombeia ar através de tubagens que
estdo montadas na parte inferior dos tanques de arejamento.

A oxidagdo da matéria organica produz NHs (amoniaco) que na presenca de agua esta em
equilibrio com NHs* (aménio) o que torna necessario realizar tratamento terciario para

remover o0 azoto da agua residual.
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Na figura 6 esta representado o tratamento secundario e parte de tratamento terciario.
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Figura 6- Esquema representativo do tratamento secundario e parte do tratamento terciario.

1- Entrada de &gua residual

2- Caudal afluente + recirculagdo de nitratos + recirculacéo de lamas
3- Entrada do decantador

4- Saida de lamas do decantador

5- Purga de lamas

6- Recirculagdo de Nitratos

7- Recirculagdo de lamas

8- Saida de &gua clarificada

A- Descarregador (juncdo dos caudais)

B1 e B2- Tanques anoxicos (com agitacdo)
C - Tanque aerdbio

D1-Tanque de recirculacéo de nitratos
D2-Tanque de aducdo do decantador

E- Tanque de recirculacdo de lamas e purga

F- Decantador (secundario)

O caudal da obra de entrada junta-se com a recirculagcdo de nitratos (6), proveniente do

tanque de recirculacdo de nitratos (D1) e com a recirculagdo de lamas (7), proveniente do
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tanque de recirculagcdo de lamas (E). Por gravidade a agua residual é encaminhada aos
tanques andxicos (B1 e B2) onde se efetua a desnitrificacdo na auséncia de oxigénio. Do
tanque anoxico é encaminhado para o tanque aerobio (C) onde se processa a oxidacdo da
matéria organica e a nitrificacdo do azoto amoniacal (amonia) na presenca de oxigénio.
Sempre por gravidade, a agua é encaminhada do tanque aerdbio para o tanque de
recirculacdo de nitratos e depois para o tanque de aducéo do decantador (F). O controlo desta
recirculacdo € realizado atraves de um medidor de caudal ultrassonico.

Na parte superior do decantador é descarregada agua clarificada (8) e do fundo é realizada a
recirculacdo de lamas (4) para o tanque de recirculacdo de lamas e purgas (E). Esta
recirculagdo é intermitente, gerida por uma valvula motorizada que esté fechada 40 minutos
e aberta 20 minutos continuamente. Deste tanque € realizada a purga de lamas (5) para o

espessador.

Na nitrificacéo e desnitrificagdo o azoto amoniacal é transformado em azoto gasoso, como

esquematizado na figura 7.

Aroto organico
(proteinas e gorduras)

Decomposigdo
bacteriologica e hidrolise

Assimilagiio P T Azoto orzanico
Aménia (NH4+)  ———— e ———=| ({crescimento
(células bacterianas) bacteriologice)
==
Lise e autoxidagio

Nitrificacdo —

Nitritos (NOL-)

Desnitrificagio
Nitratos (NO3-) I:ﬁhh}h Azoto zasoso (N2)

carbono organico

Figura 7- Transformacdes do azoto no processo de tratamento bioldgico (adapt. Metcalf e Eddy, 1991).
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1.7.2.2 Nitrificacao

Neste processo de nitrificacdo ocorre a conversdo do azoto amoniacal em NO2 (nitritos) e
NOs™ (nitratos). Este processo ocorre ao mesmo tempo que a oxidagdo da matéria organica
no tanque aerdbio. Bactérias autotréficas sdo responsaveis pela nitrificagdo no processo de
lamas ativadas. Este processo ocorre em duas etapas, envolvendo dois tipos de bactérias, a
primeira etapa é realizada por bactérias Nitrosomonas que oxidam o azoto amoniacal em

NO- pela seguinte reagdo quimica:

2NH4" 302 — 2NO; +4H" + 2H,0 (Equacéo 7).

A segunda etapa é a oxidagdo do NO; em NO3, realizada pelas nitrobactérias pela seguinte
reacao quimica:
2NO; + 02 — 2NO3 (Equagéo 8).

Estas duas etapas podem ser traduzidas pela seguinte reacéo quimica geral:

NH] +20; — NO3 +2H* + H,0 (Equacdo 9).

Neste processo é necessario fornecer oxigénio as bactérias, a uma taxa de 4,57 g O2/g N
oxidado, com 3,43 g O./g usado para a producdo dos nitritos e 1,14 g O2/g NO; oxidado
(Metcalf e Eddy, 1991).

1.7.2.3 Desnitrificacdo

Desnitrificacdo € um processo onde ocorre a reducdo dos NO3za forma de azoto gasoso,
envolve a reducdo de nitratos para nitritos, para 6xido nitrico, para 6xido nitroso e para azoto
gasosos. Estes passos podem ser descritos da seguinte maneira:

NO3 ”NO5; ”NO ~"N20—N:>

Esta reducéo é realizada por bactérias facultativas, heterotroficas, quase na auséncia de
oxigénio (condigdes anoxicas) e deve existir uma fonte de carbono. Esta fonte de carbono

normalmente é a propria matéria organica que se encontra em solugdo no licor misto. O
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processo de desnitrificacdo pode ser descrito de uma forma geral pela seguinte reacéo

quimica:

NO3 + CH30H < N2 + CO2 + H20 + OH" (Equacéo 10).

1.7.2.4 Microrganismos

Os microrganismos existentes no reator biolégico podem ser divididos em decompositores
(Bactérias e fungos que obtém energia diretamente da matéria organica dissolvida) e pelos
consumidores (flagelados heterotréficos, ciliados, rizopddios e pequenos metazoarios que se
alimentam de bactérias e outros organismos).

A relagéo entre estes diferentes microrganismos estéo representadas na figura 8.

Flagelados —_—— — Bactérias

ﬁ

Figura 8-Rede tréfica no processo de lamas ativadas (adap. Ourémviva, Manual de funcionamento da ETAR
do Alto Nabdo, sd.).-

Ddatéria orgénica

Os microrganismos sofrem diferentes estagios de desenvolvimento ao longo do tempo,
quando na presenca de substrato organico. Na fase exponencial existe excesso de alimento
e as taxas de metabolismo e crescimento estdo apenas limitadas pela capacidade destes

organismos assimilarem a matéria organica da agua residual. Na fase de crescimento
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decrescente ha escassez de alimento. Na fase enddgena, o alimento atinge o minimo,
obrigando os microrganismos a metabolizarem o seu proprio material celular.

Assim sendo, € importante controlar o parametro de relagdo A/M (alimento/microrganismo)
no processo de lamas ativadas, que se traduz na quantidade de matéria organica usada pelos
microrganismos e a quantidade de sélidos volateis em suspensao no reator bioldgico.
Quando a relacdo A/M € elevada os microrganismos encontra-se na fase exponencial,
dispersos no licor misto e nao floculam, o que dificulta a sedimentacéo.

Se a relagcdo A/M for reduzida, o alimento disponivel aos microrganismos € escasso, existe
um decréscimo do metabolismo levando estes organismos ao seu estagio endégeno, dando-
se a oxidacdo total da matéria orgénica, o que resulta numa boa sedimentacdo e numa boa
qualidade do efluente.

A analise da microfauna de um sistema de lamas ativadas € um bom indicativo se o sistema
estd a funcionar bem ou mal. A presenca ou auséncia de uma determinada espécie e a
composicdo da microfauna podem ser utilizadas para avaliar a eficiéncia biologica de

depuracéo das lamas ativadas.

Além destes microrganismos, pode existir no licor misto desenvolvimento de bactérias
filamentosas que podem provocar problemas como o Bulking sluge e o Foaming (espumas).
Estas bactérias sdo unicelulares que se multiplicam por cissiparidade, permanecendo na
vizinhanca umas das outras. A compactacdo da estrutura do floco é favorecida pelo
crescimento de um esqueleto filamentoso, sobre o qual se vao acumulando substancias
inertes e outras bactérias (Abreu, 2004).

As causas do crescimento excessivo das bactérias filamentosas sdo os valores da relacdo
A/M baixos, proporgao incorreta de C:N:P, afluentes carentes em nutrientes como azoto e
fosforo, baixo teor de oxigenio dissolvido, elevada idade das lamas, baixo pH, efluentes
sépticos e/ou ricos em sulfuretos e presenca de substancias facilmente degradaveis (Abreu,
2004).

Estas bactérias sdo importantes no processo de lamas ativadas, devido a formacao de flocos
grandes que sedimentam melhor e que tém uma maior resisténcia a agressdes, como 0

arejamento.
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Podem também causar problemas quando a quantidade destas bactérias € muito elevada no
licor misto, alguns dos problemas mais frequentes sdo o Bulking sludge e Foaming
(espumas).
Bulking sludge consiste numa deficiente sedimentacdo das lamas, podendo estas serem
arrastadas com a agua tratada, afetando a qualidade do efluente final, pois aumenta a CQO
(caréncia quimica de oxigénio) e os sélidos no efluente final e diminui a concentragdo de
solidos na lama espessada. Assim, 0 bulking tem consequéncias na sedimentacdo e no
espessamento.
O IVL (indice volumétrico de lamas) é um parametro que permite determinar a sedimentacao
e espessamento de lamas bioldgicas. Se IVL for inferior a 120 mL/g SST (sélidos suspensos
totais) ocorre uma boa sedimentacdo das lamas, se o valor deste mesmo parametro for
superior a 150 mL/g SST da-se uma deficiente sedimentacdo das lamas (Abreu, 2004). N&o
existe uma forma eficaz de controlar estes problemas muito graves no processo de lamas
ativadas. A solugdo possivel é identificar os microrganismos causadores do problema, de
modo a tentar elimina-los, o que é um processo complicado, pois muitos dos filamentosos
sdo parecidos entre si.
Foaming é um processo de formacdo de espumas, muito comum no sistema de lamas
ativadas, tanto no reator biolégico como no decantador secundario. Estas espumas podem
ser:
e Espumas caracteristicas de arranque do sistema, e/ou da presenca de detergentes, sao
brancas, pouco densas e dispersaveis.
e Espumas provenientes do processo de desnitrificacdo, o que origina a subida das lamas
para a superficie do decantador, devido a producédo de azoto gasoso.
e Espumas provocadas pelo crescimento excessivo de microrganismos filamentosos,
que sdo estaveis, densas, espessas e de cor acastanhada. Dificultam a separacdo das

lamas do efluente tratado, o que reduz a qualidade do efluente final.

1.7.2.5 Decantadores secundarios

Decantadores secundarios tém como objetivo a separacdo da fase solida, que sedimenta no

fundo do decantador, da fase liquida que sai na parte superior do mesmo. Existem dois
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decantadores idénticos, circulares, de fluxo ascendente vertical, com raspagem mecénica de
lamas no fundo e uma ponte raspadora de superficie. A agua residual entra na parte central
do decantador, saindo pelas aberturas e subindo lentamente, possibilitando assim a
sedimentacdo das lamas.

As lamas acumulam-se no fundo do decantador e sdo dirigidas hidrostaticamente para o
tanque de recirculacdo de lamas e purga. Quando as lamas atingem um determinado nivel,
uma boia faz acionar as bombas de recirculacao de lamas, que permite acelerar a floculagao
das particulas em suspensdo e estabelece uma relagéo entre a quantidade de matéria organica
consumida pelos microrganismos e a quantidade de SSV (sélidos suspensos volateis), sendo

o controlo desta recirculacdo realizado através de um medidor de caudal ultrassonico.

1.7.3 Tratamento terciario

Tratamento terciario consiste na remocao de azoto e fosforo da agua residual, atraves de uma
microtamisacdo e numa desinfecdo final por radiacdo UV (ultravioleta).

A remocdo de fosforo necessaria ao cumprimento do VLE (valor limite de emissdo) é
conseguida através do metabolismo de bactérias poli-P acumuladoras de fosfato como fonte
de energia. Quando esta ETAR foi projetada, esta remocdo de fdésforo iria ser realizada
através de co precipitacdo com adicdo de sulfato de aluminio, mas a quantidade de fosforo
de &guas residuais tem vindo a baixar muito nos Gltimos anos, o que torna desnecessaria essa
adicéo.

A é&gua clarificada que sai do decantador é dirigida por acdo da forca gravitica para um
tanque pequeno, onde a dgua é encaminhada para o microtamisador de tambor rotativo. A
microtamisacdo é uma operacao de filtracdo que tem por fim reduzir o teor de sélidos
suspensos, ajustando a sua concentracdo ao valor mais adequado a eficiéncia pretendida para
a desinfecdo por UV. O microtamisador é constituido por um tambor rotativo, que possuli
uma malha extremamente fina, de modo a reter os solidos mais pequenos.

Neste tanque através de um jogo de comportas, é possivel fazer um by-pass ao
microtamissador diretamente para o rio.

Apos tamisacao o efluente é desinfetado por radiacdo UV. Este processo apresenta vantagens
em relacdo a desinfecdo por cloro, como ndo produzir compostos organoclorados e ndo

existirem perigos no armazenamento dos reagentes. E um processo muito simples, sendo
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apenas necessario proceder a limpeza das lampadas e a sua substitui¢do, quando necessario.
Apresenta uma grande desvantagem devido ao tempo de vida das lampadas ser muito
reduzido e o0 seu custo bastante elevado. Este processo € configurado em forma de canal,

onde as lampadas estao fixas e por onde o efluente passa.

Depois da desinfecdo por UV, a agua tratada segue para um reservatorio de 45m?3 (Camara
municipal de Ourém, 1996), onde parte fica armazenada para poder ser utilizada na propria
ETAR, em lavagens de equipamentos, rega de espacos verdes e outras situa¢des. Quando o

reservatorio esta cheio, a agua segue para o rio.

1.7.4 Tratamento da fase solida

1.7.5 Espessamento

O espessador de lamas € um 6rgao muito parecido com um decantador, mas com uma parte
cilindrica mais alta. Como o préprio nome indica a funcéo deste 6rgdo é espessar através da
reducdo de agua das lamas que sdo produzidas no processo.

A purga de lamas é efetuada através de um sistema diferente do da linha de recirculagéo de

lamas, que permite efetuar controladamente a purga para o espessador.

Do espessador as lamas sdo bombeadas, por duas bombas, de parafuso excéntrico, que
trabalham alternadamente, para o sistema de desidratacdo de lamas sendo o sobrenadante

enviado para a estacdo elevatdria inicial para regressar ao processo de tratamento.

1.7.6 Desidratacao

Provenientes do espessador gravitico, as lamas sdo conduzidas para um sistema de
desidratac&o, o filtro de bandas. A entrada dessa operacéo ¢é adicionado um polieletrélito de
poliacrilamida catidnico as lamas, para fomentar a agregacao de particulas e haver uma
maior desidratacdo no filtro.

Neste 6rgdo o teor de humidade decresce muito, reduzindo o volume e a massa das lamas,

reduzindo assim os custos de transporte o que é uma grande vantagem.
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Do filtro, as lamas s&o dirigidas atraves de um tapete transportador, para um reboque para
ser transportado. As escorréncias do filtro sdo conduzidas & estacdo elevatoria inicial, para
serem reconduzidas ao processo de tratamento. A lavagem do filtro é realizada com agua

tratada da ETAR. Estas lamas desidratadas possuem valorizagéo agricola.

1.7.7 InstalacOes de apoio

Além de todos os sistemas e 6rgdo referidos anteriormente, existem instalagdes de apoio que
fornecem suporte a um bom funcionamento da ETAR. Estas instala¢des séo as seguintes:

¢ Sala de comando das instalacGes, onde se encontra o quadro elétrico geral e o painel
sindptico.

e Laboratorio, onde se realiza os ensaios ao controlo analitico, com equipamentos como
Jar-Test, mufla, estufa, espetrofotometro, balanca analitica, equipamentos de
calibracdo de sondas, medidores de pH e outros.

e Sala de rececdo ao publico e de trabalho.

e InstalacOes sanitarias incluindo balnearios.

e Armazéns de reagentes, pecas e arrumos.

¢ Sala de desidratacdo mecanica, onde se encontra o filtro de bandas e onde se prepara
0 doseamento de reagentes.

e Zona coberta, onde as lamas s&o descarregadas.

1.8 Testes de toxicidade
1.8.1Introducao

Os poluentes introduzidos no meio ambiente sdo de duas fontes distintas, as descargas
pontuais e as descargas ndo pontuais ou difusas. As descargas pontuais tém como fontes de
origem descargas de esgotos, efluentes industriais, locais de tratamento de residuos
perigosos e derrames acidentais, sdo assim descargas faceis de caracterizar em termos de
materiais libertados, das suas taxas de libertacéo e das suas quantidades locais. Nas descargas
difusas ocorre a libertacdo de poluentes a partir de materiais libertados no solo e dos

sedimentos contaminados, da deposi¢do atmosférica, da lixiviacdo dos solos agricolas e de
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zonas urbanas, sdo assim descargas mais dificeis de caracterizar e 0s seus componentes
podem variar nas suas caracteristicas ecotoxicologicas.

A guantidade de um quimico, ou seja, a sua dose é proporcional ao seu efeito nocivo num
organismo, podendo mesmo em quantidades muito reduzidas ndo ter nenhum efeito adverso
na vida desse mesmo organismo. A relacdo entre dose e o efeito bioldgico é conhecida como
relacdo dose-efeito. Em toxicologia ambiental, a concentracdo ambiental de um quimico é
utilizada como sendo a concentragao que entra num organismo, mas esta dose correlaciona-
se indiretamente com a concentracdo ambiental pois a razdo superficie/volume, a forma, as
caracteristicas da cobertura externa e os sistemas respiratdrios dos organismos podem afetar
as taxas de absorcdo a partir do ambiente. De frisar que a concentracdo é a variavel que
determina a mortalidade mas a concentracdo e dose nem sempre Sd0 proporcionais ou

comparaveis de espécie para espécie.

1.8.2 A curva dose-efeito

Um grafico que descreve a resposta de uma enzima, organismo, populagdo ou comunidade
biolégica a uma variante de concentracao de um xeno bidtico chama-se curva dose-efeito. A
inibicdo de enzimas, dano no ADN, morte, alteragdes comportamentais e outro tipo de
respostas podem ser descritas usando esta relacéo.

Para cada valor de concentracdo, a percentagem ou 0 nimero de organismos que respondem
ou a dimensdo dos efeitos é inserido num gréfico. Se apenas as mortes adicionais para cada
concentracdo forem tracadas em relacdo ao efeito, a distribuicdo resultante é normal.

A distribuicdo em curva da mortalidade cumulativa em relagdo a concentracdo ou dose
assemelha-se a uma curva sigmoide. Para descrever esta curva séo usados dois parametros,
a concentragdo ou dose que resulta em 50% do efeito medido e o declive da parte linear da
curva que passa no ponto medio.

Ambos 0s parametros sdo necessarios para descrever a relacdo entre a concentracdo do
quimico e o efeito produzido. Os pontos médios sdo pontos finais comumente referidos como
LDsy, LCsq, ECs OU ICs.

LD, - A dose que causa mortalidade de 50% dos organismos testados estimada graficamente

Ou por meios computacionais.
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LCs, - A concentracdo que causa mortalidade de 50% dos organismos testados estimada
graficamente ou por meios computacionais.

ECso- A concentracdo que tem efeito em 50% dos organismos testados estimada
graficamente ou por meios computacionais. Este parametro e normalmente usado em efeitos
que ndo causam a morte.

ICsy- A concentragdo inibitoria que reduz a resposta normal de um organismo em 50%
estimada graficamente ou por meios computacionais. Taxas de crescimento de algas,

bactérias e outros organismos sao muitas vezes medidos em termos de ICsy.

A toxicidade de um produto quimico € usualmente apresentada em termos de LCg, em
unidades de massa (mg/kg) ou de volume (mg/L).

Um ponto fraco dos testes de LCsy, ECsy, ICs, € que refletem apenas a concentracdo
ambiental do toxico durante o tempo de ensaio, assim 0S compostos que se movimentam
lentamente para os tecidos podem apresentar uma toxicidade mais baixa num teste de menor
duracéo.

Nos testes usando compostos quimicos a baixas concentragdes, houve a necessidade de um
aparecimento de novos testes especificos e de novas terminologias usadas para descrever

estas concentracdes de efeito minimo ou ndo existente:

NOEC - Concentracdo com efeito ndo observavel determinado por métodos graficos ou
estatisticos.

NOEL - Nivel com efeitos ndo observaveis determinado por métodos graficos ou
estatisticos.

NOAEC - Concentragdo com efeitos adversos ndo observaveis determinado por métodos
graficos ou estatisticos.

NOAEL - Nivel com efeitos adversos ndo observaveis determinado por métodos graficos
ou estatisticos.

LOEC - Concentracdo com efeitos minimos observaveis determinado por metodos graficos
ou estatisticos.

LOEL - Nivel com efeitos minimos observaveis determinado por métodos graficos ou

estatisticos.
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MTC - Concentracdo minima de fundo determinado por métodos graficos ou estatisticos.
MATC - Concentracdo minima admissivel de toxico determinado por métodos graficos ou

estatisticos.

Usualmente estes testes referem-se a concentracdo ou dose que ndo produz efeitos
estatisticamente significativos. Determinar por métodos graficos ou estatisticos um nivel
sem efeito depende de alguns critérios, como o tamanho da amostra e replica¢do, niUmero de
pontos finais observados, nimero de dosagens ou concentragdes, capacidade de medicéo dos
pontos finais, variabilidade intrinseca dos pontos finais da populacdo experimental e o

método estatistico.

Deve-se ter por vezes cuidado com a interpretacdo destes pontos finais, pois 0 organismo
através de mecanismos compensatdrios ou pela toxicidade inerente ao xeno biotico, pode
tamponar os efeitos tdxicos a certos niveis de concentracdo desse xeno biédtico, o que pode
originar que os efeitos bioldgicos ocorram a um nivel mais baixo a medida que o xeno bidtico
vai desaparecendo do ambiente. Na figura 9, esta ilustrado os dois tipos de toxicidade dos

compostos a baixas concentracdes.

Concentragao
I I de fundo
L 2
2 o
w w
\ 4
0 Concentragdo ou Dose ——» 0 Concentragdo ou Dose —»
A B

Figura 9- Concentragdo de fundo de um xeno bidtico.

No grafico A, o composto quimico apresenta toxicidade desde que este entra no organismo.
O gréafico B apresenta a ideia que existe uma dose abaixo da qual, embora 0 composto esteja
presente, ndo existe efeitos tdxicos no organismo. Sdo estas as duas ideias distintas de

toxicidade de produtos quimicos a baixas concentragoes.
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1.8.3 Classificacao dos testes de toxicidade

Devido a grande variedade de espécies e de ecossistemas estudados neste tipo de testes,
estes mesmos testes apresentam igualmente grande variedade. Os testes sdo assim
classificados atraves da comparacao da duragdo dos ensaios com o tempo de vida dos
organismos, bem como da complexidade da comunidade biolégica. A figura 10 ilustra esta

mesma variedade de testes e suas diferencas relevantes.
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Figura 10- Classificagdo dos testes de toxicidade.

Os testes de toxicidade aguda incidem sobre um periodo de tempo relativamente curto do
tempo de vida do organismo. Os testes de toxicidade cronica muito raramente sdo

multigeracionais.

1.8.4 Parametros de desenho de testes toxicolégicos para espécies

individuais

Nos sistemas aquaticos os testes sdo classificados com estaticos, estaticos com renovacao,

com recirculacdo ou com admisséo de fluxo.

eTeste estatico - a solugdo néo é substituida durante o teste, torna-o assim simples e barato,

sem necessidade de equipamentos especiais. A quantidade de oxigénio e a concentragédo de
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toxicos diminui ao longo do tempo de ensaio devido ao consumo do metabolismo dos
organismos, desta maneira aumentam os produtos residuais. Este método é essencialmente
usado para testes curtos em pequenos organismos. Foi este 0 método usado nos testes

ecotoxicoldgicos deste trabalho.

eTestes estaticos com renovagdo - neste método, a solugdo do tdxico é substituida por uma
nova apos um especifico periodo de tempo, possui assim a vantagem de devolver os teores
de toxico e oxigenio iniciais e ainda remover os produtos residuais do metabolismo. Devido
ao manuseamento dos recipientes de ensaio e dos organismos existe probabilidade de

acidentes e stress para 0s organismos.

eTestes com recirculagdo- Este método visa manter a qualidade da agua da solucdo de teste
sem se alterar a concentracdo do téxico. Deverd ser usado um filtro para remocao dos
produtos residuais e arejamento para manter o teor de oxigénio dissolvido a um valor
predeterminado. A vantagem deste sistema é a manutencéo da qualidade da agua da solucéo
de teste e as desvantagens sdo o aumento da complexidade, a incerteza relativa ao
funcionamento correto dos métodos de tratamento da agua que poderdo alterar a

concentracdo do toxico.

eTestes com admissdo de fluxo- Neste método ocorre a exposi¢do precisa aos quimicos,
bem como o bom controlo da qualidade da agua. Estes testes necessitam de equipamentos
especiais, como bombas peristalticas, mediadores de fluxo e cdmaras de mistura. Os métodos
de fluxo continuo sdo raramente utilizados. O método tipico € descontinuo com adi¢des
intermitentes de fluxo. Utilizam-se diluidores diferenciais para misturar a solu¢cdo com o

diluente num contentor e obter as concentracGes desejadas (Rosa, M. (2012)).

1.8.5 Organismos de teste

O especto de maior relevo dos testes de toxicidade é a conveniéncia e a satde dos organismos
de teste. Os critérios usados para escolher as espécies a usar num teste toxicologico estdo

descritos de seguida:
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e O organismo deve ser criado em laboratério ou recolhido a partir do campo.

e O organismo deve permitir ser mantido com éxito no laboratério e disponivel em
quantidades suficientes.

e A genética dos organismos devera ser conhecida, bem como a historia da cultura.

e A sensibilidade relativa a certos toxicos devera ser conhecida em relacdo aos pontos finais
que pretendem ser usados.

e A sensibilidade da espécie de teste devera ser representativa da uma classe ou filo

particular.

1.9 Metodo estatistico para avaliacdo do teste de toxicidade a espécies

individuais

O método Litchfield-Wilcoxon, foi o método usado para avaliar os testes letais de toxicidade
neste trabalho experimental. Este método usa-se quando existem apenas uma ou nenhuma

variavel continua. E um método que fornece intervalos de confianga, parcialmente gréafico.

1.9.1 Aplicacgdes do metodo grafico

O método grafico pode ser usado para estimar LCs, ECs, € 1Cs utilizando papel milimétrico

e os dados obtidos experimentalmente nos ensaios de toxicidade aguda.

No eixo das abcissas (xx) marca-se os valores das concentracGes e no eixo das ordenadas

(yy) os valores da percentagem de mortalidade ou do efeito/resposta observado.

Os valores da percentagem de mortalidade sdo marcados em escala linear e os valores da
concentracdo do quimico ou do efluente toxico em escala logaritmica, ou em escala normal

(aritmética) depois de logaritmizados decimalmente.

Nos pontos mais préximos de 50% do efeito/resposta, que neste caso € a morte dos caracois,
traca-se uma linha que corresponde a um ponto de corte localizado no eixo das abcissas, que
coincide ao LCsy, ECsq Ou ICs, € resulta do estimulo provocado pelo agente toxico. Se as
concentragOes forem anteriormente logaritmizadas, terd de se inverter o valor através da

fungéo exponencial para se obter o valor da concentracao.
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1.9.2 Aplicacio do método Litchfield-Wilcoxon

Neste método, é construido um grafico a partir dos dados obtidos nos ensaios laboratoriais
de toxicidade aguda. Este gréfico possui no eixo das abcissas o logaritmo das concentra¢des
utilizadas e no eixo das ordenadas a percentagem do efeito observado (morte dos caracdis).
Para construir o grafico é necessario possuir, em formato de tabela de colunas, os valores
das seguintes varidveis: concentracdes testadas, nUmero de organismos testados em cada
concentracdo, numero de organismos afetados pelo efeito em cada concentracdo e
percentagem de efeito observado.

N&o devem ser listados mais do que dois efeitos de 100% consecutivos no topo da coluna
ou mais do que dois efeitos de 0% na base da coluna. O grafico ndo deve incluir os pontos
correspondentes aos valores de 0 e 100% de efeito observado. Depois dos pontos marcados,
deve ser tragcada uma reta que otimize a distribuicdo. Pode-se optar por uma regressao linear
da distribuicdo ao invés da reta de otimizacdo. A partir desta reta de regresséo linear obtém-
se os valores de percentagem de efeito esperado, por céalculo ou graficamente. Os valores de
efeito esperado para concentragcfes superiores a 99,9% ou inferiores a 0,01% ndo devem ser
considerados.

A confirmacdo do ajuste da reta é realizado através do teste x2 O passo seguinte
corresponde a transformacdo dos valores obtidos para uma escala em que se aproximam a
10% os valores de efeito obtidos entre 0 e 49,9% e se aproximam a 90% os valores de efeito
obtidos entre 50,1 e 100%. Esta transformacao faz com que ocorra um grande salto de efeito
entre o Gltimo valor inferior a 50% do efeito e o primeiro valor superior a 50% do efeito,
resultante numa semirreta de grande declive entre estes dois pontos que obrigatoriamente
incluem o valor que se procura de 50% do efeito.

Com todos os dados necessarios € possivel determinar o valor de LCs, e dos respectivos
intervalos de confianca ao nivel de 95%. As sucessivas transformacdes gréaficas ndo tém
como objetivo a linearizacdo mas antes a obtencdo duma semirreta cruzada pela linha dos
50% de efeito, longa e com grande declive. Através desta semirreta é possivel obter

graficamente ou a partir da equacao da reta o valore de LCs, (Rosa, M. (2012)).
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1.10 Determinacao de pontos finais LOEC e NOEC

No célculo da concentracdo maxima com efeito nao observavel (NOEC) e da concentracédo
minima com efeito observavel (LOEC), sdo necessarias no minimo trés réplicas em cada
concentracdo ou tratamento. O efeito observavel estudado neste ensaio é a mobilidade dos
caracois.

Para determinar a concentragdo minima que causa efeito e a maxima que nédo causa efeito, é
necessario testar a hipotese de as médias de efeito obtidas para cada grupo de concentracéo
serem iguais entre si. No caso de ndo serem, sdo comparadas no teste seguinte com os valores
de efeito obtidos para o ensaio de controlo e decidir quais os efeitos que sdo diferentes o
efeito obtido no ensaio de controlo. A concentracdo mais alta sem diferencas significativas
relativamente ao controlo serd& NOEC e a concentracdo mais baixa com diferencas
significativas relativamente ao controlo serd LOEC. Para comparar as médias utiliza-se uma
analise de variancia (ANOVA) que tém de ser antecedida por uma prova a normalidade dos
erros e por uma prova a homogeneidade das variancias que embora ndo vinculativas poderdo
dar uma ideia sobre a fuga a normalidade dos erros e da homogeneidade de variancias que,
no caso de serem minimas, evitam as dificuldades de uma abordagem ndo paramétrica.
Assim, para obter os valores finais sdo necessarios 0s seguintes passos:

Prova a normalidade de erros — Shapiro-Wilk, teste Levene para a avaliacdo da
homogeneidade de variancias, analise de variancia — ANOVA e prova de comparacao

maltipla de Dunnett.

1.10.1 Prova a normalidade de erros — Shapiro-Wilk

E necessario ordenar de forma crescente todas as réplicas efetuadas incluindo as do ensaio

de controlo para realizar a prova a normalidade Shapiro-Wilk.

Calcula-se a media dos valores medidos (Xm) e a soma dos quadrados do erro (D).
Determina-se um coeficiente (b) a partir da ordenacao crescente dos dados e dos respetivos
valores, sendo N o numero total de réplicas, antes de se efetuar o teste estatistico propiamente

dito (W). Se N for impar, ignora-se o valor central de todas as réplicas.
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Os valores do coeficiente para esta prova estdo tabelados e dependem dos pares de valores
de i e de N+i-1.

Calcula-se um valor estatistico W (de Shapiro-Wilk), de seguida se compara com um valor
W critico tabelado que, de acordo com a hipétese nula, para que a distribui¢do dos erros seja
normal, ter& ser& menor do que o valor de W calculado.
Neste trabalho, os calculos foram feitos utilizando o programa informatico de estatistica
IBM® SPSS® Statistics em que, para a hipotese nula (Ho), existe normalidade de erros se

estatisticamente o valor da significancia obtido pelo SPSS for maior do que 0,05 (Sig.>0,05).

1.10.2 Prova a homogeneidade das variancias de Levene

Este teste compara um valor calculado (W) para um nivel de confianca de 95%, com um
valor critico tabelado (F). Existe homogeneidade de variancias se se verificar a hipotese nula
(Ho) em que o valor calculado (W) é inferior ao valor critico tabelado (F).

No caso deste trabalho em que a resolucdo do problema é feita automaticamente pelo
programa SPSS®, depois de serem introduzidos os valores e ordenado o calculo, aceita-se a
hipdtese nula de existéncia de homogeneidade de variancia, se o valor de significancia obtido

for superior a 0,05.

1.10.3 Andlise de variancia (ANOVA)

Neste teste verifica-se se uma determinada variavel, neste caso a mobilidade dos caracdis,
possui uma média igual em varios grupos. Para que a hipétese nula (Ho) de as médias serem todas

iguais tenha significancia, o valor do coeficiente F calculado (Fcac) deve ser menor que valor do

coeficiente F tabelado (Fub) para 95% de confianga.

Neste caso, no célculo efetuado pelo SPSS®, na hipétese nula (HO) admite-se que as médias do efeito
provocado pelos diferentes grupos de concentrag@es séo iguais se 0 valor de significancia calculado

for inferior a 0,05.
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1.10.4 Prova de comparacdo multipla de Dunnet

Prova de comparacgdo multipla de Dunnet tém como objetivo comparar um grupo de controlo

com VArios outros grupos.

Este teste de comparacdo (q) € realizado através do calculo da diferenca entre o valor médio
do controlo e de cada um dos grupos (Xa-Xg) e do calculo do desvio padrdo (DP) de toda a
amostra. O desvio padrdo é calculado através do valor dos quadrados médios (MS) dentro
dos grupos determinados pela ANOVA. Para que ndo existam diferencas significativas o
valor do teste g calculado tera que ser inferior ao valor tabelado.

A concentracdo mais alta que estatisticamente ndo ainda ndo apresenta diferenca
significativa na média dos valores de efeito estudado relativamente ao grupo de controlo,
sera a concentracdo correspondente ao NOEC. A concentracdo mais baixa cuja média do

efeito estudado ja apresenta diferenca estatistica em relacdo ao grupo de controlo é o LOEC.

No caso estudado, a prova de Dunnett efetuada através do SPSS® considera a Hipdtese nula
(Ho) em que um grupo de concentragdo é estatisticamente diferente do grupo de controlo se

o valor de significancia for maior do que 0,05 (Sig.>0,05) (Rosa, M. (2012)).
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2 Materiais e métodos

2.1 Recolha de agua e dos gastrépodes bioindicadores no rio Nabao

A agua para as analises laboratoriais de CBOs, pH, solidos suspensos totais e nitratos foram
recolhidas no rio Nabdo em quatro pontos distintos no dia 21 de Maio de 2015. Os
gastropodes bioindicadores foram todos recolhidos no ponto de recolha nimero 4 no dia 28
de Maio de 2015. A figura 11 é uma fotografia tirada no local de recolha n°4 dos gastropodes

bioindicadores usados nos ensaios ecotoxicologicos.

Figura 11- Fotografia dos gastropodes bioindicadores usados nos ensaios ecotoxicoldgicos.

45



2.1.1 Localizacéo da recolha de 4gua do rio Nab&o e dos gastropodes

bioindicadores.

A figura 12 representa a localizacdo dos quatro pontos de recolha de amostras de dgua do
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Figura 12- Localizacdo dos pontos de recolha de 4gua do rio Nab&o (Google Maps).
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Na figura 13 esté assinalado em carta militar a localiza¢do do ponto de recolha de amostra

de 4gua n°1, Botelha na freguesia de Formigais.

Figura 13- Localizagdo do ponto de recolha de amostra de 4gua n°1 em carta militar.
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Na figura 14 esté assinalado em carta militar a localizagdo do ponto de recolha de amostra
de 4gua n°2, a jusante da ETAR do Alto Nabdo.

Figura 14- Localizacdo do ponto de recolha de amostra de 4gua n°2 em carta militar.

Na figura 15 esta assinalado em carta militar a localizagdo do ponto de recolha de amostra

de 4gua n°3, a jusante do Agroal.

Figura 15- Localizagdo do ponto de recolha de amostra de agua n°3 em carta militar.
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Na figura 16 esté assinalado em carta militar a localizagdo do ponto de recolha de amostra

de agua n°4, na ponte do Prado.

Figura 16- Localizacdo do ponto de recolha de amostra de 4gua n°4 em carta militar.

A figura 17 é uma fotografia do local de recolha de amostra de agua n°1, na localidade de
Botelha.

Figura 17-Fotografia do local de recolha de amostra de 4gua do ponto n°1, a localidade de Botelha.
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A figura 18 é uma fotografia do local de recolha de amostra de 4gua n°2, junto a ETAR do
Alto Nabéo.

Figura 18- Fotografia do local de recolha de amostra de 4gua n°2, junto a ETAR do Alto Nabao.

A figura 19 é uma fotografia do local de recolha de amostra de agua n°3, no Agroal.

Figura 19- Fotografia do local de recolha de amostra de &gua n°3, no Agroal.
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A figura 20 é uma fotografia do local de recolha de amostra de &gua n°4, na ponte do Prado.
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Figura 20- Fotografia do local de recolha de amostra de agua n°4, na ponte do Prado.

2.1.2 Metodologia

A &gua para analises laboratoriais foi recolhida em garrafées de plastico de 5 litros de
capacidade em cada um dos quatro pontos de recolha, posteriormente encaminhada para o

laboratdrio para o inicio das analises.

Os gastrépodes bioindicadores foram todos recolhidos no ponto de recolha n° 4, pois era este
0 ponto onde existiam estes gastrépodes bioindicadores em abundancia. Foram recolhidos
nas pedras e rochas por debaixo da ponte do Prado, onde se encontravam lapados,
posteriormente colocados em caixas de plastico contendo uma pequena quantidade de agua
do rio desse mesmo ponto e transportados para o laboratério para dar inicio aos testes

ecotoxicologicos.

2.1.3 Material utilizado

e Garrafdes de 5 litros de plastico

e Caixas de plastico
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2.2 Medicoes in-situ

Foram realizadas medigdes in-situ nos quatro pontos do rio Nab&o, medigdes essas dos
parametros pH, temperatura e oxigénio dissolvido. Estas medi¢cdes foram realizadas no dia
21 de Maio de 2015.

2.2.1 Material utlizado

ePortable dissolved oxygen meter, Hanna instruments HI 9143.

ePortable pH meter, Hanna instruments HI 9025.

2.3 Caréncia bioquimica de oxigénio (CBO) - metodo das diluicdes

2.3.1 Tipo de amostra

Aguas de superficie e residuais. Neste caso amostras de 4gua recolhidas no rio Nab&o em 4

pontos distintos.

2.3.2 Principio

O método consiste em diluir a amostra a analisar com quantidades varidveis de agua de
diluicdo rica em oxigénio dissolvido, em presenca ou ndo de um supressor da nitrificacéo,

neste caso nédo foi usado supressor de nitrificacdo.

A amostra diluida é levada a incubar, na obscuridade, a uma temperatura de 20 £ 1 ° C,

durante 5 dias (CBOs) em frasco completamente cheio e fechado.
Determina-se a concentracdo de oxigénio dissolvido antes e ap0s o periodo de incubacéo.

A caréncia bioquimica de oxigénio (CBO) é imputada ao consumo de oxigenio dissolvido

por litro de amostra em analise.
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2.3.3 Interferéncias

A presenca na amostra de um numero significativo de substancias influencia a determinacéo
da caréncia bioquimica de oxigénio, quer pela inibicdo da atividade dos microrganismos,

quer por um acréscimo no consumo de oxigénio.

A presenca de substancias tdxicas para as bactéerias aerobicas e nitrificantes inibe a atividade
microbiana, como é o caso das substancias bactericidas, dos metais toxicos, dos cianetos,

dos fendis e dos pesticidas, entre outros, diminuindo parcialmente o consumo de oxigénio.

Os valores extremos de pH (&cidos ou alcalinos) inibe a oxidacdo bioquimica, devendo o
ensaio decorrer por forma a que a amostra a analisar tenha o pH compreendido entre 6,0 e
8,0.

A presenca de algas e bactérias nitrificantes conduz a resultado elevados. Algumas algas
morrem devido ao ensaio do CBO decorrer no escuro e sdo posteriormente metabolizados

pelas bactérias presentes causando caréncia de oxigénio.

Bactérias nitrificantes oxidam o amoniaco e 0s compostos de azoto organico, em nitrito e

nitrato, causando caréncia de oxigénio devido a nitrificacéo.

A existéncia de sulfuretos, i6es ferro (lI), sulfitos ou aldeidos, provoca uma caréncia
imediata de oxigénio, que se torna necessario diferenciar da verdadeira caréncia bioquimica

de oxigénio.

2.3.4 Amostragem e conservacgao

A amostra é recolhida num frasco de vidro cheio e fechado hermeticamente, de forma a

minimizar o acesso de oxigénio da atmosfera.

Conservar a amostra no frigorifico. Comecar a determinacdo o mais rapidamente possivel,

de preferéncia nas 24 horas ap0s a colheita.
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2.3.5 Equipamentos

eEstufa de incubagdo com termostato controlado para 20 + 1° C (excluida de toda a luz para

prevenir a possibilidade de ocorréncia de processos fotossintéticos).
e Compressor de ar munido de filtro.

eBalanca analitica.

2.3.6 Material utilizado

eFrascos de incubagdo, de gargalo estreito, munidos de rolha de vidro esmerilado, de 250

mL de capacidade.
eBaldes volumétricos de 1000 mL.

ePipetas volumétricas de diferentes capacidades.

2.3.7 Reagentes

eAgua destilada, para a preparacdo dos reagentes e da agua de diluic&o.
eSolucdes salinas:

Estas solucBes produzem um balangco osmotico, tamponam o pH, fornecem os nutrientes

essenciais e vestigios de metais a dgua destilada.

Solucdo tampao fosfato - Dissolver 8,5g de di-hidrogenio-fosfato de potassio, KH2POa,
21,75 g de hidrogeno-fosfato de potéssio, K2HPOa, 33,4 g de hidrogenofosfato de sodio
hepta-hidratado, Na,HPO..7H20 e 1,7 g de cloreto de aménio, NH4CI, em 500 mL de agua
destilada e diluir a 1000 mL. O pH desta solucéo tampé&o deve ser de 7,2 sem ajuste posterior.

Conservar no frio.

Solucéo de sulfato de magneésio - Dissolver 22,5 g de sulfato de magnésio hepta-hidratado,
MgSO4.7H20, em &gua destilada e diluir a 1000 mL.
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Solucéo de cloreto de calcio - Dissolver 27,5 g de cloreto de célcio anidro, CaClz, em agua
destilada e diluir a 1000 mL.

Solucao de cloreto de ferro (I11) - Dissolver 0,25 g de cloreto de ferro (I11) hexa-hidratado,
FeCls.6H.0, em &gua destilada e diluir a 1000 mL.

2.3.8 Preparacéo da dgua de diluicéo

Por cada litro de &gua destilada ou desmineralizada adicionar 1 mL de cada solucéo salina
(tampéo fosfato, sulfato de magnésio, cloreto de calcio e cloreto de ferro (111), nesta mesma

ordem).

Levar a agua de diluicdo preparada a uma temperatura de incubacédo (20 + 1°C). Saturar com
oxigeénio pelo borbulhar suave de ar limpo livre de vapores organicos, atraves de um difusor
de vidro completamente imerso durante 30 minutos. O valor do oxigénio dissolvido tem que

ser pelo menos de 8 mg/L apds estabilizacdo.
Se necessario adicionar indculo a agua de diluicéo.

A 4gua de diluicdo é satisfatoria, quando incubada sem inoculo e dentro das condicoes
padréo ndo adsorve mais do que 0,3 mg/L.

Valores elevados para a reducdo do oxigénio estdo associados a presenca de vapores
organicos sollveis na agua, existentes na dgua de laboratorio que sdo adsorvidos durante o

arejamento da agua de diluicéo.

Verificar o pH da agua de diluicdo. Se este ndo estiver compreendido entre 6,5-7,5, adicionar

mais solugdo tampao fosfato, ate atingir este intervalo.

2.3.9 Método das diluicdes

A amostra deve ser levada a uma temperatura de cerca de 20° C e equilibrada com ar por
agitacdo vigorosa num frasco parcialmente cheio. Selecionar o volume de amostra requerido

para a dilui¢do, em funcdo do valor de CBOs esperado, tomando em atengéo que 30 a 70 %

54



da concentracdo de oxigénio dissolvido inicial, deve ser consumido durante os 5 dias de
incubacdo. No caso de ser dificil estimar o CBOs é aconselhavel preparar varias dilui¢fes

escalonadas e evolutivas.

As diluicGes para o ensaio de CBOs sdo preparadas por sifonagem, num baldo volumétrico
de 1000 mL de capacidade, enchendo até meio com agua de dilui¢do. Juntar o volume de
amostra homogeneizada ou ndo, para efetuar a diluicdo desejada e diluir até ao nivel
apropriado com agua de dilui¢do. Misturar bem, por inverséo repetida do baldo volumétrico,
tentado evitar a retencéo de bolhas de ar. Quando houver dilui¢des envolvendo medidas de
menos do que 5 mL de amostra deve ser feita primeiro a diluicdo da amostra em bal&o
volumétrico e sO entdo usar o volume correspondente desta mistura para a dilui¢éo

propriamente dita.

Com a diluigdo assim preparada enchem-se os frascos de incubagdo por sifonagem ou
vazamento. Os frascos devem ser cheios completamente, esperar alguns minutos para deixar
sair as bolhas de ar aderentes as paredes dos frascos, s6 entdo sdo tapados, tomando

precaucéo de evitar a retencdo de bolhas de ar.

Efetuar o ensaio da dgua de diluicdo utilizada no teste, a0 mesmo tempo que as dilui¢bes da

amostra e seguindo 0 método descrito para permitir determinar o valor do branco.

Determinar a concentracdo inicial de O.D. (oxigénio dissolvido) nos frascos de mistura de
amostra e agua de diluicdo e no frasco contendo somente agua de diluicdo depois de

decorrido 10 £ 5 minutos, o que permite eliminar a caréncia imediata de oxigénio.

Incubar o branco (agua de diluicdo) e as amostras diluidas durante 5 dias na estufa, a 20 +
1°C.

Decorrido o tempo de incubacdo determina-se a concentracdo de oxigénio dissolvido na

amostra diluida e no branco usando o método iodométrico.

As dilui¢cbes que mostram um O.D. residual de pelo menos 30% do O.D. inicial e uma

deplecdo de pelo menos 2 mg/l devem ser consideradas as mais aceitaveis.
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2.3.10 Amostras alcalinas ou acidas

A amostra original ndo deve ser neutralizada, porque as propriedades da amostra podem ser
alteradas.

A zona de pH aceitavel é de 6,0-8,0. Em muitos casos as diluicbes da amostra ajustam

suficientemente o pH, pelo que é preferivel diluir a amostra.

2.3.11 Resultado

Determinar de entre as diluicdes da amostra submetidas ao ensaio, aquela que satisfaz a

seguinte condicdo:

30% < (ODi— ODs) 100/ ODi < 70%

Em que:

OD; — oxigénio dissolvido da amostra diluida 15 minutos depois da preparacéo.

ODs — oxigenio dissolvido da amostra depois da incubacéo.

A caréncia bioquimica de oxigénio € determinada pela expressdo seguinte para o método das

diluicBes sem indculo:
CBOs= (OD; — ODs) 1000 mL/ V
Em que V — volume de amostra utilizado no ensaio.

O resultado é expresso em miligramas de oxigénio (mg O2/l), indicando-se em indice o

namero referente aos dias de incubacao.

CBOs=mg O2/L
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2.4 Determinacéo do teor em oxigénio dissolvido

2.4.1 Resumo do processo

O oxigénio dissolvido reage com o hidréxido de manganés (1), quantitativamente, quando
em meio alcalino. O dioxido de manganés hidratado que se forma liberta o iodo na forma de

iodeto em meio &cido.

Titula-se o iodo libertado com tiossulfato de sodio, em presenca do amido.

2.4.2 Reac0es
MnS0, + 2KOH = Mn(0H), + K,S0, ,

Mn(OH), + % 0, = Mn0,. H20 |,

Mn0,. H20 + 2KI + 2H,S04= MnSO, + K,S0, + 3H,0 + I,
2NaNs + H,S0, = 2HN; + Na,S0, ,

HNO, + HN5 = N, + N,O + H,0 |

I, + 2Na,S,05 = 2Nal + Na,S,0; .

2.4.3 Reagentes

Solugdo de acido sulfarico a 10% - A 90 cm® de 4gua destilada adicionam-se, com as

precaucdes habituais, 10 cm? de 4cido sulfurico concentrado.

Solucdo de amido - Pesam-se 2 a 3 gramas de amido soltvel e faz-se uma emulsdo com

pequena quantidade de agua destilada.

Dilui-se a 500 cm?, ferve-se durante alguns minutos e deixa-se repousar 12 horas. Decanta-

se e conserva-se a solucgéo pela adicdo de algumas gotas de cloroférmio.

Deve renovar-se frequentemente esta solugéo.
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Solucéo de azida de sddio - Dissolve-se 1 grama de azida de sédio em 4 cm® de agua
destilada.

Solucéo de iodeto alcalino - dissolvem-se 50 gramas de hidroxido de sddio ou 70 gramas
de hidréxido de potéssio e 13,5 gramas de iodeto de sddio ou 15 gramas de iodeto de potassio
em agua destilada e dilui-se a 100 cm®.

Solugao de iodeto alcalino com azida de sodio - Juntam-se, com agitagdo constante, 4 cm®
da solucéo de azida de sodio a 95 cm?® da solucdo de iodeto alcalino.

Solucao de sulfato de manganés (I1) — Dissolvem-se 48 gramas de MnSQOs . 4H,0 ou 36,4

gramas de MnSQ4 . H20 em 80 cm?® de 4gua destilada e dilui-se a 100 cm?.
Esta solucdo ndo deve libertar iodo numa solucéo acida de iodeto alcalino.

Solucdo de tiossulfato de sodio — Dissolvem-se 124,1 gramas de Na>S>03 . 5H.O em agua
destilada fervida e fria e perfaz-se o volume de 500 cm?3. Preserva-se pela adigdo de 2,5 cm?®

de cloroférmio ou 0,5 gramas de hidrdxido de sédio.

Solugao de tiossulfato de sédio 0,025 N — Prepara-se por dilui¢do de 25 cm?® da solugdo de
tiossulfato de sddio a 1000 cm?®. Verifica-se o titulo com solugdo padrdo de dicromato de
potassio 0,025 N.

Para a determinacdo do titulo da solucdo de tiossulfato de sddio 0,025 N, procede-se do

seguinte modo:

Dissolvem-se aproximadamente 2 gramas de iodeto de potéssio isento de iodato em 100 a
150 cm? de agua destilada num frasco de Erlenmeyer de 500 cm®. Adicionam-se 10 cm?® da
solucdo de acido sulftrico a 10% e, com uma pipeta aferida, juntam-se 20 cm?® da solucdo

padrdo de dicromato de potassio.
Agita-se e coloca-se durante 5 minutos ao abrigo da luz.

Dilui-se a aproximadamente 400 cm?® e titula-se com a solucdo de tiossulfato 0,025 N
juntando no final da titulagdo, quando se tiver uma coloragio amarela pélida, 2 a 4 cm® de
solucéo de amido ou cerca de 0,1 gramas de amido solivel em po, continuando a adi¢éo de

tiossulfato até ao momento exato do desaparecimento da cor azul.
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Solucéo padréo de dicromato de potéssio 0,025 N — Pesam-se 1,266 gramas de dicromato
de potassio, previamente seco a 103 °C durante duas horas. Em seguida, dissolvem-se com

agua destilada, em bal3o aferido, perfazendo-se o volume de 1000 cm®.

Todas estas solucbes necessarias a determinacdo do teor de oxigénio dissolvido estavam
previamente preparadas.

2.4.4 Material utilizado

eBaldes volumétricos de 100 cm?, 500 cm? e 1000 cm?.
eLsferas de vidro com cerca de 3 mm de diametro.

eFrascos de vidro de 300 cm® aproximadamente, com boca estreita e rolha de vidro

esmerilada cortada em bisel.

eFrascos de Erlenmeyer de 500 cm®.

eGalhetas graduadas em décimos de centimetro cubico.
ePipetas volumétricas de 10, 20 e 25 m.

ePipetas graduadas de 10 cm®.

eProvetas de 250 cm?®.

e Tubo de borracha com 80 cm de comprimento.

2.4.5 Modo de procedimento

A fixacdo do oxigenio dissolvido elimina o erro correspondente as alteracGes do seu teor
motivadas pela variacdo das condi¢bes de temperatura da agua ocorridas durante o

transporte.

Uma vez cheio o frasco, juntam-se-lhe algumas esferas de vidro. Depois do desprendimento

das bolhas de ar aderentes as paredes do frasco, coloca-se a rolha evitando o aprisionamento
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de bolhas de ar. Retira-se de novo a rolha e introduzem-se, sucessivamente, 1 cm® da solugéo
de sulfato de manganés (11) e 1 cm?® da solugdo de iodeto alcalino com azida de sddio, tendo

o0 cuidado de mergulhar a ponta da respetiva pipeta.

Coloca-se a rolha, evitando a retencédo de bolhas de ar, e agita-se o frasco. Deixa-se repousar
e, quando o precipitado tiver sedimentado, agita-se novamente.

Pode agora transferir-se para o laborat6rio ou termina-se a operacéo no local.

Com o precipitado sedimentado, retira-se a rolha e introduzem-se, abaixo da superficie livre
do liquido, 1 cm® de &cido sulfarico concentrado. Coloca-se a rolha e agita-se para acabar de

dissolver o precipitado e homogeneizar a solucao.

O iodo deve ficar uniformemente distribuido por todo o frasco antes de se retirar a
quantidade necessaria a titulacio. Esta quantidade deve corresponder a 200 cm?® da amostra
de &gua. Para atender a correcdo de volume, devida a adicdo das solucGes de sulfato de
manganés (1), de iodeto alcalino com azida e de &cido sulfurico devem, portanto, medir-se

203 cm?® para um frasco de Erlenmeyer de 500 cm?.

Titula-se com a solucédo de tiossulfato 0,025 N até se obter uma coloracdo amarela palida.
Juntam-se 2 a 4 cm?® de solugdo de amido e continua-se a titulagdo até ao momento exato do

desaparecimento da cor azul.

Né&o se deve ter em consideracdo um possivel retorno da cor, que pode ser devida a acéo
catalitica dos nitritos.

2.4.6 Resultado

Célculo

Sendo V — o volume, expresso em centimetros cubicos, de tiossulfato de sodio gasto na
titulagdo de 200 cm® de amostra.

Teor em oxigenio dissolvido expresso em miligramas por decimetro cubico, é

numericamente igual a V.

O resultado apresenta-se arredondado as décimas.
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2.5 Sélidos suspensos totais secos a 103-105 °C

2.5.1 Principio

Uma mistura homogeneizada é filtrada através de um filtro standard de papel de filtro e o
residuo retido no filtro é seco até massa constante a 103-105 °C. O aumento de massa do
filtro representa os solidos suspensos totais.

2.5.2 Modo de procedimento

a) Preparacéo do papel de filtro

1.Colocar o filtro no funil com a face rugosa para cima.

2. Aplicar o vacuo e lavar o filtro com 3 porc¢des de 20 mL de agua destilada.
3. Continuar succdo até total remocao da agua.

4. Desprezar as aguas de lavagem.

b) Analise da amostra

1. Colocar o papel de filtro no funil de filtragdo e aplicar vécuo.

2. Molhar o filtro com um pequeno volume de agua destilada para assentar o filtro.
3. Pipetar 100 mL de amostra homogeneizada para dentro do funil, aplicando vécuo.

4. Transferir o papel de filtro para um vidro de reldgio e secar na estufa a 103-105 °C, durante
1 hora.

5. Arrefecer o filtro no exsicador e pesar.
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2.5.3 Calculos

E= (A-B) x 1000/C

E — Solidos suspensos totais (mg/L)

A — massa do papel de filtro apds filtracdo e secagem (mg)
B — massa do papel de filtro (mg)

C — volume da amostra (mL)

2.6 Nitratos

2.6.1 Principio

Reacdo dos nitratos com 2,6-dimetilfenol em presenca dos acidos sulfuricos e orto fosférico,

com formacéo do 4-nitro-2,6-dimetilfenol. O tempo de reacéo € de cerca de 5 minutos.

2.6.2 Equipamento/Material utilizado

Espectrofotdémetro DR Longe Spektralphotometer CADAS 100 — as leituras sdo efetuadas a

324 nm em células de 1 cm.

2.6.3 Reagentes

e Acido acético glacial, CH3COOH, densidade= 1,05 g mL™
eSolucdo de 2,6-dimetilfenol, [(CH3)2CeH3OH] 1ya1,2g L?

Dissolve-se 1,2 £ 0,1 gramas de 2,6-dimetilfenol em 1000 mL + 10 mL de acido acético

glacial.
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Esta solucéo é estavel durante uma semana e deve ser conservada em frasco de vidro.
eMistura acida

Misturam-se com precaucao 1000 + 10 mL de &cido sulfurico (H2S0O4) (densidade= 1,84 ¢
mL1) e 1000 + 10 mL de acido orto fosférico (HsPO4) (densidade= 1,71 g mL™) num copo
de precipitacdo de 3000 mL.

Adiciona-se 0,080 + 0,010 gramas de &cido amido sulfonico (NH2SOsH) e dissolvem-se
(este &cido é pouco soltvel, sendo por isso recomendavel que se prepare a mistura na véspera

da sua utilizacéo e se deixe sob agitacdo durante a noite).
Esta solucédo indefinidamente estavel e deve ser conservada em frasco de vidro rolhado.
eSolucdo padrio de nitrato, 100 mg L*

Para baldo volumétrico, de 500 mL medem-se, com uma pipeta, 50 mL da solucdo padrao
de nitrato de 1000 mg/L. Perfaz-se o volume com &gua até ao traco e homogeneiza-se. A

solucdo deve ser conservada em frasco de vidro por um periodo ndo superior a dois meses.

2.6.4 Determinacao

2.6.4.1 Curva de calibracao

a) Preparacéao das solucGes padrao

A tabela 6 seguinte indica a preparacdo das solucBes padrdo para a determinacao da curva
de calibracdo de nitratos.
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Tabela 6- Preparacdo das solucdes padrao para determinacgéo da curva de calibracdo de nitratos.

Padréao (mg/L) Solucédo de partida Volume de solucdo Volume dos baldes

(mg/L) de partida (mL) (mL)
0 100 0 100
5 100 5 100
20 100 20 100
40 100 40 100
50 100 50 100

Estas solucdes devem ser conservadas em frascos de vidro por periodo ndo superior a uma

semana.
b) Desenvolvimento da cor
Para cada Erlenmeyer de 100 mL, mede-se com o dispensador, 35 mL da mistura acida.

Adiciona-se a cada um dos copos, com auxilio de pipetas, 5 mL das solucdes padrdo e 5 mL

da solugéo de 2,6-dimetilfenol.

Mistura-se cuidadosamente, por agitacao, e l1é-se a absorvancia ap6s 10 minutos de repouso

(a cor devera ser estavel por um tempo de repouso maximo de 60 minutos).

c) Leituras espectrométricas
Medir as absorvancias usando o branco como referéncia.

Mede-se a absorvancia de cada solucdo padrdo a 324 nm, em células de 1 cm de percurso

otico.

64



d) Tracado da curva

Trata-se a curva em fungédo das absorvancias e das respetivas concentracfes, expressas em

miligramas de nitratos por litro.

Esta curva deve ser linear.

2.6.4.2 Preparacao da amostra e sua leitura

Procede-se como em 7.5.4.1 b) e ¢), utilizando um Erlenmeyer de 100 mL e uma toma de 5

mL da amostra a analisar, em vez das solucdes padréo.

2.6.4.3 Reta de calibracao

A reta é feita sempre que se realizam analises a amostras; caso contrario, € necessario validar

a Ultima reta analisada, fazendo 2 padrdes da reta: 10,0 e 30,0 mg/L de NOs.

Se estes padrdes ndo variarem mais de 10% a reta pode ser considerada valida.

2.6.4.4 Declive

O valor do declive é registado para ser posteriormente transposto para a carta de controlo

respetiva.

2.6.4.5 Coeficiente de correlacdo

S0 se deve aceitar a reta de calibragéo se o coeficiente de correlagdo for superior a 0,999.
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2.6.4.6 Calculos

Calcula-se, a partir da curva de referéncia, a concentragdo de nitratos, expressa em miligrama

por litro, correspondente ao valor de absorvancia.

2.7. Medicao de pH

Para determinar o valor de pH das amostras de dgua usou-se o equipamento Crisan micro
pH 2000, de elétrodo combinado de vidro. As amostras foram submetidas ao elétrodo do

equipamento de forma direta, fazendo a posterior leitura dos valores.

2.8 Ensaios ecotoxicoldgicos

2.8.1 Principio

Os ensaios ecotoxicoldgiocos consistem em submeter os gastropodes macroinvertebrados da
familia Lymnaeidae a solu¢fes com concentragcdes crescentes de ido nitrato na forma de
nitrato de sédio (NaN05). As concentragdes de ido nitrato foram preparadas e quantificadas
como azoto (NO3- N). Embora a concentracdo do ido nitrato tenha sido comummente
expressada como mg/L NO3, a nivel profissional, académico e normativo cresce 0 uso da
concentragdo deste ido expressa como azoto (mg/L NO3 — N), reflectindo apenas 0s 22,56%
da massa molar do NO3 que correspondem ao azoto (N). Este procedimento serve para
diferenciar a contribuicdo de diferentes espécies em solucdo para a concentracdo do Azoto
total. Na verdade, além do ido nitrato, podem existir em solugdo amoniaco (NHa4), ido nitrito
(NO3), proteinas, aminoacidos, ureia, etc. e se todas forem expressas como azoto facilita as
comparagOes dos diferentes contributos para o azoto total. Neste caso ndo foi o azoto total
que se estudou mas a concentracdo do ido nitrato tonando-se mais expedito a comparagao

com outros trabalhos publicados. Todavia, a conversdo para concentragdo do ido nitrato em
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mg/L NO3 consegue-se multiplicando a concentracdo do ido nitrato como azoto (mg/L
NO3 — N) por 4.427.

Os gastropodes bioindicadores foram usados para a determinagdo do LCso, € para a
concentracdo maxima de nitratos sem efeito observavel (NOEC) e da concentracdo minima

com efeito observavel (LOEC).

2.8.2 Determinacéo do LCso (Fase exploratoria)

Este primeiro ensaio tem por finalidade identificar a concentragdo do ido nitrato para a qual
o efeito letal do i&o nitrato se observa para metade da populacédo testada. Numa primeira fase
exploratdria pretende-se saber qual a gama de concentracdes em que esse efeito podera ser
observado. Como se desconhece de todo a concentracdo em causa, € necessario varrer uma
grande gama de concentracOes para fazer esta aproximacdo inicial. Entretanto aproveita-se
para delinear uma estratégia para a determinacdo dos outros dois pontos finais que séo
objetivos do trabalho: NOEC e LOEC. Sera necessario observar um efeito ndo letal do ido
nitrato sobre os gastropodes que indique quando 0s organismos comecam a ser afetados pelo

contaminante.
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A figura 21 é uma fotografia tirada em laboratdrio durante os testes ecotoxicologicos da fase

exploratoria.

el

Figura 21- Fotografia do ensaio ecotoxicoldgico da fase exploratéria.

2.8.2.1 Preparacéao da solucdo mae de nitrato de sodio (NaNO03)

Pretende-se preparar uma solucdo de nitrato de sédio de concentragdo 1000 mg/L em
NOzcomo (N), num volume de 2000 mL de solucdo. Os célculos necessarios para a

preparacdo da solucdo mée sdo apresentados no Anexo E.

Pesaram-se numa balanca analitica 12,136 g de NaNOs num vidro de reldgio, posteriormente
transferiu-se 0 NaNOs pesado para um baldo volumétrico de 2000 mL, procedeu-se a
dissolucgdo do sal e perfez-se o volume com &gua do rio recolhida no ponto 4.

2.8.2.2 Modo de Procedimento

Neste primeiro ensaio foram usadas 7 solucgdes de nitrato de sodio de 1000 mL cada com
concentragOes logaritmicas crescentes de 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100 e 1000 mg/L. Foi ainda
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usada uma solucédo de controlo contendo apenas 1000 mL de &gua do rio Nabdo recolhida

no ponto n°4 (ponte do Prado).

Posteriormente no fundo de um goblé de 1000 mL, foram colocados dez gastrépodes da
familia Lymnaeidae, recolhidos previamente no rio Nab&o no ponto n°4 e uma das sete
solucBes em estudo mais um copo de controlo apenas com &gua do rio. Dada que esta fase

de estudo é exploratdria, ndo foram feitas repeticdes.

A Tabela 7 resume a preparacao das solucdes.

Foram realizadas vérias observagdes aos gastropodes a fim de verificar seu comportamento

a cada uma das solucdes.

Tabela 7- Contetido/concentragdes das solugdes utilizadas no 1° ensaio ecotoxicoldgico.

Concentragdo de NO3 em  Solucdo mée de NaNOs  Agua de diluigéo do rio

mg/L (como N)

(mL) (mL)
0 (controlo) 0 1000
0,001 0,001 999,999
0,01 0,01 999,99
0,1 0,1 999,9
1 1 999
10 10 990
100 100 900
1000 1000 0

O volume total da solugéo de controlo foi medido através de uma proveta de 1000 mL.

As solugdes de 0,001, 0,01, 0,1 e 1 mg/L em ido nitrato como azoto foram preparadas com
uma micropipeta a partir da solugdo mae de 1000 mg/L, tendo sido posteriormente perfeito

0 volume nos 1000 mLde um bal&o aferido com agua do rio.
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As solucbes de 10 e 100 mg/L em ido nitrato como azoto foram preparadas com pipeta
volumeétrica de 10 e de 100 mL a partir da solu¢do mée de NaNOz de 1000mg/L, tendo sido

posteriormente perfeito o volume nos 1000 mL de um bal&o aferido com agua do rio.

A solucdo de 1000 mg/L em ido nitrato como azoto, mediu-se com proveta de 1000 mL

diretamente do bal&o da solugdo mae de NaNOa.

Depois de homogeneizadas, as solu¢des foram transferidas para goblés de 1000 mL e foram
colocados no fundo 10 exemplares a espécie bioindicadora em estudo. Os gastropodes foram
colocados com 0 pé em contacto com a base do copo incluindo no copo da solucdo de

controlo.

2.8.2.3 Material utilizado

e 8 Goblés

e Vareta

e Micropipeta ¢ pipetas

® Provetas

e Baldes volumétricos de 1000 e de 2000 mL

e Conta-gotas

2.8.3 Determinacéo do LCso

Depois da fase exploratéria ter demonstrado que o valor de LCso se encontra entre 100 e
1000 mg/L (NO3 - N), nesta segunda fase do trabalho foram utilizadas concentracoes
compreendidas entre os 100 e os 1000 mg/L nas seguintes concentrac¢des : 100, 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900 e 1000 mg/L de NO3 -N bem como o ensaio de controlo sem
concentragdo de ido nitrato. Este ensaio foi realizado replicando seis vezes a mesma
concentracdo, ou seja, foi utilizado seis goblés de 1000 mL para cada concentragéo, fazendo

um total de 66 gobles de ensaio. Os goblés foram identificados de A a F para cada
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concentragdo, tendo assim para cada concentracdo estudada seis goblés identificados como
A,B,C,D,E e F e um extra para o ensaio de controlo.

Neste ensaio também se pretende verificar o comportamento dos gastropodes bioindicadores
submetidos as solucGes com diferentes concentracdes, a fim de identificar quais as
concentragcdes que comecam a produzir impacto nos organismos (NOEC e LOEC).

A figura 22 representa uma fotografia tirada em laboratério dos ensaios da fase objetiva dos

testes ecotoxicoldgicos.

Figura 22- Fotografia dos testes ecotoxicoldgicos da fase objetiva.

2.8.3.1 Preparacao da solu¢do mae de nitrato de sodio (NaNO3)

Para a fase de determinacdo do LCso foi necessario preparar 34000mL de solugcdo mae de
1000 mg/L em NO3 - N. Devido a inexisténcia de contentor para preparar tal volume foi
necessario preparar duas por¢des de solu¢cdo mée de 17000 mL num contentor de 20 litros
existente nos laboratorios da ESTT.

Os calculos relativos a preparacdo dessa solucdo apresentam-se no Anexo F.
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2.8.3.2 Método

Depois de preparadas as solugc6es de trabalho de acordo com o resumo apresentado na Tabela
8, colocaram-se 10 gastropodes na base do goblé com o pé em contacto com o fundo do
goblé. Tal como no ensaio da fase exploratdria, os gastrépodes e a agua de diluicdo foram

recolhidos no ponto n° 4 (Ponte do Prado).

Durante o ensaio foram contados os gastropodes mortos e monitorizada a movimentacdo dos
vivos para a determinacdo dos pontos NOEC e LOEC. As contagens e as monitorizacdes

foram feitas ao longo dos mesmaos intervalos de tempo da fase exploratoria.

Tabela 8- Contelido/concentragdes das solugdes utilizadas no 2° ensaio ecotoxicolégico.

Concentracéao de Solugcdo mée de NaNOs Agua de diluigdo do rio
NO;mg/L (como N) (mL) (mL)
0 (controlo) 0 1000
100 100 900
200 200 800
300 300 700
400 400 600
500 500 500
600 600 400
700 700 300
800 800 200
900 900 100
1000 1000 0

Para preparacao das solucdes de trabalho de concentragfes crescentes, usaram-se provetas

de 100, 250 e 500 mL para medir os volumes de solugcdo mae e provetas dos mesmos volumes
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para medir os volumes complementares de &gua de diluicdo. A mistura e homogeneizacao

da solucdo mée e da agua de diluigdo foi feita diretamente nos goblés usados para o ensaio.

2.8.3.3 Material utlizado

e 70 Goblés

e Vareta

® Provetas

e Contentor de vidro de 20 litros

e Conta-gotas

2.8.4 Determinacéo do NOEC e do LOEC

As etapas anteriores de determinacdo do ponto final LCso serviram simultaneamente de
etapas exploratdrias para a determinagdo dos pontos finais NOEC e do LOEC que seriam
sempre necessarias para a determinacdo destes pontos finais com maior rigor. A fase
exploratdria, como se abordaré na discussdo dos resultados, identificou as concentracoes
entre 200 e 300 mg/L em NO3 - N como aquelas entre as quais se situardo estes pontos finais,
no entanto, suspeitando que os pontos finais possam estar mais proximos dos 300 mg/L em
NO3 - N foi decidido ampliar ligeiramente a gama de concentragdes em estudo até aos 340

mg/L.

Neste ensaio, foram utilizadas as seguintes concentracdes: 200, 220, 240, 260, 280, 300, 320
e 340 mg/L NO3 - N. Para cada concentracgdo fizeram-se 6 repeticdes e um ensaio de controlo

apenas com agua de dilui¢do recolhida no ponto de amostragem n°4 (Ponte do Prado).

Neste ensaio pretende-se monitorizar o comportamento dos gastropodes bioindicadores nas
solugdes com concentracOes crescentes de ido nitrato. Apos a analise do comportamento dos
gastropodes depois de colocados com o pé em contacto com o fundo do goble, verificou-se
que a espécie procura a interface solugdo - ar mas que o nimero de organismos que procura
esta posi¢do diminui com o aumento da concentracdo do ido nitrato e com o tempo de

exposicao ao efeito deletério deste contaminante. Foi este comportamento sistematico que
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se comegou a observar na fase exploratoria inicial do estudo de determinacéo do LCso que
foi adotado para monitorizar o inicio do efeito deletério observavel do ido nitrato no
comportamento dos gastropodes e assim ser usado para a determinacdo dos pontos finais
NOEC e LOEC.

2.8.4.1 Preparacao da solugdo mae de nitrato de sodio (NaNO3)

Para esta etapa foi necessario preparar uma solucdo méae de NaNOs de concentracdo 1000
mg/L NO3 em azoto (N) com um volume de 10000 mL. Os célculos para a preparagdo desta

solucdo apresentam-se no Anexo G.

Tal como nos ensaios anteriores de determinacéo do LCso, 0s ensaios decorreram em goblés
de 1000 mL sendo as solucdes previamente preparadas num baldo aferido de 1000 mL onde
se fez a diluicdo da solucdo mae previamente medida com pipetas e diluida e homogeneizada
com &gua de diluicdo recolhida no ponto n° 4 de acordo com os volumes constantes na Tabela
9.
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Tabela 9- Contetido/concentracgdes das solugdes utilizadas no 3° ensaio ecotoxicolégico

Concentracédo de Solugédo mée de NaNO3 Agua de diluigdo do rio

NO3 mg/L (como N) (mL) (mL)
0 (controlo) 0 1000
200 200 800

220 220 780

240 240 760

260 260 740

280 280 720

300 300 700

320 320 680

340 340 640

2.8.4.2 Modo de procedimento

Depois de preparadas as dilui¢bes das solucBes a testar colocaram-se 10 gastrépodes no
fundo do goblé com o pé em contacto com fundo. Para monitorizar a movimentacdo dos
gastrépodes em direcdo a interface solugdo — ar, contou-se como movimentagao sempre que
0s gastropodes ultrapassassem uma linha desenhada na parede do goblé a 1 cm da base.
Eventualmente alguns gastrépodes podem deambular pela parede interior do goblé e voltar
a passar pelo fundo mas em geral isso ndo acontece. Ap6s algum estudo do comportamento
dos gastropodes observou-se a tendéncia para os caracoéis se deslocarem para a interface
solucdo - ar mais oxigenada e também a tendéncia para alguma letargia e busca de reflgio

pelo fundo do goblé & medida que as concentragdes do contaminante aumentam.
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2.8.4.3 Material utilizado

e 28 Goblés

e Vareta

e Pipetas volumétricas de 100 e de 20 mL
e Contentor de vidro de 20 litros

e Conta-gotas

e Baldes volumétricos de 1000 e de 2000 mL

2.9 Medicado do tamanho dos gastropodes bioindicadores

Dado que, em geral, nos gastropodes o aumento da idade é sinbnimo de aumento da massa
e do volume corporal, sendo estas diferencas importantes para a capacidade destes
organismos de bioacumular e/ou de excretar contaminantes, € importante que o estudo seja
feito com organismos de idade similar ou pelo menos, com organismos cuja média de
tamanho da concha (sin6nimo de idade) para os diferentes grupos de concentracdo
estudados, ndo seja estatisticamente diferente.

2.9.1 Modo de procedimento

Os gastropodes bioindicadores testados foram medidos no anel, ao longo do da sua maior
extensdo, com um peclise digital e os valores dessas medic¢Ges foram registados para todos

0s gastropodes testados.

Na tabela H1 do Anexo H, apresentam-se os valores obtidos na medi¢do dos organismos
usados na fase de estudo com valores de concentragdo com uma progressdo aritmetica
espacados em 100 mg/L [NO3] - N. As tabelas H2, H3 e H4 do Anexo H, apresentam
respectivamente o resultado do teste a normalidade de erros de Shapiro-Wilk, teste de
homogeneidade de variancias de Levene e analise de varidancia ANOVA que serviram para
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determinar se existem diferencas estatisticas para uma probabilidade p=0,05 entre as médias
dos tamanhos dos gastrépodes.

2.9.2 Material utilizado.

e Peclise digital

e Caixas de Petry
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3. Resultados e discussao

3.1. Resultados in-situ

Na figura 23 esté ilustrada a medicéo in-situ de O.D e temperatura na ponte do Prado.
-—

b - w ~

L]

Figura 23-Medicdo de O.D e temperatura in-situ na ponte do Prado
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Na figura 24 esté ilustrada a medicao de pH e temperatura in-situ na ponte do Prado.

Figura 24- Medicdo de pH e temperatura in-situ na ponte do Prado.

Os resultados das medi¢oes in-situ estdo indicados na tabela 10.

Tabela 10- Resultados das medices in-situ.

Botelha ETAR Agroal Ponte do
Prado
Temperatura (°C) 15,8 16,7 18,0 18,3
pH 5,20 4,02 4,15 4,50
O.D (%) 85,6 94,8 84,5 100,4
O.D (mg/L) 8,03 8,99 7,90 9,27

Verifica-se através da analise dos resultados que a temperatura aumenta de montante para
jusante no rio Nabdo. Segundo o Decreto-Lei 236/98, a temperatura de aguas doces
superficiais para suporte de vida aquicola devera estar compreendida entre os valores 10 e

28 °C, assim sendo os valores destas medicGes in-situ estdo em conformidade.

Os valores de pH aqui determinados sdo muito baixos, o que contradiz o fato de os pontos
de medicdo estarem localizados numa zona calcéria. Segundo o Decreto-Lei 236/98, o valor
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admissivel deste pardmetro devera estar compreendido entre 6 e 9, assim sendo os valores

de pH das medicdes in-situ ndo estdo em conformidade.

O oxigénio dissolvido (O.D) apresenta valores pouco variantes para 0s quatro pontos de
recolha de amostras, sendo o local da ponte do Prado o que apresenta maior concentracao
deste parametro. Estes valores estdo em conformidade com o Decreto — Lei n® 236/98 que
estabelece como valor maximo recomendado 50% de oxigénio dissolvido para aguas doces

superficiais para suporte da vida aquicola.

Comparando estes valores com o0s obtidos no projeto realizado em 2014 no Instituto
Politécnico de Tomar com o tema “Monitorizacdo e estudo da qualidade da &gua do rio
Nabédo” (Jorge, FMA. Cruz FAM., 2013/2014), em que se efectuou a monitorizacao destes
e outros parametros em trés zonas distintas do rio Nabdo (Acude de Pedra, Mouchdo e S&o
Lourenco), os resultados das medicdes in-situ apresentam uma variagdo mais significativa:
entre 5,84 e 10,26 nas determinacdes de 2014 e entre 4,02 e 5,20 em 2015.

3.2. pH

Os valores de pH das quatro amostras de agua recolhidas no rio Nabdo, medidos no
laboratdrio, sdo apresentados na tabela 11.

Tabela 11- Valores de pH das amostras de agua recolhidas no rio Nabéao.

Amostra Localizacao pH

1 Botelha 7,60

2 Jusante da ETAR Alto 7,69
Nabéo

3 Jusante do Agroal 7,49

4 Ponte do Prado 8,17
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O Decreto-Lei n.° 236/98 tem por objetivo estabelecer normas, critérios e objetivos de
qualidade com a finalidade de proteger o meio aquatico e melhorar a qualidade das aguas
em funcdo dos seus principais usos. Segundo este Decreto-Lei o valor de pH das aguas
superficiais deve possuir um valor compreendido entre 6 e 9. Assim, os valores de pH dos
quatro pontos de recolha encontram-se em conformidade. Também se verifica um ligeiro

aumento do valor de pH de montante para jusante do rio Nabéo.

Comparavelmente aos valores de pH determinados in-situ existe uma diferenca significativa.
Estes valores laboratoriais sdo mais fiaveis relativamente aos determinados in-situ, o que

indicia mau estado do equipamento de medig&o in-situ.

Comparativamente aos valores obtidos no projeto referido anteriormente (Jorge, FMA. Cruz
FAM., 2013/2014), néo existem diferencas significativas, pois na determinacéo de 2014 os
valores de pH estavam compreendidos entre 7,40 e 8,12.

3.3Teor em oxigénio dissolvido

A diluicdo usada no método para célculo de CBOs foi de 10 mL de amostra em 700 mL de
agua de diluicdo. O pH da agua de diluicdo tinha como valor 7,3.

A tabela 12 indica o volume de tiossulfato de sodio (Na,S,03) gasto na titulacdo para a
amostra diluida 15 minutos depois da preparacdo e para a amostra depois da incubacédo, bem

como o volume dos frascos utilizados.
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Tabela 12- Volumes de tiossulfato de s6dio gastos na titulacdo e dos frascos usados para calculo de CBO5.

Amostra V Na,S$,03 V Na,S,03 Volume do Volume do
(mL) (A) (mL) (B) frasco (mL) frasco (mL)
(©) (D)

1 12,43 9,03 295,3 276,28

2 12,44 11,21 295,8 287,5

3 12,37 10,71 295,8 268,4

4 12,52 11,40 296,7 289,1

5 (ensaio em 11,89 12,11 295,6 297,0

branco)
Legenda:

A - gasto na titulacdo da amostra diluida 15 minutos depois da preparacéo.
B - gasto na titulacdo da amostra depois da incubacéo.
C - usado na amostra diluida 15 minutos depois da preparacéo.

D - usado na amostra depois da incubacéo.

3.3.1 Calculos de OD; (oxigénio dissolvido na amostra 15 minutos depois

da preparacéo) e ODs (oxigénio dissolvido na amostra apos incubacéo).

e Afericdo da solucéo de tiossulfato de sodio
A afericdo da solucdo de tiossulfato de sédio foi realizada previamente, através de uma

titulacdo com dicromato de potéassio (K,Cr,0-).

Volume gasto de tiossulfato de sédio na titulagdo para a afericdo = 20,87mL.

C (K2Cr,07) * V (K;Cr,07 ) = C (Na,S5,03 ) * V (Na,S,03)
0,025 N * 20mL = C (Na,S,05) * 20,87mL
C (Na,S,03)=0,024 N
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A concentracdo de tiossulfato de sodio aferido € de 0,024 N (normalidade), isto é equivalente
a 0,0024 M (molaridade)

Os calculos da determinacdo de ODi e de ODs estéo de seguida ilustrados para a amostra

namero 1, os restantes valores estdo apresentados na tabela 13.

e Calculo de ODi na amostra 1
Volume de tiossulfato de sédio gasto na titulacdo = 12,43mL (frasco 28 - 295,3mL)

n(Na,S,05) = C(Na,S,05 ) * V(Na,S,03 ) <=> n(Na,S,05 ) = 0,024 mol L * 12,43x10"
3 L <=>n(Na,S,05 )= 2,98x10“mol.

n(0,)=n(Na,S,03) * 1 mol 0,/ 4 mol (Na,S,03) <=>n(0,)= 7,45x10° mol.

C(0,)=n(0,)/ V amostra total (L) <=> C(0,)= 2,54x10* mol 0,/L.

V amostra a1 = V amostra - 2 mL * <=> V amostra totat = 295,3 mL — 2 mL<=> V amostra
total = 293,3 mL.

*Estes 2mL correspondem ao sulfato de manganés e ao iodeto alcalino.

Massa molar (M) = n/m
M (0,)= 32g/mol.
ODi= (C(0,)/ Mm (0,))*1000 mg/L <=> OD;= 8,13 mg 0,/L.

e Calculo de ODs na amostra 1

Volume de tiossulfato de sddio gasto na titulacdo = 9,03mL (frasco 122 — 276,28mL)

n(Na,S,03) = C(Na,S,03) * V(Na,S,05) <=>n(Na,S,0;) = 0,024 mol L * 9,03x10°®
L<=>n(Na,S,03)=2,17x10"* mol.

n(0,)=n(Na,S,03) * 1 mol 0,/ 4 mol (Na,S,05) <=>n(0,)= 5,42x10° mol.

V amostra w1 = V amostra - 2 mL * <=>V amostra a1 = 276,28 mL — 2 mL <=>V
amostra tota = 1,97x10* mL.

*Estes 2mL correspondem ao sulfato de manganés e ao iodeto alcalino.
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C(0,)=n(0,)/ V amostra tar (L) <=> C(0,)=2,75x10"°

Massa molar (M) = n/m
M (0,)=32g/mol.
ODs= (C(0,)/ M(0,))*1000 mg/L <=> ODs= 6,32 mg 0,/L.

Tabela 13- Valores de OD;j e de ODs de todas as amostras.

Amostra ODi (mg O2/L) ODs (mg O2/L)
1- Botelha 8,13 6,32
2- Jusante ETAR Alto 8,16 7,54
Nabado
3- Jusante Agroal 8,08 7,72
4- Ponte do Prado 8,15 7,62
5 (ensaio em branco) 7,77 7,88

Segundo o decreto-lei n.° 236/98 os valores de oxigénio dissolvido estdo dentro dos
parametros legais, em conformidade. Os valores apresentam pouca variancia entre si, 0

mesmo ocorreu nas medicdes in-situ.

Os valores obtidos no projeto referido anteriormente (Jorge, FMA. Cruz FAM., 2013/2014),
estdo compreendidos entre 8,31 e 10,26 mg O2/L, 0 que ndo traduz diferencas significativas
em relacéo aos valores determinados em 2015.

3.4CBOs (caréncia bioquimica de oxigénio)

A caréncia bioquimica de oxigénio é determinada pela expressdo seguinte para 0 método das

diluicdes sem inoculo:
CBOs= ((ODi — ODs) / V) * 1000 mL

Em que V — volume total de amostra utilizado no ensaio mL <=>V (ODi + ODs).
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O resultado ¢é expresso em miligramas de oxigénio (mg O/L), indicando-se em indice o

namero referente aos dias de incubacao.

CBOs=mg O2/L

3.4.1 Calculos de CBOs

O célculo de CBOs para a amostra 1 é de seguida demonstrado, os restantes encontram-se
na tabela 14.

¢ Amostra 1
V=2953 mL + 276,28 mL=571,58 mL.

CBOs= (8,13 mg O2/L — 6,32 mg O2/L) *1000 mL/571,58 mL = 3,17 mg Oa/L.

Na tabela 14 apresentam-se os valores de CBOs para todas as amostras

Tabela 14- Valores de CBOs para cada uma das amostras.

Amostras CBOs (mg O2/L)
1- Botelha 3,17
2- Jusante ETAR Alto Nab&o 1,06
3- Jusante do Agroal 0,64
4- Ponte do Prado 0,90
5 (ensaio em branco) 0,00

Segundo o Decreto-Lei n.° 236/98 as aguas superficiais doces para o suporte de vida aquicola
deveram possuir um valor de CBOs maximo de 6 mg O2/L. Assim, a caréncia bioquimica de
oxigénio nas quatro amostras de dgua do rio Nabdo estdo em conformidade. Também se
verifica um valor consideravelmente mais elevado de CBOs na amostra numero 1 recolhida
na localidade de Botelha, isto poderd indicar a presenca de mais microrganismos neste ponto

gue consomem oXxigénio nas suas necessidades metabolicas.
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Os valores obtidos no projeto referido anteriormente (Jorge, FMA. Cruz FAM., 2013/2014),
estdo compreendidos entre 22,75 e 181,30 mg O2/l, o que é uma diferenca bastante

significativa em relacdo aos valores determinados em 2015.

3.5SST (solidos suspensos totais)

Os sdlidos suspensos totais sdo calculados através da seguinte expressdo:
E=(A-B)xC

E — Sélidos suspensos totais (mg/L)

A — massa do papel de filtro apds filtracdo e secagem (mg)

B — massa do papel de filtro (mg)

C — volume da amostra (L)

A tabela 15 apresenta para cada amostra o peso do papel de filtro e o peso do papel de filtro

mais solidos apos incubacéo.

Tabela 15- Massa do papel de filtro e do papel de filtro ap6s filtracdo e secagem para cada amostra.

Amostra m do papel de filtro (mg) m do papel seco (mg)
1 122,4 122,9
2 123,8 124,5
3 1229 123,1
4 1229 123,3
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3.5.1 Calculos de SST (sélidos suspensos totais)

O célculo para determinar SST esta seguidamente indicado para a amostra 1, 0s restantes
valores estdo inseridos na tabela 21.

e Amostra 1
Volume da amostra=0,1L
C=(122,9 mg-122,4mg) /0,1 L =5,0 mg/L

A tabela 16 descreve os valores de SST (solidos suspensos totais) para cada uma das
amostras.

Tabela 16- Valores de sélidos suspensos totais de cada uma das amostras.

Amostra Soélidos suspensos totais (mg/L.)
1- Botelha 5,0
2- Jusante da ETAR Alto Nab&o 7,0
3- Jusante do Agroal 2,0
4- Ponte do Prado 4,0

Segundo o Decreto-Lei n.°236/98 o valor dos s6lidos suspensos totais em aguas superficiais
ndo deverd exceder 25 mg/L. Verifica-se assim que os valores deste parametro nas quatro

amostras estdo dentro dos limites legais, em conformidade.

Verifica-se também através da analise dos resultados que o local de amostragem n°3, o
Agroal, possui um valore se SST significativamente mais baixo que os restantes pontos de
amostragem, este fato pode ser devido a existéncia de uma nascente de agua neste local que

promove a diluigéo.

Os valores obtidos no projeto referido anteriormente (Jorge, FMA. Cruz FAM., 2013/2014),
estdo compreendidos entre 2,0 e 22,0 mg/L, o que é uma diferenga significativa em relacdo

aos valores determinados em 2015, mas ambos em conformidade com o Decreto-Lei.
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3.6 Nitratos

Para calcular a concentracéo de nitratos foi usado o método do 2,6- dimetilfenol, por
espectofotometria a 324 nm de comprimento de onda. A determinacdo da reta de

calibracéo foi previamente estabelecida.

3.6.1 Reta de calibracao

A determinacdo da reta de calibracao foi previamente estabelecida.

A reta de calibracdo, sua equacdo e coeficiente de correlacdo estdo ilustradas na figura

seguinte:
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Figura 25- Reta de calibracdo para avaliar o teor em nitratos.

3.6.2 Valores de absorvancia da espectrofotometria a 324 nm de
comprimento de onda

tabela seguinte descreve os valores de absorvancia da espetrofotometria a 324 nm de

comprimento de onda para cada uma das amostras.
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Tabela 17- Valores da absorvancia em cada uma das amostras para avaliar o teor em nitratos.

Amostra Absorvancia
1 0,062
2 0,077
3 0,102
4 0,036

3.6.3 Valores da concentracdo de nitratos e de azoto

correspondente

Os valores das concentragdes de nitratos (NO3) resultam na substituicdo de x na reta de
calibracdo pelos valores das absorvancias.

Os valores da concentracdo de nitratos (NO3) em termos de azoto (N) resultam do fator de
conversdo 0,2259. De seguida apresenta-se o célculo da concentragdo de nitratos (NO3)
(mg/L) da amostra 1 e conversao dessa concentracdo em termos de azoto (N). Os restantes

valores estdo descritos na tabela 25.

e Calculo da concentracéo de nitratos (NO3) (mg/L) na amostra 1 e conversdo dessa
concentracdo em termos de azoto (N).

Equacdo da reta de calibracdo: Y=71,07x — 0,075.

Valor da absorvancia=0,062

Y=71,07*0,062 — 0,075= 4,33 mg/L (NO3).

Conversdo de nitratos para azoto= 4,33*0,2259= 0,97 mg/L (N).

90



Na tabela 18 estdo descritos os valores das concentragbes de nitratos e de azoto

correspondente para cada uma das amostras.

Tabela 18- Valores das concentracfes de nitratos e de azoto correspondente para cada uma das amostras.

Amostra [NO3 ] (mg/l) [NO3 — N ] (mg/l)
1-Botelha 4,33 0,97
2- Jusante ETAR Alto 5,39 1,21
Nabao
3- Agroal 7,17 1,61
4- Ponte do Prado 2,48 0,56

Segundo o Decreto-Lei n.° 348/98 que estabelece requisitos para as descargas das estacdes
de tratamento de aguas residuais urbanas em zonas sensiveis sujeitas a eutrofizacdo, o valor
méaximo de concentracdo de azoto devera ser de 15 mg/l —N, sendo assim, os valores das
concentracdes de azoto nos quatro pontos de amostragem encontram-se dentro dos limites

legais, em conformidade.

Verifica-se um significativo aumento desta concentracdo de azoto no ponto de recolha n.°3,

no Agroal, isto possivelmente devido a contaminacdes.
Comparativamente aos valores obtidos no projeto referido anteriormente (Jorge, FMA. Cruz

FAM., 2013/2014), ndo existem diferencas significativas, pois em 2014 a concentracdo do

ido nitrato estava compreendido entre 3,82 e 7,28 mg/L.

3.7Medicao do tamanho dos gastropodes bioindicadores

Os resultados médios das medi¢des do tamanho dos 10 gastropodes usados em cada
repeticdo das concentragdes da fase de estudo com uma progressdo aritmética usada na

determinacéo do LC50, demonstra que ndo existem diferencas estatisticas entre os valores

91



médios obtidos na média. Esta conclusdo resulta da analise de variancia ANOVA processada
pelo programa informatico IBM® SPSS® statistics. A analise em trés etapas demonstrou
que existe normalidade de erros (teste Shapiro Wilk) e homogeneidade de variancias (teste
Levene), condigdes para uma analise de variancia mais credivel. A analise de variancia
(ANOVA) confirma que ndo existem diferengas estatisticas significativas para uma
confianca de 95% conforme se apresenta no Anexo H.

3.8 Testes ecotoxicoldgicos e tratamento estatistico

A contabilizag¢do do efeito “morte” dos caracdis bem como as respetivas médias, desvios
padrdo e coeficientes de variacdo em todos os testes ecotoxicoldgicos é apresentada no
Anexo |. Este efeito serd usado na determinacdo do ponto final LCso (concentracdo do nitrato
que produz a morte de 50% da populacéo).

A contabilizag¢do do efeito “movimento dos caracdis”, bem como as respetivas médias,
desvios padrdo e coeficientes de variacdo em todos os testes ecotoxicologicos sdo
apresentados no Anexo J. Este efeito serd usado na determinacao dos pontos finais NOEC
(No Observed Effects Concentration) e LOEC (Lowest Observed Effects Concentration).

Pretende-se através dos dados obtidos nos testes ecotoxicologicos efetuados, determinar o
valor de LCs, (concentracdo do nitrato que produz a morte de 50% da populac¢do) com base
no numero de gastrépodes mortos e utilizando 0 método estatistico de Litchfield-
Wilcoxon. A determinacdo de LCs, foi realizada com suporte informatico, folha de calculo
Microsoft® Excel®. Os valores de NOEC e de LOEC foram determinados a partir do
programa informatico IBM® SPSS® Statistics version 21.

3.8.1 Determinacao do valor de LCs,

Os resultados obtidos na fase exploratdria em que se usou uma gama de concentragdes

de progressao logaritmica, revelam que para os tempos de exposicdo estudados de 24,

92



48, 72,96 e 120 horas, o valor de concentragdo que provoca o efeito pretendido letal para
metade da populacéo, se obtém entre as concentracdes de 100 e 1000 mg/L —N como
se pode observar no grafico da Figura 26. Isto significa duas coisas: em primeiro lugar
significa que a concentracdo de ido nitrato que € letal para metade da populacéo se
encontra entre 100 e 1000 mg/L NO3- N e em segundo lugar significa que para
conhecermos com mais rigor esse valor teremos que fazer um novo estudo com uma
progressdo aritmética de concentragdes entre os 100 e os 1000 mg/L NO3 - N. O estudo
com concentracdes equidistantes em 100 mg/L NO3 - N serd a melhor opgao porque
proporcionara um resultado final comum um intervalo de confianca apertado. Seria
melhor se as concentragdes estudadas tivessem um intervalo de progressdao menor mas
isso seria incomportavel do ponto de vista logistico devido a escassez de material no

laboratdrio. Na Tabela 11 do Anexo | apresenta-se os valores obtidos no ensaio.

Numero de mortos da fase exploratéria para todos os tempos de exposi¢cdo
(24, 48,72, 96 e 120 horas)

Efeito (mortos)
o

0 + + + +

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000
Conc NO;" -N (mg/L)

Figura 26- namero de morto na fase exploratéria, a do 1° ensaio ecotoxicoldgico, a fase logaritmica, para
todos os tempos de exposi¢do organismo/contaminantes avaliados.

Na segunda fase do estudo com valores de concentra¢cdo com uma progressdo aritmética
espacados em 100 mg/L NO3- N verifica-se que para os tempos de exposicao estudados,

s0 o0 tempo de exposicdo de 120 horas nos da uma gama de efeito entre nenhum
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gastrépode morto (sem efeito) para a concentracdo mais baixa que é a do grupo de
controlo em que nédo foi dissolvido ido nitrato e todos os gastropodes mortos para a
concentracdo de 1000 mg/L NO3- N. A resposta dos gastropodes a esta variagdo de
concentracdes € muito importante por ser ideal para a aplicacdo do método estatistico de
Litchfeld-Wilcoxon uma vez que inclui nos extremos nenhum gastrépode morto e todos
0s gastropodes mortos. A Figura 27, mostra claramente como para os restantes tempos de
exposicao em estudo nunca se consegue o efeito letal maximo. Na Tabela 12 do Anexo |

apresentam-se os resultados obtidos neste ensaio.

Numero de mortos para varios tempos de exposicao
(24, 48, 72, 96 e 120 horas)

s ——24horas
6 1 A -E-48 horas
5 | 74 72 horas

—=096 horas
<<<<< -120 horas

Efeito (mortos)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Conc NO;- N(mg/L)

Figura 27- Média do nimero de individuos mortos em todos os testes ecotoxicoldgicos, e para todos 0s
tempos de exposicdo organismo/contaminantes avaliados.

No gréafico da Figura 28 apresenta-se a média do efeito para uma exposicdo de 12 horas
as diferentes concentracgdes do ido nitrato entre 100 e 1000 mg/L NO3 - N. Para este
tempo de exposicdo a “curva” obtida ndo ¢ perfeitamente sigmoide o que faz pressupor
algum desvio a normalidade, no entanto, atendendo ao perfil da curva de distribuicéo de
resultados esse desvio, a existir, sera minimo e ndo tem consequéncias para a aplicacdo

do método Litchfeld-Wilcoxon.
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Numero de mortos para 120 h de exposi¢cao

54 y ( -+=120 horas

Efeito (mortos)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Conc NO;- N (mg/L)

Figura 28- Média do nimero de individuos mortos em todos os testes ecotoxicoldgicos, para o tempo de
exposic¢ao organismo/contaminante de 120 horas.

Os valores de efeito obtidos apresentam-se em tabela no Anexo K.

3.8.1.1 Método Litchfeld-Wilcoxon

Primeira etapa do método Litchfeld-Wilcoxon para a determinacdo do efeito esperado, isto
é conseguido graficamente através da linearizacdo dos resultados segundo o eixo das
abcissas (Concentracdo) que € transformado através de logaritmacdo das concentracdes
NO3 - N. O eixo das ordenadas corresponde a percentagem do efeito, isto é, a percentagem
da média de individuos mortos para cada grupo de concentracdo. Esta etapa do método
permite obter uma reta de regressao com um melhor ajuste. Os resultados destes ajustes
apresentam na tabela L1 do Anexo L a nova distribuicdo dos valores obtidos a partir desta
linearizacdo, bem como a reta de regressdo dessa distribuicdo séo apresentados no gréafico
da Figura 29.
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Determinacdo do Efeito Esperado

100,00 -
80,00
%
L 2
60,00
y=72,613x- 158,97 *
R? =0,6885 //
o 40,00 + S
3 ’ /
[
[*=4 L 4
i} ,_//
® 20,00 — -
/’
0,00 *+ — e : : ; :
2000/ = 90 2,400 2,600 2,800 3,000
20,00
Log Conc

Figura 29- Determinacéo do efeito (mortos) esperado.

A equacdo da reta de regressdo do efeito observado permite o calculo do efeito esperado por

substituicdo dos valores de logaritmo da concentragéo (log Conc):
y = 72,623x — 158,97

A verificagdo do ajuste da reta de regressdo € feita através de um teste chi-quadrado (x 2).
Para que 0 ajuste seja bom, tera que se aceitar a hipotese nula (Ho) de que um x 2calculado
ser menor do que um y 2 tabelado (x ?calc <y 2 tab).

O valor de x 2calc é determinado para cada grupo de concentragdes NO3 - N através de um
abaco constante na Figura L1 do Anexo L_onde sdo necessarios os valores da percentagem
de efeito esperado e da diferenca da percentagem do efeito observado com a percentagem
do valor do efeito esperado. Os valores parciais de x 2calc sdo somados para se obter o valor
a usar no teste de hipdteses.

O valor de x 2 tabelado € retirado da tabela de valores criticos de x 2 apresentado na Tabela
L2 do Anexo L, sabendo que se pretende usar os valores criticos para uma probabilidade

p=0,05 e n graus de liberdade.
O namero de graus de liberdade (n), é:

n=k-—2

Onde n representa o0 nimero de graus de liberdade e k 0 nimero de variaveis independentes.
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A Tabela 19 apresenta o valor de x 2 calc:

Tabela 19- Valor de [ x ] "2 calculado.

Concentracbes | log N° de Média de | Percentagem | Percentagem [ Diferenca chalc
NO3-N Conc. | organismos | organismos efeito efeito
(mg/L) testados mortos observado esperado

(%) (%) (%)
0 0,000 10 0 0
100,00 2,000 10 0,17 1,67 -13,74 15,41 0
200,00 2,301 10 1,00 10,00 8,11 1,89 0,055
300,00 2,477 10 1,00 10,00 20,90 10,90 0,1
400,00 2,602 10 1,83 18,33 29,97 11,64 0,08
500,00 2,699 10 1,33 13,33 37,01 23,68 0,25
600,00 2,778 10 3,00 30,00 42,76 12,76 0,07
700,00 2,845 10 5,50 55,00 47,62 7,38 0,025
800,00 2,903 10 6,83 68,33 51,83 16,50 0,12
900,00 2,954 10 7,33 73,33 55,55 17,79 0,14
1000,00 3,000 10 10,00 100,00
| Y 084

O valor da soma das contribuicdes de x 2 diferenca é apresentado em maédulo.

x 2 calc=0,84
O numero de graus de liberdade (n) neste caso € de 7, sendo k=9 a que corresponde pela
tabela L2 do Anexo L o valor critico tabelado de:

x ? tab=14,07.

x 2 calc < x 2tab, aceita-se a hipdtese nula e portanto o ajuste é bom.

Proxima etapa deste método, € a correcdo dos valores de percentagem de efeito esperado
para os valores de 0 - 100%. Esta correcdo € feita através da tabela L3 apresentada no Anexo
L. Trata-se de uma conversdo fundamental na aplicacdo do método de Litchfeld-Wilcoxon
porque transforma todos os valores de percentagem de efeito esperado inferiores a 50% em
novos valores corrigidos sempre inferiores a 10%. Transforma também todos os valores de
percentagem de efeito esperado acima de 50% em novos valores corrigidos e sempre
superiores a 90%. Este afastar dos valores de percentagem do efeito esperado para a base e

para o topo da escala percentual tem como consequéncia um grande salto dos valores de
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efeito imediatamente antes de 50% para os valores imediatamente depois. A semirreta que
contém o valor de 50% de efeito corrigido tera um declive bastante acentuado como se pode
verificar no grafico da Figura 22. Esta mova distribuicdo corrigida dos valores do efeito
facilita a obtencdo do valor da concentracdo que produz um efeito letal para metade da
populacdo (LCso) ao qual é possivel ainda associar um intervalo de erro bastante mais
apertado para os 95% de confianga com que o teste de Litchfeld-Wilcoxon fornece o

resultado final.

A Tabela 20 contém os valores do efeito esperados e os valores corrigidos para 0-100%,
note-se que os valores corrigidos saltam abruptamente de 10,4 para 89,5%, encontra-se
obviamente entre estes valores a percentagem de efeito de 50%. Do ponto de vista grafico,

este efeito pode ser melhor observado no grafico da Figura 30.

Tabela 20- valores do efeito esperados e os valores corrigidos para 0-100%

Concentragédo | log Conc | n°de org n° de % efeito | % efeito | Correcgéo

mg/L testados mortos | observado | esperado [ 0-100%
0 0,00 10 0,00 0,0

100 2,00 10 0,17 1,7 -13,74 0
200 2,30 10 1,00 10,0 8,11 2,6
300 2,48 10 1,00 10,0 20,90 6,2
400 2,60 10 1,83 18,3 29,97 8,3
500 2,70 10 1,33 13,3 37,01 9,40
600 2,78 10 3,00 30,0 42,76 10,10
700 2,85 10 5,50 55,0 47,62 10,40
800 2,90 10 6,83 68,3 51,83 89,50
900 2,95 10 7,33 73,3 55,55 89,70
1000 3,00 10 10,00 100,0

A titulo de exemplo, o valor de 2,6 da percentagem de efeito corrigido, correspondente ao
valor de 8,11 da percentagem do efeito esperado. Este valor foi determinado por interpolagédo
linear, devido as limitacGes da tabela de conversao para os valores entre 0 e 100% de efeito
observado que apenas converte diretamente valores inteiros. Outros valores intermédios tém

que ser interpolados.

98



Determinagao do efeito corrigido 0-100%

Area do Grafico |

a0
a0
70
&0
50
40
30
210
10

0

efeito corrigido 0-100%

2,00

Figura 30- Efeito corrigido 0-100%.

A partir do momento em que se conhece a semirreta dos efeitos corrigidos a 0-100% que
contém o efeito de 50%, concentramos a nossa atencdo nessa semirreta que usamos para
determinar qual o valor do logaritmo da concentracdo correspondente a 50% do efeito

corrigido. Este valor do logaritmo da concentracdo sera invertido para a obtencdo do valor

‘____________‘____.—-—-0'—

L

oy
L

.
. J

2,10

2,20

2,30

2,40

Log Conc

250

2,60

da concentragdo em unidade de trabalho de mg/L NO3 - N.

O gréafico da Figura 31 mostra a semirreta de interesse que contém os 50% de efeito

corrigido. Se usarmos a equacdo desta reta é possivel substituir a ordenada por 50 para

calcular o valor da abcissa.

2,70

2.80

2,90

3.00
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Semi-recta que contém o efeito de 50%

100
90 A
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70 -
60 -
50 4 y = 1364x - 3870,3
40
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20 A
10 A

0 . . T T . T . T T
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 3,00

efeito corrigido 0-100%

Log Conc

Figura 31- Semirreta do efeito corrigido a 0-100% que contém os 50% de efeito.

A equacdo da reta do efeito corrigido 0-100% é:

y = 1364x — 3870
A substituicao do valor da ordenada por 50 devolve um valor de abcissa de 2,874, ou seja:

x = log Conc = 2,874

A inversdo do valor logaritmizado da concentracdo, fornece o valor da concentragdo. A
inversdo obtém-se através da aplicacdo de base 10 ao logaritmo decimal.

1010gC0nC — 102.874-

Conc = 748,377 mg/L NO; — N

O valor obtido é o valor do LCsxo

LCs, = 748,377 mg/L NO; N

Para a determinagdo dos extremos do intervalo de confianca é necessario usar a mesma
equacdo da reta e repetir os célculos para o célculo da concentragdo correspondente a 16%
de efeito corrigido e para 84% de efeito corrigido que servirdo para determinar o extremo

inferior e superior do intervalo de confianca.

A partir da equacao da reta:
Quando y=16
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x = log Conc = 2,849
Conc = 706,632 mg/LNO; — N
LCi¢ = 706,632 mg/l NO; N

Quando y=84
x = log Conc = 2,899
Conc = 792,587 mg/LNO; — N
LCgy = 792,587 mg/L NO3 N

Para o célculo do intervalo de confianca ao nivel de 95%, é necesséario determinar os valores
do declive da reta (S), do coeficiente € e de um fator (fLCs).

Sendo:
N’ — numero total de organismos utilizados nas concentracdes testadas nas quais se observou

uma percentagem de efeito entre 16 e 84%.

LCsy , LCso
LCso ' LCyg

N 2

2,77
VN’

fLCso=S" fLCso = S®
Usando as formulas determina-se os valores:
N' =60
S =1,059
E = 0.358

fLCso = 1,021

Limite superior= LCso*fLCso = 748,377 x 1,021 = 763,896 mg/L NO3 — N
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Limite inferior= LCso/fLCso = 222’ = 733,173 mg/L NO5 — N

1,021

Assim, e com intervalo de confianca de 95%, a concentracéo que produz o efeito letal para

metade da populagdo (LCso) é:

733,173 < 748,377 < 763,896 mg/l NO5 — N

3.8.2 Determinacdo de NOEC e de LOEC

Determinar os valores de NOEC e de LOEC pressupde quatro etapas distintas. A primeira
etapa é a prova de normalidade de erro de Shapiro-wilk, segunda etapa é a prova a
homogeneidade de variancias de Levene, terceira etapa é analise de variancia ANOVA e a
quarta e Ultima etapa é a prova de comparacdo multipla de Dunnett. Como ja foi
anteriormente referido, a determinacdo destes valores foram realizados atraves do programa
informéatico IBM® SPSS® Statistics version 21.

O gréfico da Figura 32 mostra a média dos movimentos dos organismos em cada grupo de
concentracdo para 0s tempos de exposicdo 72 e de 120 horas. Estes foram, de todos 0s
tempos de exposicdo ao ido nitrato, os Unicos a oferecerem a gama completa das
possibilidades de efeito, variando entre 0 e 100% de efeito, ou seja entre nenhum gastrépode
em movimento para as concentracdes mais altas e todos os gastrépodes em movimento com
direcdo a interface solucdo — ar para as concentracdes mais baixas. No eixo das abscissas
estdo representadas as diferentes concentracdes de mg/L NO3 - N, e no eixo das ordenadas a
média dos movimentos dos organismos 1cm acima do fundo do goblé. Os resultados globais

dos ensaios laboratoriais apresentam-se na Tabela J1 (parte 1 e parte 2) do Anexo J.
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Efeito movimento dos gastopodes
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Figura 32- Média dos movimentos dos organismos para as diferentes concentracfes de NO3- - N, e para 0s
tempos de exposicdo organismo/contaminante de 72 horas e de 120 horas.

Apesar de bastante parecidas, as curvas dos efeitos para 72 e 120 horas de exposicao,
possuem comportamentos bastantes diferentes no programa informético usado para a
determinacdo do LOEC e do NOEC, por isso so foi concretizado o estudo para o tempo de
exposicao de 120 horas, sendo este tempo o que possui 0s dados mais fiaveis. O facto de o
bioindicador usado possuir um metabolismo de resposta lento ao ido nitrato é sintomatico

para a escola do tempo de exposicao mais longo.

3.8.2.1 Prova de normalidade de erros de Shapiro-Wilk

Para a prova de normalidade de erro de Shapiro-Wilk, é necessario introduzir no programa

informatico os resultados dos movimentos dos caracdis para as 120 horas.
Nesta prova:

Testa-se a hipdtese nula (Ho) de que existe normalidade de erros se estatisticamente o valor
da significancia debitada pelo SPSS for maior do que 0,05 (Sig.>0,05).

Oeste de normalidade de Shapiro-Wilk apresenta uma significancia (Sig.) de 0,000 o que

significa que o programa IBM® SPSS® Statistics version 21 arredonda para O (zero)
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qualquer valor estatistico inferior a 0,01. Para que exista normalidade de erros, o teste
estatistico tem de ter um valor de Sig. > 0,05.

Rejeita-se a hipotese nula porque Sig. < 0,05 e portanto, estatisticamente ndo existe
normalidade de erros mas o facto de o programa informatico aproximar a 0,000 os valores

inferiores a 0,01 deixa-nos sem sabe qudo longe o valor da significancia se encontra de 0,05.

Tabela 21- Relatério do programa informatico IBM® SPSS® Statistics version 21 para a prova de
normalidade de erros de Shapiro-Wilk- testes de normalidade.

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Movim_120h ,220 102 ,000 ,798 102 ,000

a. Lilliefors Significance Correction

A estatistica descritiva informa-nos que a distribuicdo dos erros ndo é normal porque 0s
valores de Skewness (medida que caracteriza a assimetria da curva de distribuicéo) e de
Kurtosis (medida que caracteriza o achatamento da curva de distribui¢do) ndo séo téo

préximos de zero quanto deveriam, além disso sdo maiores do que o respetivo erro padrao.
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Tabela 22- Relatorio do programa informatico IBM® SPSS® Statistics version 21, estatistica descritiva
para a prova de normalidade de erros de Shapiro-Wilk.

Descriptives

Statistic | Std. Error

Mean 5,9412 ,38884
95% Confidence Interval for Lower Bound 5,1698
Mean Upper Bound 6,7125
5% Trimmed Mean 6,0458
Median 8,0000
Variance 15,422
Movim_120h  Std. Deviation 3,92712
Minimum ,00
Maximum 10,00
Range 10,00
Interquartile Range 8,25

Skewness -,616 ,239

Kurtosis -1,292 AT74

Para compreender melhor quanto se afasta da normalidade os erros, existem mais algumas
ferramentas. Os valores z da skewness e de kurtosis determinam-se dividindo o valor
estatistico pelo respetivo erro padrdo (Std. Error). O resultado deve estar entre -1,96 < Z <

+1,98, para se considerar que existe normalidade de erros.
z skewness: (-0,616/0,239)=-2.577
z kurtosis: (-1,292/0,474)= -2.726

Também por aqui ndo ha evidéncia estatistica de normalidade de erros, embora os valores

de z estejam bastante perto do intervalo de critério.

Outra ferramenta que se pode usar para avaliar o afastamento a normalidade dos error é a

analise de um grafico Q-Q plot.

O grafico Q-Q plot da figura 33 é um método grafico para o diagnostico de diferencas entre
a distribuicdo de probabilidade de uma amostra de uma populagdo e outra usada para
comparacdo e esperada como normal. Para que o grafico mostre uma distribuicdo normal
dos dados laboratoriais observados, a distribuicdo do ndmero de organismos que se

movimentaram e a distribuicdo considerada normal, terdo que se dispor sobre a linha

105



diagonal que separa as duas distribuicdes. Ndo € propriamente o caso, mas também é
possivel imaginar distribui¢cdes bem piores.

Normal Q-Q Plot of Movim_120h

Expected Normal
N

-2

I
0 3 5 =] 12

Observed Value

Figura 33-Gréfico (Q-Q plot) dos movimentos dos organismos usados em todos os testes ecotoxicoldgicos
para um tempo de exposi¢do organismo/contaminante de 120 horas.

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk ndo é impeditivo da aplicacdo posterior do teste de
analise de variancia (ANOVA), que nos vai indicar se existem concentracdes diferentes do
controlo. No entanto, d&-nos uma ideia da robustez dos resultados obtidos na ANOVA.

O teste de normalidade de Shapiro-Wilk indica falta de normalidade dos erros mas,
comprovadamente através do céalculo dos valores z e da analise do grafico Q-Q plot, verifica-

se que a distribuicdo dos erros esta muito proxima da normalidade.

3.8.2.2 Prova a homogeneidade de variancias de Levene

O teste Levene a homogeneidade de variancias, também ndo é um teste impeditivo a
execucdo posterior de uma analise de variancia (ANOVA) para verificar se ha grupos de
concentracgdes diferentes do grupo de controlo.
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Para a prova a homogeneidade de variancias de Levene, é necessario introduzir no programa
informético SPSS os resultados dos movimentos dos caracois para as 120 horas.

Nesta prova:

Testa-se a hipdtese nula (Ho) de que existe homogeneidade de variancias se o valor da
significancia for maior do que 0,05 (Sig. > 0,05).

Tabela 23- Relatério do programa informatico IBM® SPSS® Statistics version 21 para a prova de
homogeneidade de varidncias de Levene.

Test of Homogeneity of Variances
Movim 120h

Levene Statistic dfl df2 Sig.

5,224 16 85 ,000

Rejeita-se a hipotese nula, ndo existe homogeneidade de variancias porque Sig.= 0,000 e
portanto Sig.< 0,05.

Apesar dos resultados negativos dos testes de Shapiro-Wilk e de Levene. Sabemos que a
normalidade de erros estd muito préxima como foi comprovado pelo calculo de z e pela
analise do Q-Q plot mas mais nada podemos saber relativamente a proximidades a
homogeneidade de variancias dos valores obtidos laboratorialmente. O problema podera ser
sempre resolvido através de um método ndo paramétrico necessariamente mais dificil de
aplicar mas toma-se a decisdo de avancar com uma resolucdo paramétrica com os valores
obtidos laboratorialmente. Sendo assim passar-se a 3% etapa, a andlise de variancias
(ANOVA).

3.8.2.3 Analise de Variancias (ANOVA)

Nesta fase vai ser indagado se existem grupos de concentracdo em que o efeito (movimento
dos organismos) seja diferente do grupo de controlo (ensaio em branco).
Para a prova de homogeneidade de variancias (ANOVA), é necessario introduzir no

programa informatico usado, os resultados dos movimentos dos caracdis para as 120 horas.
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Nesta prova:

Testa-se a hipotese nula (Ho) de que ndo existem diferencas estatisticas nas médias dos

movimentos dos grupos de concentracgdo e do grupo de controlo se o valor da significancia
obtida for maior do que 0,05 (Sig. > 0,05).

Tabela 24- Relatério do programa informatico IBM® SPSS® Statistics version 21. Estatistica descritiva para

a prova de analise de variancias (ANOVA).

Descriptives

Movim_120h
N Mean Std. Std. 95% Confidence Minimum Maximum

Deviation Error Interval for Mean

Lower Upper

Bound Bound
,0000 6| 10,0000 ,00000| ,00000| 10,0000 10,0000 10,00 10,00
100,0000 6| 9,5000 54772 ,22361| 8,9252 10,0748 9,00 10,00
200,0000 6| 8,8333 1,16905| ,47726| 7,6065 10,0602 7,00 10,00
220,0000 6| 8,0000 1,41421| ,57735| 6,5159 9,4841 6,00 10,00
240,0000 6| 8,6667 1,50555| ,61464| 7,0867 10,2466 7,00 10,00
260,0000 6| 8,8333 ,98319| ,40139| 7,8015 9,8651 8,00 10,00
280,0000 6| 8,6667 1,50555| ,61464| 7,0867 10,2466 6,00 10,00
300,0000 6| 8,6667 1,21106 | ,49441| 7,3957 9,9376 7,00 10,00
320,0000 6| 7,8333 1,60208| ,65405| 6,1521 9,5146 6,00 10,00
340,0000 6 7,5000 1,64317 ,67082 5,7756 9,2244 5,00 9,00
400,0000 6| 7,3333 ,81650| ,33333| 6,4765 8,1902 6,00 8,00
500,0000 6| 5,5000 2,16795| ,88506| 3,2249 7,7751 2,00 8,00
600,0000 6 1,3333 1,75119 , 71492 -,5044 3,1711 ,00 4,00
700,0000 6 ,3333 ,51640| ,21082 -,2086 ,8753 ,00 1,00
800,0000 6 ,0000 ,00000| ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00
900,0000 6 ,0000 ,00000 ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00
1000,0000 6 ,0000 ,00000| ,00000 ,0000 ,0000 ,00 ,00
Total 102] 5,9412 3,92712| ,38884| 5,1698 6,7125 ,00 10,00
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Tabela 25- Relatério do programa informatico IBM® SPSS® Statistics version 21 para a prova de analise de
variancias (ANOVA).

ANOVA
Movim_120h
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1434,647 16 89,665 61,964 ,000
Within Groups 123,000 85 1,447
Total 1557,647 101

De acordo comos resultados obtidos e apresentados na Tabela 31, rejeita-se a hipotese nula
(Ho), porque estatisticamente o valor da significancia ndo é maior do que 0,05. Logo existem
médias diferentes, ou seja, existe pelo menos um efeito diferente do efeito do observado no

grupo de controlo.

3.8.2.4 Prova de comparacao multipla de Dunnett

Uma vez que ja sabemos que existem diferencas entre as médias dos grupos de concentracao,
isso devera significar que com o aumento da concentragdo de NO3 ~ N, o efeito (movimento
dos gastropodes) a partir de certo valor, passara a ser diferente do efeito produzido por este
contaminante no grupo de controlo e em todos 0s grupos estatisticamente iguais ao grupo de
controlo.

Se existirem grupos de concentracdo em que o efeito é diferente, tal significa que nesses
grupos o NO3 afeta o metabolismo dos organismos. O grupo de concentracdo mais alta para
a qual isso ainda ndo acontece é o NOEC. O grupo de concentracdo mais baixa onde se
observam diferencas estatisticas para o grupo de controlo, é o correspondente ao LOEC.

Para a prova de comparacdo multipla de Dunnett, é necessario introduzir no programa

informatico usado, os resultados dos movimentos dos caracdis para as 120 horas.

Nesta prova:

Testa-se a hipotese nula (Ho) de que o grupo de concentragdo € estatisticamente diferente do

grupo de controlo se a significancia for maior do que 0,05 (Sig. > 0,05).
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Tabela 26- Relatorio do programa informatico IBM® SPSS® Statistics version 21, prova de comparagao
multipla de Dunnett.

Dependent Variable:
Dunnett t (2-sided)?

Movim_120h

Multiple Comparisons

(I) Concentragao  (J) Concentragao Mean Difference | Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
(I-9) Lower Bound | Upper

Bound
100,0000 ,0000 -,50000 ,69452 ,999 -2,5225| 1,5225
200,0000 ,0000 -1,16667 ,69452 ,584 -3,1892 ,8558
220,0000 ,0000 -2,00000 ,69452 ,054 -4,0225 ,0225
240,0000 ,0000 -1,33333 ,69452 411 -3,3558 ,6892
260,0000 ,0000 -1,16667 ,69452 ,584 -3,1892 ,8558
280,0000 ,0000 -1,33333 ,69452 411 -3,3558 ,6892
300,0000 ,0000 -1,33333 ,69452 411 -3,3558 ,6892
320,0000 ,0000 -2,16667 ,69452 ,029 -4,1892 [ -,1442
340,0000 ,0000 -2.50000* ,69452 ,007 -4,5225 -,4775
400,0000 ,0000 -2,66657* ,69452 ,003 -4,6892| -,6442
500,0000 ,0000 -4,50000* ,69452 ,000 -6,5225| -2,4775
600,0000 ,0000 -8,66667* ,69452 ,000 -10,6892 | -6,6442
700,0000 ,0000 -9,66667* ,69452 ,000 -11,6892 | -7,6442
800,0000 ,0000 -10,00000* ,69452 ,000 -12,0225| -7,9775
900,0000 ,0000 -10,00000* ,69452 ,000 -12,0225| -7,9775
1000,0000 ,0000 -10,00000* ,69452 ,000 -12,0225| -7,9775

* The mean difference is significant at the 0.05 level.

a. Dunnett t-tests treat one group as a control, and compare all other groups against it.

O programa informético usa um asterisco junto aos valores estatisticamente diferentes do

grupo de controlo. Pode-se visualizar que a concentracao de 300 mg/L é a maior em gque ndo

ha diferenca estatistica para o grupo de controlo e a concentracdo 320 mg/L é a primeira em

que ja existem diferencas estatisticas em relacdo ao grupo de controlo. Assim, determina-se

que:
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4 Conclusoes

Segundo o Decreto-Lei n.° 236/98, que tem por objetivo estabelecer normas, critérios e
objetivos de qualidade com a finalidade de proteger o meio aquético e melhorar a qualidade
das aguas em funcdo dos seus principais usos, os valores de temperatura, pH, oxigénio
dissolvido, consumo bioquimico de oxigénio, sélidos suspensos totais e concentragcdo de

nitratos determinados estdo todos em conformidade.

Relativamente aos resultados obtidos no ambito do trabalho de licenciatura efetuado por
Jorge e Cruz em 2014, pode dizer-se que existem diferencas significativas ao nivel dos
parametros CBOs e SST. Os valores de CBOs e SST determinados em 2014 possuem maior

amplitude.

A medicdo dos gastropodes indica que estatisticamente ndo existem diferengas significativas
entre a média dos tamanhos dos organismos usados para as diferentes concentracdes
estudadas, o que garante que a idade dos organismos nao tem influéncia na sua resposta a

exposicao ao ido nitrato.

O estudo das repostas dos gastropodes Lymnaeidae pulmonata revelou que a concentracao
de ido nitrato que é letal para metade da populacdo (LCso) em 120 horas de exposicdo é de
748,4 mg/L NO; — N, que para 0 mesmo tempo de exposic¢do a concentracdo mais alta em
que ainda ndo se observam efeitos deletérios (reducdo dos movimentos) é de 300 mg/L
NO3; — N e aconcentracdo mais baixa em que ja se observam efeitos é de 320 mg/L NO; —
N. Verifica-se que no ponto de amostragem em que foram recolhidos os gastrépodes (Ponte
do Prado) a concentragdo € muito menor (0,561 mg NO5; — N) do que aquela que este estudo
demonstrou produzir efeitos deletérios nos gastropodes testados. No entanto, tratou-se de
um teste estatico sem renovacao que ndo se pode prolongar muito no tempo devido, por um
lado, a diminuicdo do teor de oxigénio e do contaminante dissolvido usados nos processos
metabolicos e por outro lado, a0 aumento dos produtos residuais dos mesmos processos
metabolicos. Sendo o bioindicador usado nitidamente lento na avaliagdo deste contaminante,
poder-se-a equacionar se um ensaio com recirculacdo e admissdo de fluxo ndo podera

mostrar os mesmos efeitos deletérios estudados para concentragcdes mais baixas durante
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tempos de exposicdo muito maiores, da ordem das semanas e meses, que Sao impraticaveis

no ambito de um trabalho de mestrado.

As diferencas entre os valores de concentracdo de ido nitrato obtidas neste estudo e outras
obtidas no &mbito do trabalho de licenciatura efetuado por Jorge e Cruz em 2014, ndo séo
particularmente diferentes, observando-se que todos os resultados de ambos os trabalhos
variam entre 0,561 e 1,621 mg/L NO3 — N, sendo assim muito distantes dos valores
maximos admitidos por lei para &guas de consumo humano e de rega que € de 5,648 mg/L
NO3 — N ou seja, 50 mg/L NO;3. Isto reforca a ideia de que, mesmo com um teste com
recirculacdo, os valores atualmente determinados de ido nitrato em diferentes locais do rio
Nab&o ndo produzirdo efeitos na espécie de organismos estudada em termos de NOEC e de
LOEC e muito menos em termos de LCso. Com base nestas conclusdes e ao contrario da
suspeicao inicial, € possivel afirmar que ndo é a concentracdo de ido nitrato a responsavel
pela inexisténcia de gastrépodes da espécie estudada no percurso do rio entre a ETAR do
Alto Nabéo e o Agroal. Dado que também nédo foram encontrados organismos desta espécie
a montante da ETAR do Alto Nab&o, é possivel que a explicacdo para esta auséncia tenha a
ver com a sazonalidade do curso de &gua que seca no periodo estival no seu percurso a

montante do Agroal.

Em futuros trabalhos poderd ser estudada a exposicdo dos gastropodes Lymnaeidae
pulmonata em testes com recirculacdo ou em alternativa, através da exposicdo em gaiolas
de rede in situ. Um estudo deste tipo poderéa indicar se, antes da grande diluicdo sofrida no
Agroal, algum contaminante presente na agua do rio é o responsavel pela auséncia dos
gastrépodes a montante do Agroal ou se a causa dessa auséncia é mesmo a sazonalidade.
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Anexo A

3676

DIARIO DA REPUBLICA — I SERIE-A

N.2 176 — 1-8-1998

MINISTERIO DO AMBIENTE

Decreto-Lei n.® 236/98
de 1 de Agosto

Ap6s oito anos de experiéncia na aplicacdo do Decreto-
-Lei n.° 74/90, de 7 de Margo, considera-se oportuno
proceder a uma revisido do seu regime juridico no sentido
de reforcar a operacionalidade dos objectivos visados
com este diploma e resolver o contencioso resultante da
incompleta e, por vezes, incorrecta transposicdo das vdrias
directivas comunitdrias relativas a qualidade da dgua.

Numa perspectiva de protecgdo da saide publica, de
gestdo integrada dos recursos hidricos e de preservagio
do ambiente, pretende-se também com este novo diploma
legal clarificar as competéncias das vérias entidades inter-
venientes no dominio da qualidade da dgua, bem como
conciliar esta matéria com alteracdes legislativas que ocor-
reram apods a entrada em vigor do diploma em apreco
e que com ele se relacionam, como sejam as alteragdes
decorrentes dos Decretos-Leis n.°® 45/94, de 22 de Feve-
reiro, e 46/94, da mesma data, relativos, respectivamente,
ao planeamento dos recursos hidricos e ao licenciamento
das utilizacoes do dominio hidrico.

Embora o presente projecto proceda a revogagio de
um decreto-lei emitido ao abrigo de autorizagio legis-
lativa, a matéria de que trata ndo se insere no dmbito
da competéncia legislativa reservada da Assembleia da
Repuiblica, quer porque ndo cuida do regime de bens
do dominio puiblico quer ainda porque se atém ao regime
geral das contra-ordenagdes.

Constituindo as dguas superficiais, por principio, um
bem do dominio piblico e tratando o presente diploma
destas dguas (a par com outras jd de natureza privada),
fa-lo ou no ambito do regime de licenciamento contido
no Decreto-Lei n.° 46/94 (autorizado), ou no sentido
de garantir uma actuacdo da Administracdo que pre-
serve e melhore a qualidade das dguas visando potenciar
o seu uso piblico de uma forma que, desde logo, ndo
ponha em causa a saide publica.

As normas constantes deste diploma atinentes as dguas
publicas deixam incélume o regime do Decreto-Lei
n.° 46/94 — diploma inexistente aquando da emissao do
Decreto-Lein.® 74/90 —, mais ndo fazendo do que limitar
o amplo poder discriciondrio deixado pelo legislador de
1994 nas mados da Administra¢do no procedimento ten-
dente a autorizagio da sua utilizagiio privativa. E, assim,
imposta a Administragdio uma actuagdo destinada a
garantir que, em termos da qualidade da dgua, as expec-
tativas do utilizador ndo sido postas em causa.

Foi ouvida a Associacdo Nacional de Municipios
Portugueses.

Foram ouvidos os drgidos de governo proprio das
Regides Auténomas dos Acores e da Madeira.

Assim, nos termos do n.° 5 do artigo 112.° e da ali-
nea a) do n.° 1 do artigo 198.° da Constitui¢do, o
Governo decreta o seguinte:

CAPITULO I
Disposicdes gerais
Artigo 1.°
Objectivo

O presente diploma estabelece normas, critérios e
objectivos de qualidade com a finalidade de proteger

o meio aqudtico e melhorar a qualidade das dguas em
funcdo dos seus principais usos.

Artigo 2.°
Ambito

| — Para a prossecugdo do objectivo mencionado no
artigo anterior, o presente diploma define os requisitos
a observar na utilizagdo das dguas para os seguintes
fins:

a) Aguas para consumo humano:

al) Aguas doces superficiais destinadas 2 pro-
dugdo de dgua para consumo humano;

a2) Aguas subterraneas destinadas a produ-
¢do de dgua para consumo humano;

a3) Aguas de abastecimento para consumo
humano;

b) Aguas para suporte da vida aquicola:

b1) Aguas doces superficiais para fins aqui-
colas — dguas piscicolas;

b2) Aguasdo litoral e salobras para fins aqui-
colas — dguas conquicolas;

b3) Aguasdo litoral e salobras para fins aqui-
colas — dguas piscicolas;

c) /:\guas balneares;
d) Aguas de rega.

2 — Sdo ainda definidas no presente diploma as nor-
mas de descarga das dguas residuais na dgua e no solo,
visando a promocgdo da qualidade do meio aquatico e
a protecc¢do da sauide piiblica e dos solos.

3 — Sdo excluidas do ambito de aplicac@o do presente
diploma as seguintes categorias de dgua:

a) éguas minerais naturais;

b) Aguasde nascente, nos pardmetros de qualidade
que sdo contemplados em legislagio especifica;

¢) Aguas utilizadas na recarga de lengéis fredticos;

d) Aguas que pelos usos especificos requeiram
caracteristicas de qualidade diferentes;

e) Aguas para uso industrial, excepto aquelas a que
se refere o artigo 20.%;

) Aguas destinadas a fins terapéuticos, a piscinas

e a outros recintos com diversdes aqudticas;

Aguas de bacias naturais ou artificiais utilizadas

para a criagiio intensiva de peixes.

pc”

8

4 — Sao ainda excluidas do d@mbito de aplicacdo do
presente diploma as seguintes descargas de dguas resi-
duais, que sdo objecto de legislagido especifica:

a) Descarga de lodos de dragagem;

b) Descargas operacionais nas dguas do mar ter-
ritorial, efectuadas a partir de navios;

Imersdo de residuos nas dguas do mar terri-
torial, efectuadas a partir de navios;

Descargas de dguas que contenham substdncias
radioactivas.

¢

-~

d

<=

5 — A aplicacio das disposi¢des do presente diploma
ndo poderd, em caso algum, ter como efeito, directo
ou indirecto, a deterioragdo da qualidade das dguas.
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Artigo 83.°
Norma revogatéria

1 —E revogado o Decreto-Lei n.° 74/90, de 7 de
Marco, mantendo-se em vigor as Portarias n.°® 809/90,
de 10 de Setembro, 810/90, de 10 de Setembro, 505/92,
de 19 de Junho, 512/92, de 22 de Junho, 1030/93, de
14 de Outubro, 1033/93, de 15 de Outubro, 1049/93,
de 19 de Outubro, 895/94, de 3 de Outubro, 1147/94,
de 26 de Dezembro, e 423/97, de 25 de Junho.

2 —E revogada a Portaria n.° 632/94, de 15 de Julho.

3 — Os acordos sectoriais, também designados por
acordos voluntdrios, e os contratos de adaptacdo
ambiental celebrados durante a vigéncia do Decreto-Lei
n.° 74/90, de 7 de Mar¢o, mantém-se em vigor até ao
seu termo.

4 — A captacdo de dguas subterraneas destinada ao
abastecimento piblico, independentemente das carac-

terfsticas que revista, carece de titulo de utilizacdo do
dominio hidrico, a emitir nos termos gerais constantes
do Decreto-Lei n.® 46/94, de 22 de Fevereiro.

Visto e aprovado em Conselho de Ministros de 4 de
Junho de 1998.— Antdnio Manuel de Oliveira Guterres—
Elisa Maria da Costa Guimardes Ferreiru.

Promulgado em 8 de Julho de 1998.
Publique-se.
O Presidente da Repiblica, JORGE SAMPAIO.

Referendado em 14 de Julho de 1998.

O Primeiro-Ministro, Anténio Manuel de Oliveira
Guterres.

ANEXO T

Qualidade das aguas doces superficiais destinadas a producéao de agua para consumo humano

Al A2 A3
Parimetros Expressio dos resultados
VMR VMA VMR VMA VMR VMA
5112 T Escala de Sorensen 6,5-8,5 - 5.5-9.0 - 5,590 -
Cor (ap6s filtragdio simples) mg/l, escala Pr-Co 10 (0) 20 50 (0) 100 50 (0) 200
S6lidos suspensos totais .. ...........iiiiiln mg/l 25 - - - - -
Temperatura .........ooiiiuineeennanann. °C 22 (0)25 22 (0)25 22 (0)25
Condutividade . s uS/em, 20°C 1000 - 1000 - 1 000 -
[ 811771 ¢ RN Factor de diluigdo, 3 - 10 - 20 -
a 25°C
NIratos (*) ..o i e mg/l NO3 29 (0) 50 - (0) 50 - (0) 50
Fluoretos (') mg/l F 0,7-1,0 15 0,7-1,7 - 0,7-1,7 -
Cloro orgénico total extrafvel ................ mg/l Cl - - - - - -
Ferro dissolvido (*) ......ovvuenenenennnnnn mg/l Fe 0,1 03 1.0 20 1.0 -
Manganés (*) ..... mg/l Mn 0,05 = 0,10 - 1,00 =
Cobre ....... mg/l Cu 0,02 (0) 0,05 0,05 - 1,00 -
Zinco .. mg/l Zn 0,5 3,0 10 50 1.0 5.0
Boro . mg/l B 1,0 - 1.0 - 1.0 -
Berilio . éi mg/l Be - - - - - -
CODANMG! o s wme s B U O SNSS mg/l Co - - - - - -
Niquel ... mg/I Ni - - - - - -
Vanddio . mg/lV - - - - - -
Arsénio . mg/l As 0.01 0,05 - 0,05 0,05 0,10
Cadmio ... mg/l Cd 0,001 0,005 0,001 0,005 0,001 0,005
Crémio total . mg/l Cr - 0,05 - 0,05 - 0,05
Chumbo ..... . mg/l Pb - 0,05 - 0,05 - 0,05
SeleNI0 svsmsn s R R A S I B R mg/l Se - 0,01 - 0,01 - 0.01
MEFCHITO sosvemnimmmmassi s g mg/l Hg 0,0005 0.0010 0,0005 0,0010 0,0005 0,0010
Birio ... mg/l Ba - 0,1 - 1.0 =] 1.0
Cianetos mg/l CN - 0,05 - 0,05 - 0,05
Sulfatos ... mg/l So, 150 250 150 (0) 250 150 (0) 250
CIOTEL0S  s12:05zzimvs vy S8 53 ST R vt mg/l Cl 200 - 200 - 200 -
Substdncias tensoactivas (que reagem com o mg/l, sulfato de lauril 0,2 - 0,2 - 0.5 -
azul-de-metileno). e sodio
Fosfatos (%) (3) oo ovririe i mg/l P,Os 04 - 0,7 - 0,7 -
Ben0is: suvozmanis s s i s Dr mg/l CeHsOH - 0,001 0,001 0,005 0,010 0.100
Hidrocarbonetos dissolvidos ou emulsionados . . .. mg/l - 0,05 - 0.20 0.50 1,00
Hidrocarbonetos aromdticos polinucleares . .. .. ug/l - 0,2 & 02 - 1,0
Pesticidas totais (paratido, hexaclorociclo-hexano, ug/l 1,0 - 2.5 - 5,0
dieldrina e outros).
Caréncia quimica de oxigénio (CQO) (*) ...... mg/l 0, - - - - 30 -
Oxigénio dissolvido (*) (}) ............... .. % saturagdo de O, 70 - 50 - 30
Caréncia bioquimica de oxigénio a (CBOs, 20° C) (*) mg/l O 3 - 5 - 7 -
Azoto Kjeldahl (excluindo o azoto de NO, e
N O G), s st s BSOS mg/l N 1 - 2 - 3 -
Azoto amoniacal mg/l NH, 0,05 - 1,00 1,50 2,00 (0) 4,00
Substéncias extraiveis com cloroféormio ........ mg/l 0,1 - 0.2 - 0.5 -
Carbono orgénico total (COT) ............... mg/l C - - - - - -
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Al A2 A3
Parimetros Expressio dos resultados
VMR VMA VMR VMA VMR VMA
Carbono organico residual apés floculagio e fil- mg/l C - - - - -
tragdo através de membrana (Sum).
Coliformes totais /100 ml 50 5000 - 50 000 -
Coliformes fecais /100 ml 20 2000 - 20 000 -
Estreptococos fec; /100 ml 20 1000 - 10 000
Salmonelas .. Auséncia Auséncia - - -
em em
5000 ml 1 000 ml
(0) Os limites podem ser excedidos em caso de condigd ou meteoroldgicas excepcionais (n.” 1 do artigo 10.).

(¥) Os limites podem ser excedidos para os pardmetros marcados com * em lagos de pouca profundidade ¢ baixa taxa de renovagio.
(1) Os valores indicados constituem os limites inferior e superior das concentragdes, determinados em fungio da média anual das temperaturas maximas didrias.
(2) Este pardmetro € incluido para satisfazer as exigéncias ecolégicas de certos meios.

(3) Refere-se aum VmR.

VMR — valor médximo recomendado.
VMA — valor maximo admissivel.

ANEXO 11

q

tipo de fi tes as cl

Classe Al — tratamento fisico e desinfecgao.
Classe A2 — tratamento fisico e quimico e desinfeccao.
Classe A3 — tratamento fisico, quimico de afinaciio e desinfecgio.

ANEXO IIT

Métodos analiticos de referéncia para aguas superfi

A1, A2 e A3 das aguas superficiais

" Expressio Laaite Precisio Exactidio . o -
Parimetros okl de Métodos analiticos de referéncia (')
05 resultados doteocks (£) (%)
PH25%Ch: oo sniinan s St daian Escala de Sorensen - 0,1 02 Electrometria.
Cor (ap6s filtragdo simples) ....... mg/l, escala Pr-Co 3 10% 20 % Método fotométrico, apés filtragao simples, com
padrdes da escala platina-cobalto.
Sélidos suspensos totais .......... mg/l - 5% 10% Centrifugagio (tempo minimo de cinco minutos;
aceleragio média de 2800 ga 3200 g), secagem
a 105°C e pesagem.
Filtragao através de membrana filtrante de
0.45 um, secagem a 105°C e pesagem.
TEMPETARED; orvmmasmmosmomssramng ¢ 0,5 1.0 Termometria.
CoiidutiVidade .vweimmasansminms uS/em, 20°C - 5% 10% Electrometria.
Cheito s snaspnEsinameniss Factor de dilui¢do, - - - Dilui¢do sucessiva®.
a25°C
Nitratos . .......ocovviiiininenn.. mg/INOy 2 10% 20% Espectrometria de absor¢iao molecular.
Fluoretos ... mg/l F 0,05 10% 20% Espectrometria de absor¢iio molecular.
Eléctrodos especificos.
Cloro orginico total extraivel ..... mg/l CI
Perr0: dissolido:. . cusimmsmmeonins mg/l Fe 0,02 10% 20% Espectrometria atémica apés filtracio sobre
membrana filtrante (0,45 pm).
Espectrometria de absor¢do molecular apos fil-
tragdio sobre membrana filtrante (0,45 pm).
Mansanes.. o.e. . o siors ciaas mg/l Mn () 0,01 10% 20 % Espectrometria atémica.
%) 0,02 10% 20% Espectrometria atémica.
Espectrometria de absor¢iio molecular.
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Limite

Parimetros e i de Ricciso, Faain Métodos analiticos de referéncia (1)
2am 7 detecgio = =
COBEEI N cmmeinanmnmnonass mg/l Cu 0,005 10% 20% Espectrometria atémica.
*)0,02 10% 20% Espectrometria de absor¢io molecular.
Zinco (") L. mg/l Zn %) 0.01 10% 20% Espectrometria atémica.
0,02 10% 20% Espectrometria de absor¢do molecular.
Borot@R) o svsenren corne soass mg/l B 0.1 10% 20 % Espectrometria atémica.
Espectrometria de absor¢do molecular ®.
Bertlion wasisamsmamamnssyin mg/l Be - - -
CODAIGE rc o ormmarmsmsesvmonrssspies mg/l Co - -
Niquelsms consvmnsessmsmamess mg/l Ni - - - Espectrometria atomica.
Vanadio s ianisison gy mg/l V - - -
Arsénio (') ...l mg/l As (2) 0,002 20% 20% Espectrometria atémica.
%) 0,01 Espectrometria atémica.
Espectrometria de absor¢do molecular.
CEIRIGI D e mg/l Cd 0,0002 30% 30% Espectrometria atémica.
(%) 0,001 Polarografia.
Crémio total (') ................ mg/l Cr 0,01 20% 30% Espectrometria atémica.
Espectrometria de absor¢io molecular.
Chumbo ('%) ...ooiiiii mg/l Pb 0,01 20% 30% Espectrometria atémica.
Polarografia.
Selénio (Dunrwemwapmnarcsvs mg/l Se 0,005 - - Espectrometria atémica.
Mercirio (') ... mg/l Hg 0,001 30% 30% Espectrometria atémica sem chama (vaporizagao
(%) 0.0002 a frio).
Bario (! iz simsvi s siavagiiig mg/l Ba 002 15% 30% Espectrometria atémica.
(8511111 (oL (R . mg/l CN 0,01 20% 30% Espectrometria de absor¢ido molecular.
Sulfatos s n s e mg/l SO4 10 10% 10% Andlise gravimétrica.
Complexometria com EDTA.
Espectrometria de absor¢io molecular.
Cloretos: s ssnsismaiinassnss mg/l Cl 10 10% 10% Titulagdao (método de Mohr).
Espectrometria de absor¢io molecular.
Substdncias tensoactivas (que rea- | mg/l, sulfato de 0,05 20% Espectrometria de absor¢ao molecular.
gem com o azul-de-metileno). laurilo e sédio
POSIAtO8 womasnammmimmmssmmssnsines mg/l P, Os 0,02 10% 20% Espectrometria de absor¢do molecular.
BENOI8 s wssasinnsanimave st sainmss mg/l Ce Hs OH 0,0005 0,0005 0,0005 Espectrometria de absor¢do molecular ®.
() 0,001 30% 50% Método de 4-aminoantipirina ®.
Método da paranitranilina ®.
Hidrocarbonetos dissolvidos ou mg/l 0,01 20% 30% Espectrometria no infravermelho apds extracgio
emulsionados. pelo tetracloreto de carbono ®.
}) 0,04 Gravimetria apds extracgio por meio de éter de

petréleo ®.
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Parimetros

Expressio
dos resultados

Limite
de

detecgio

Precisao
(x)

Exactidio
(x)

Métodos analiticos de referéncia (')

Hidrocarbonetos aromaticos polinu-
cleares ('°).

ug/l

0,04

50%

50%

Medicdo da fluorescéncia por ultravioleta apds
cromatografia em camada fina.

Medicio comparativa em relagiio a uma mistura
de controlo constituida por seis substincias
padrdo com a mesma concentragio & o

Pesticidas totais (paratido, hexaclo-
rociclo-hexano, dieldrina ¢
outros) ('0).

g/l

0,1

50%

50%

Cromatografia em fase gasosa ou liquida ap6s
extracgdo por solventes adequados e puri-
ficagdo.

Identifica¢do dos constituintes da mistura.

Determinagdo quantitativa () ®.

Caréncia quimica de oxigénio (CQO)

mg/10,

20%

20%

Método do dicromato de potdssio.

Oxigénio dissolvido . .............

% saturagio
de O,

10%

10%

Método de Winkler ®.

Método electroquimico ®.

Caréncia bioquimica de oxigénio
(CBOs, 20°C).

mg/l 0>

[§)

Determinag¢do de O, dissolvido antes e apos
cinco dias de incubagdo a 20°C % 1°C ao
abrigo da luz. com adi¢do de um inibidor da
nitrificago.

Azoto Kjeldahl (ndo inclui o azoto
de NO,e NO3).

mg/l N

0.5

0.5

0.5

Mineralizagio, destilagio segundo o método
Kjeldahl e determinag¢do do aménio por espec-
trometria de absor¢dao molecular ou titulagdo.

Azoto amoniacal ................

mg/l Nhy

(30,01
0.1

(30,03
%) 10%

(30,03
() 20%

Espectrometria de absor¢iio molecular.

Substéincias extraiveis com clorofér-
mio.

mg/l

&)

Extracgdo a pH neutro com cloroférmio puri-
ficado, evaporagio no vicuo a temperatura
ambiente e pesagem do residuo ®.

Carbono orgénico total (COT) ....

me/l C

Carbono orginico residual apos flo-
culacio e filtracdo através de
membrana (5 pm).

mg/l C

Coliformes totais ................

/100 ml

35
() 500

Cultura a 37°C em meio sélido especifico ade-
quado para o efeito com (%) ou sem (7) filtragio
e contagem das colénias. As amostras devem
ser diluidas ou, quando apropriado, concen-
tradas a fim de que o nimero de colénias fique
compreendido entre 10 ¢ 100. Tdentificagao
por detecgdo de gds, se necessdria®.

Método de dilui¢io com fermentagiio em subs-
tratos liquidos em pelo menos trés tubos em
trés diluigoes.

Subcultura dos tubos positivos em meios de con-
firmacdo. Comtagem em niimero mais provi-
vel (NMP). Temperatura de incubagio
3T°CE 19C2*,

Coliformes fecais ................

/100 ml

Cultura a 44°C em meio sélido especifico ade-
quado com (2) ou sem (7) filtragdo e contagem
das colénias. As amostras devem ser diluidas
ou, quando apropriado, concentradas a fim de
que o nimero de colénias fique compreendido
entre 10 e 100. Se necessdrio, identificagio
por gds*.

Método de diluigdo com fermentagdo em subs-
tratos liquidos em pelo menos trés tubos em
trés diluicoes.

Subculturas dos tubos positivos como meios de
confirmagdo. Contagem em niimero mais pro-
vivel (NMP). Temperatura de incubagio
44°C %= 0,5°C*.
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Limite

v Expressio Precisio Exactidio i 2 P
Parimetros o cors iR de s Pl Métodos analiticos de referéncia (')
detecgio
Estreptococos fecais . . /100 ml 2 Cultura a 37°C em meio sélido especifico ade-
(7) 200 quado com () ou sem (7) filtragio e contagem

de colénias. As amostras devem ser diluidas
ou concentradas a fim de que o nimero de
colénias fique compreendido entre 10 ¢ 100*.
2 Método de diluigiao em caldo de azoteto de sédio

(7) 200 em pelo menos trés tubos para cada uma das

trés dilui¢des. Contagem segundo NMP*,
Salmonelasi(1?) . .wsvwvismaans 1/5000 ml Concentracdo por filtragio (através de mem-
1/1000 ml brana ou filtro apropriado). Sementeira em

meio de pré-enriquecimento. Enriquecimento,
subcultura em meio de isolamento.
Identificagao™.

(') As amostras das dguas superficiais sio analisadas e medidas apés sofrerem uma tamisagio com rede metdlica, a fim de eliminar os residuos flutuantes, tais como particulas
de madcira ¢ pldstico.

(%) Para VMR das dguas de classc Al

3 s iguas dc classes A2 ¢ A3,
guas de classe A
(%) Para 0 VMA das dguas de classes A1, A2 e A3,
: dguas de classe A2 p dguas de classe A3.

dguas de classes A2 ¢ A3.
seis substincias padrio a tomar em consideragio ¢ que tém a mesma concentragio: fluoranteno, benzo [34] fluoranteno; benzo [11,12] fluoranteno; benzo [3,4] pireno;

Ml\lum de trés
4‘“1 Se a concentragiio das amostras ¢m sélidos em suspensiio for ti
os valores de exactiddo que constam do presenle ancxo, ¢ cstes constitu
a determinar seja analisada.
) No caso de ndo ser este 0 método utilizado, poderd niio ser possivel garantir o limite de detecgdo necessirio para controlo dos valores constantes do anexo 11.
('?) Auséncia cm 5000 ml (A1, VMR) ¢ auséncia em 1000 ml (A2, VMR).

¢ tendo a mes aratiiio., hexaclorociclo-hexano, dieldrina.
las necessitem de um tratamento prévio especial, poderdo excepeionalmet
ctivo. Estas amostras devem ser tratadas de modo a garantir que a maior parte das substin

clevada g
do um obj

Material recomendado para o recipiente:

® — vidro;

* — vidro esterilizado;

ro ou aluminio;

® — sem quantidades significativas de boro.

ANEXO IV

Frequéncia minima de tragem e de analise de aguas superficiais (*)

Class

c de digua

Al A2 A3

Grupo de parimetros

Gl G2 G3 Gl G2 G3 Gl G2 G3

Frequéncia minima (nimero/ano)

(*) A determinagiio dos parimetros correspondentes ao grupo G2 implica, em simultineo, a determinagiio dos parfimetros contidos em G1 e, identicamente para G3, implica G2
e Gl.

ANEXO V

Classificacao dos parametros de qualidade de aguas superficiais em grupos (G1, G2 e G3) segundo a frequéncia
de amostragem e de analise

Gl G2 G3
pH Ferro dissolvido Fluoretos
Cor Manganés Boro
Sélidos suspensos totais Cobre Arsénio
Temperatura Zinco Céddmio
Condutividade eléctrica Sulfatos Crémio total
Cheiro Substéincias tensoactivas Chumbo
Nitratos Fendis Selénio
Cloretos Azoto Kjeldahl Merciirio
Fosfatos Estreptococos fecais Bério
Caréncia quimica de oxigénio (CQO) Cianetos
Oxigénio dissolvido Hidrocarbonetos dissolvidos ¢ emulsionados
Caréncia bioquimica de oxigénio (CBOs) Hidrocarbonetos aromadticos polinucleares
Azoto amoniacal Pesticidas totais
Coliformes totais Substancias extraiveis com cloroférmio
Coliformes fecais Salmonelas
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ANEXO VI

Qualidade da agua para consumo humano

Expansio

Parimetros i ) VMR VMA Métodos analiticos de referéncia Observagdes
os resultados
A) Parametros organolépticos
Cor: Ve mg/ escala Pr-Co 1 20 Fotométrico com padrdes de escala | Apds centrifugacio.
Pt-Co.
TUrVacho ~mswwmmnwy mgl escala SiO» | 10 Fotométrico com padrdes de silica | Medida substituida em certas circuns-
téncias pela de transparéncia, calcu-
. X N . lada em metros com disco Secchi.
NTU 0.4 4 Fotométrico com formazina .....
m 6 2 Disco-de:Seechi iivvwinnaain
Cheiro .............. Taxa de diluigdo 0 2(a 12°C) | Por diluigdes sucessivas, medi¢des | A comparar com as determinagdes
3 (a25°C) feitas a 12°C ou 25°C. gustativas.
SABOT: ot soliiaa b s Taxa de dilui¢io 0 2(a 12°C) | Por diluigdes sucessivas, medi¢oes | A comparar com as determinagdes
3 (a25°C) feitas a 12°C ou 25°C. olfactivas.
B) Parametros fisico-quimicos
Temperatura ........ o© 12 25 Termometria.
PH e wosmesamssamsin Escala 6,5-8,5 9.5 Electromettia. « sovwvwsoms s A dgua ndo deve ser agressiva. Os valo-
de Sorensen res de pH ndo se aplicam as dguas
acondicionadas.

Condutividade ....... uS/em 400 Electrometria: ..ownimanmvmmgi Correspondendo a mineralizacao das
dguas. Valor correspondente da
resistividade: 2500 Q/cm, a 20°C.

Gloretos wavassnyisis mg/l Cl 25 - Volumetria (método de Mohr) ... | Concentracdo aproximada a partir da

Espectrometria de absor¢io mole- qual podem ocorrer efeitos nocivos:
cular. 200 mg/l.

Sulfatos ............. mg/l SO4 25 250 Gravimetria.

Complexometria.
Espectrometria de absor¢ao mole-
cular.

Slica smmnsanmnes mg/l Si0» - - Espectrometria de absor¢io mole-

cular.

CAICIO i wsiviiorsss amas mg/l Ca 100 - Espectrometria atomica.

Complexometria.

Magnésio ........... mg/l Mg 30 50 Espectrometria atomica.

D040 mg/l Na 20 150 Espectrometria atémica ......... Com um percentil 80 calculado num
periodo de referéncia de trés anos.

Potdssio ............. mg/l K 10 12 Espectrometria atémica.

Aluminio ............ mg/l Al 0,05 0.2 Espectrometria atomica.

Espectrometria de absor¢do mole-
cular.
Durezatotal ......... mg/l CaCO3 - 500 Complexometria ............... Ver quadro G.
Sélidos dissolvidos to- mg/l - 1500 Secagem a 180°C + 2°C e pesagem | Também designado por residuo seco.

tais.

129



130

3702

DIARIO DA REPUBLICA — I SERIE-A

N.? 176 — 1-8-1998

Pardmetros

Expansio
dosresultados

VMR

VMA

Métodos analiticos de referéncia

Observagdes

Oxigénio dissolvido ...

% de saturacdo

Método de Winkler.............
Eléctrodos especificos .

Concentragdo de oxigénio dissolvido
superior a 75% do valor de satu-
ragdo, com excepgdo das dguas sub-
terraneas.

C) Parimetros relativos a substiincias indesejiveis

Anidrido carbénico livre mg/l CO» - - Volumetria.................... A dgua ndo deve ser agressiva.
Nitratos ............. mg/INOs 25 50 Espectrometria de absor¢do mole-
cular.
Eléctrodos especificos.
Nitritos: i oy mg/INO> - 0.1 Espectrometria de absor¢do mole-
cular.
Azoto amoniacal .. ... mg/l NHy 0,05 0.5 Espectrometria de absor¢ao mole-
cular.
Azoto Kjeldahl ....... mg/l N - 1 Oxidagido-volumetria ........... Excluido o azoto de NO> e NOs.
Espectrometria de absor¢do mole-
cular.
Oxidabilidade (MnO,) mg/l O, 2 5 Oxidag¢do com KMnO. a ebuli¢io
durante dez minutos; meio
dcido.
Carbono organico total mg/l C - - Deve ser investigado tudo o que cause
(COT). o aumento das concentragdes habi-
tuais.
Sulfureto de hidrogénio ug/ s - Nio detectd-| Avaliagio qualitativa.
vel organo-
lepticamente
Substéincias extraiveis | Residuo seco 0.1 - Extraccio liquido-liquido por clo-
com cloroférmio. mg/l roférmio puro, a pH neutro, ¢
pesagem do residuo.
Hidrocarbonetos dis- ug/l - 10 Espectrometria de absorgdo mole-
solvidos ou emulsio- cular-infravermelho.
nados.
Fendis (indice de fenol) | pg/l CeéHsOH - 0.5 Espectrometria de absorciao mole- | Excluindo os fendis naturais que nao
cular. reagem com o cloro.
Método da paranitranilina.
Método da 4-aminoantipirina.
Boro ............... ng/l B 1000 Espectrometria atémica.
Espectrometria de absorgido mole-
cular.
Substdncias tensoacti- | pg/l, sulfato 200 Espectrometria de absor¢ao mole-
vas (que reagem com de laurilo cular.
o azul-de-metileno). e sédio
Outros compostos or- ugh 1 A concentragao em compostos haloge-
ganoclorados (sem nados deve ser reduzida, na medida
ser os pesticidas). do possivel.
FETED snrasuisesvmmegmnsrstss ng/l Fe 50 200 Espectrometria atémica.

Espectrometria de absor¢do mole-
cular.
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Expansio

Pardmetros donresltados VMR VMA Métodos analiticos de referéncia Observagdes
Manganés ........... ug/l Mn 20 50 Espectrometria atémica.
Espectrometria de absorcao mole-
cular.
CObEE! wemmuemaasay ug/l Cu 'y 100 - Espectrometria atomica ......... Acima de 3000 pg/l podem aparecer
() 3000 Espectrometria de absor¢dio mole- sabores adstringentes, coloracdes e
cular. corrosoes.

ZANCO! sronservizensapimmizsi ug/l Zn (Y 0,100 - Espectrometria atémica ......... Acima de 5000 pg/l podem aparecer

* 50 Espectrometria de absor¢io mole- sabores adstringentes, opalescéncia,
cular. depdsitos granulosos e desenvolvi-
mento de um filme gorduroso, apés

cbuligdo.

15003 0] 50 Y AR—— ug/l P,0s 400 5000 Espectrometria de absor¢do mole-

cular.

Flior ............... ng/l F Electrodos especificos .......... O VMA ¢ varidvel consoante a tem-
8°C-12°C - 1500 Espectrometria de absor¢do mole- peratura média da drea geogrifica
25°C-30°C 700 cular. considerada.

Cobalto ............. ug/l Co - - — —

Sélidos suspensos totais mg/l Auséncia - Método por filtragio por mem-

brana porosa 0.45 um;

ou

Centrifugagido (tempo minimo de
quinze minutos, aceleragido
média de 2800 g a 3200 g), seca-
gem a 105°C e pesagem.

Cloro residual disponi- ug/l Cl - - Método amperimétrico ......... Ver artigo 16.°, n.° 2.

vel. Coloritnetria (DPD) . ..o v s
THUIACAO wovvwvmasns e
Espectrometria de absor¢do mole-

cular.

BALIO saninwmcsmmmmma ng/l Ba 100 - Espectrometria atémica.

Prata ooamumsnpaey ug/lAg - 10 Espectrometria atémica ......... Se num caso excepcional se faz um uso
ndo sistemdtico de prata para o tra-
tamento das dguas, pode aceitar-se
um valor mdximo admissivel de
80 pg/l.

D) Parametros relativos a substancias téxicas

ATSENO g i ugllAs - 50 Espectrometria atomica.

Espectrometria de absor¢io mole-
cular.

Berlliowicae sninaiide ug/l Be - - —

CRAMIO < vionssvmmsssmims ug/l Cd - 5 Espectrometria atémica.

Clanetos! .o ug/l Cn Espectrometria de absor¢do mole-

cular.
(€ (1] 111 (¢ E— ng/l Cr Espectrometria de absor¢do mole-

cular.
Espectrometria atomica.
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Parimetros g VMR VMA Métodos analiticos de referéncia Observagdes

Merciirio ............ ug/l Hg 1 Espectrometria atémica.

NHGOEL e corowssemssassrass ug/l Ni - 50 Espectrometria atomica.

(611117111, [ S, ug/l Pb - 50 Espectrometria atémica ......... No caso de canaliza¢des de chumbo,
(em dgua a concentragdio em chumbo nio
corrente) deverd ser superior a 50 ug/l numa

amostra colhida depois da distribui-
¢do. Se a amostra ¢ colhida direc-
tamente ou depois da distribuicio
e a concentragdo em chumbo ultra-
passar frequentemente ou sensivel-
mente 100 pg/l, devem ser tomadas
medidas adequadas a fim de reduzir
os riscos de exposi¢io do consumi-
dor ao chumbo.

Antiménio .......... ng/l Sb - 10 Espectrometria de absorcio mole-

cular.

Selénio ............. ug/l Se - 10 Espectrometria atémica.

Vanadio ............ ughv = =

Pesticidas ........... ug/l - Entende-se por pesticidas ¢ produtos

Por substincia in- 0.1 semellidntes;
dividualizada. 0.5 Os insecticidas:
Total cwsecasess .
ot Organoclorados persis-
tentes;
Organofosforados;
Carbamatos;
Os herbicidas;
Os fungicidas;
OsPCB e PCT.
Hidrocarbonetos .. ... ug/l - 0.2 Cromatografia em fase gasosa com | Substancias de referéncia:
- detecga ionizagio d
Policiclicos. C;ﬂ;?';oof‘:s ::::)ZI:;‘;:; dz Fluoranteno:
Aromdticos. P Benzo [3, 4] fluoranteno;
massa.
R Benzo [11, 12] fluoranteno;
Cromatografia liquida com detec- . N
2 = AT : Benzo [3, 4] pireno;
¢ao por fluorescéncia/ultravio- 5 A
Tota Benzo [1, 12] perileno:
: Indeno [1, 2, 3-cd] pireno.

(') Valor a ser cumprido & saidz
(%) Valor a ser cumprido apés doze horas de permanéncia na rede de distribuigio ¢ no ponto ¢m que ¢ posta i disposigio do consumidor.

das estagdes de tratamento.

Parimetros

Expressio
dos resultados
(volume de amos-
tra em ml)

VMR

VMA

Método
de membranas
filtrantes

Método da fermentagio
em tubos miltiplos (NMP)

Métodos analiticos de referéncia

E) Parametros microbiolégicos

Coliformes totais (') (*)

Fermenta¢do em tubos miiltiplos. Sub-
cultura dos tubos positivos em meios
de confirmagdo. Determinagio do
NMP;
ou

Filtragdo através de membrana e cul-
tura em meio apropriado, subcultura
e identificacdo de coldnias suspeitas.
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VMA

Expressio
dos resultados
(volume de amos-

tra em ml) de membranas
filtrantes

Parimetros VMR Método Métodos analiticos de referéncia
Meétodo da fermentagio

cm tubos miiltiplos (NMP)

s (Y) ... 100 - 0 S Fermentagao em tubos miiltiplos. Sub-
cultura dos tubos positivos em meios
de confirmag¢dio. Determinagiio do
NMP;
ou

Filtragio através de membrana e cul-
tura em meio apropriado, subcultura
e identificacio de colénias suspeitas.

Coliformes fec:

Estreptococos fecais (*) 100 - 0 551 R ....... | Fermentagio em tubos miltiplos. Sub-
cultura dos tubos positivos em meios
de confirmagdo. Determinagio do
NMP;
ou

Filtragdo através de membrana e cul-
tura em meio apropriado, subcultura
e identificaciio de colénias suspeitas.

Clostridios sulfitorre- 20 - - <1 .. . .... | Depois do aquecimento da amostra a
dutores. 80°C, contagem dos esporos por:

Sementeira em meio com glu-
cose, sulfito de ferro e con-
tagem das colénias com halo
negro;

Filtragiio através de membrana,
colocagdo do filtro invertido
sobre meio com glucose, sul-
fito de ferro, recoberto de
gelose, contagem das colé-
nias negras;

Reparti¢io em tubos de meio
DRCM (differencial reinfor-
ced clostridium medium);
subcultura dos tubos negros
para meio de leite torneso-
lado, contagem segundo o
NMP.

Germes totais para 1 A 310 = Inoculagdo por incorporagio em
dguas de consumo gelose nutritiva.
(37°C).
Germes totais para 1 ) ) 100 -
dguas de consumo
(22°C).

Germes totais para 1 5 20 Tnoculagdo por incorporagdo em | Os valores de concentragio maxima
dguas acondiciona- gelose nutritiva. admissivel devem ser medidos nas
das (37°C). doze horas que se seguem ao acon-

Germes totais para 1 20 100 dicionamento, sendo a dgua das
dguas acondiciona- amostras mantida a uma tempera-
das (22°C). tura constante durante este periodo

de doze horas.

(') Sobre reserva de que seja examinado um nimero de amostras com 95 % de resultados conformes,

() Para as dguas i S iti inferiores & saida da estagdo de tratamento.

(%) Se. ap6s colheitas sucess verificar que existe um excesso em relagio a estes valores, deve ser efectuado um controlo.

(*) No que respeita ao periodo de incubagiio, ¢ geralmente de vinte ¢ quatro horas ou de quarenta ¢ oito horas, cxcepto para as contagens totais, em que € de quarenta ¢ oito
horas ou de setenta ¢ duas horas.

As dguas destinadas ao consumo humano nio devem conter organismos patogénicos.
Com vista a completar, tanto quanto necessdrio, o exame microbiolégico das dguas destinadas ao consumo humano, convém pesquisar
microrganismos patogénicos para além dos indicadores que constam do quadro E ¢, em especial:

As salmonelas;

Os estafilococos patogénico:
Os bacteri6fagos fecais; e
Os enterovirus.

Além disso. estas dguas nao devem conter:

Nem organismos parasitas;
Nem algas;
Nem organismos macrosc6picos.
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F) Parametros radiolégicos

Expressio

Parimetros o sulalon VMR VMA Métodos analiticos de referéncia Observagdes
Actividade parcial . ... Bgll 0,1 1-—Se os valores forem excedidos,
pode ser necessrio efectuar uma
andlise mais detalhada dos radio-
nuclidos.
Actividade total ...... Bgll 1,0 Definidos pela autoridade compe- | 2 — Valores mais clevados que os

tente com base nas condigdes
locais, embora se indique, a
titulo meramente exemplifica-
tivo, a utilizagdio do contador
proporcional interno ¢ também
dos contadores Geiger.

VMR nido significam necessaria-
mente que a dgua ¢ imprépria para
consumo humano.

G) Valores minimos admissiveis para a dgua para consumo humano que foi submetida a um tratamento de descalcificacio

Pardmetros G Bxpresesn VmA Métodos analiticos de referéncia Obscrvagdes
os resultados
Dureza total ......... mg/l CaCos 150 Complexometria com EDTA .. ... | Cdlcio ou catides equivalentes.
DH: scvcomsmemmnsis Escala de Sorensen Electrometria.
Alcalinidade mg/l HCO3 30 Volumetria . A dgua ndo deve ser agressiva.
Oxigénio dissolvido ... mg/l 0> Método de Winkler.
M¢étodo dos eléctrodos especificos.

As disposigdes relativas a dureza, ao pH ¢ ao oxigénio dissolvido aplicam-se também as dguas provenientes de dessalinizagio.

Se. devido a excessiva dureza natural, a dgua € descalcificada em conformidade com o quadro G, antes de ser posta a disposi¢ao do
consumidor, o seu teor em sédio pode, em casos excepcionais, ser superior aos valores que figuram na coluna das concentragdes mdximas
admissiveis. Esforcar-se-do, todavia, por manter este teor a um nivel tio baixo quanto possivel e ndo poderdo negligenciar os imperativos
de protecgio de satide piblica.

VmA= valor minimo admissivel.

ANEXO VII

Classificacdo dos parametros de qualidade em grupos (G1, G2 e G3) segundo a frquéncia de amostragem e analise

Gl G2 G3
Cheiro (1). Turvagio. Cilcio.
Sabor ('). Temperatura. Magnésio.
Cloro residual (2). pH. Sédio.
Condutividade. Nitratos. Potdssio.
Oxidabilidade. Nitritos. Alcalinidade.
Coliformes fecais. Azoto amoniacal. Sulfatos.
Coliformes totais. Restantes pardmetros microbiolégicos do | Cloretos.

anexo VI

Coliformes totais. Restantes parametros relativos a substincias indese-
jdveis e a substdncias téxicas do anexo V1.
Germes totais a 37°C.

(}) Avaliagio qualitativa.
(%) E outros desinfectantes e subprodutos de tratamento.

Antes do inicio da exploragio do sistema de abastecimento, deverd ser feita uma andlise completa que inclua, designadamente, diversas
substincias toxicas ou indesejaveis de cuja presenca se suspeita.

Com a periodicidade correspondente aos parametros do grupo G3 deverd ser feita uma avaliagio do balango iénico.

A autoridade de saide competente fixard, para além destes, outros parimetros (incluidos ou ndo no anexo vi), tomando em consideragiao
todas as condicdes que possam ter um efeito nefasto sobre a qualidade da dgua fornecedida ao consumidor.
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ANEXO VIIT

Frequéncia minima de amostragem e analise de aguas para consumo humano para efeitos de controlo, definida pelo intervalo maximo
entre colheitas e pelo r de pontos de [e] em funcdo da populacao servida (*)

Grupo de pardmetros

Populagdo servida (hab.)

Gl

G3

Intervalo méximo

Nimero minimo
de pontos

de amostragem
no sistema

Intervalo méximo

Nidmero minimo
de pontos
de amostragem
0o sistema

Intervalo méximo

Nimero minimo
de pontos

dec amostragem

tema

de abastecimento de abastecimento de abastecimento
N<S000 75 cmui s G Sinneg 2 meses 1 por 1000 hab. 6 meses 1 1 ano 1
000 1 més 1 por 2500 hab. 6 meses 1 por 5000 hab. 1 ano 1 por 5000 hab.
2 15 dias 1 por 5000 hab. 2 meses 1 por 20 000 hab. 1 ano 1 por 20 000 hab.
5 dias 1 por 15000 hab. 20 dias 1 por 50 000 hab. 6 meses 1 por 50 000 hab.
2 dias 1 por 30 000 hab. 10 dias 1 por 100 000 hab. 3 meses 1 por 100 000 hab.

a0 grupo G2 implica, em simultdnco, a determinagio dos pardmetros contidos em Gl c, identicamente para G3, implica G2 ¢ Gl.

ANEXO IX

Frequéncia minima de amostragem e analise de aguas para consumo humano para efeitos de vigilancia sanltarla, definida pelo
intervalo maximo entre colheitas e pelo nimero minimo de pontos de g no de ) publico,
em funcdo da populagao servida (*).

Grupo de pardmetros

: Gl G2 G3
Populagio servida (hab.)

Intervalo méximo Nimero minimo Tntervalo maximo Nimero minimo Intervalo maximo Nimero minimo

1 ano 1 por 1000 hab. I ano 1 por 5000 hab. 4 anos 1 por 5000 hab.
6 meses 1 por 2500 hab. 1 ano 1 por 5000 hab. 4 anos 1 por 5000 hab.
3 meses 1 por 5000 hab. 4 meses 1 por 20 000 hab. 2 anos 1 por 20 000 hab.

1 més 1 por 15 000 hab. 2 meses 1 por 50 000 hab. 1 ano 1 por 50 000 hab.
15 dias 1 por 30 000 hab. 1 més 1 por 100 000 hab. 6 meses 1 por 100 000 hab.

) A dos T a0 grupo G2 implica, em simultaneo, a determinagio dos pardmetros contidos em G1 e, identicamente para G3, implica G2 ¢ Gl
ANEXO X
Qualidade das aguas doces para fins aquicolas — aguas piscicolas
Aguas Aguas
Parimetros de salmonfdeos de ciprinfdeos Enpressdo dos resultados Métodos analfticos de referéncia Observagdes
VMR VMA VMR VMA
Temperatura ....| A temperatura medida a jusante de °C TEEMOMETIA . ccocoevnminninesis Devem ser evitadas variagdes
um ponto de descarga térmica (no de temperatura demasiado
limite da zona de mistura) nao deve bruscas.

ultrapassar a temperatura natural
em mais de:

- LS - 1 3

A descarga térmica nio deve levar a
que a temperatura, na zona situada
a jusante do ponto de descarga (no
limite da zona de mistura), ultra-
passe os seguintes valores:

SO = 118

O limite de temperatura de 10°C s6
se aplica nos periodos de reprodu-
¢do das espécies que necessitam de
dgua fria para se reproduzirem c
apenas nas dguas susceptiveis de
conter tais espécies. Os limites de
temperatura podem, no entanto, ser
ultrapassados em 2% do tempo.

Oxigénio dissol- [ 50% 29 | 50% 29 | 50% 28 | 50% 27 mg/l 0> Método de Winkler ou eléc-
vido. 100% >7 100% 25 trodos especificos (método

electroquimico).
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Aguas Aguas
Parimetros deisalmonidcos decRrinkicoy Expressdo dos resultados s de referéncia Obscrvagdcs
VMR VMA VMR VMA
PH: sonmsassins 6-9 (0) 6-9 (0) Escala Electrometria: avaliagdo por
@) @) de Sorensen meio de duas solugdes tam-
pio de pH conhecidos vizi-
nhos e de preferéncia situa-
dos acima e abaixo do valor
de pH a medir.
Sélidos suspensos | 25(0) 25(0) mg/l Por filtragao através de mem- | Os valores indicados refe-
totais. brana filtrante de 0,45 pm, rem-se a concentragdes e
ou por centrifugagido ndo se aplicam as matérias
(tempo minimo de em suspensio que tenham
cinco minutos, aceleragio propriedades quimicas noci-
média de 2 800, a 3200 g), vas. As inundacdes sdo sus-
secagem a 105°C ¢ pesa- ceptiveis de provocar con-
gem. centragdes muito elevadas.
CBOs(20) ...... 3 6 mg/l O, Determinagio de O, pelo
método de Winkler antes e
apés cinco dias de incuba-
¢do na obscuridade total, a
20°C £1°C (sem impedir a
Fésforo total mg/l P Espectometria de absorg¢do | No que respeita aos lagos cuja
molecular. profundidade média se situa
entre 18m a 150 m pode
aplicar-se a seguinte fér-
mula:
<10 (1+VTw)
onde:

L=carga, expressa em
mg P por metro qua-
drado de superficies do
lago durante um ano;

Z=profundidade média
do lago, expressa em
metros;

Tw=tempo tedrico de
renovagdo da dgua do
lago, expresso em anos.

Nos outros casos, os valores
limite de 0,2 mg/l para as
dguas de salmonideos ¢ de
0.4 mg/l para as dguas de
ciprinideos, expressos em
POy, podem ser considera-
dos como valores indicativos
que permitam reduzir a
eutrofizagdo.

NAFIEOR, cecormmrsmnm 0,01 0,03 mg/NO» Espectrometria da absorgio
molecular.
Compostos fendli- ?) ) mg/l CeHsOH Exame gustativo ........... O exame gustativo s6 é efec-
cos. tuado se presumir a presenga
de compostos fenélicos.
Hidrocarbonetos @) * Exame visual; exame gustativo E feito mensalmente um exame
visual: o exame gustativo s
se efectua se se presumir a
presencga de hidrocarbone-
tos.
Amonfaco nao | 0,005 0,025 0,005 0,025 mg/l NH3
ionizado.

A fim de diminuir o risco de toxici- Espectometria de absorcdo | Os valores para o amoniaco
dade devido ao amonfaco ndo ioni- molecular com azul de nido ionizado podem ser
zado, ao consumo de oxigénio em indofenol ou segundo o ultrapassados desde que se
consequéncia de nitrificagio ¢ a método de Nessler asso- trate de doses de pouca
uma eutrofizagio, as concentragdes ciado a determinagdo do importdncia que aparegam
de azoto amonical ndo devem exce- pH e temperatura. durante o dia.
der:

Azoto amoniacal 0,04 I 1 ‘ 0,2 | *1 mg/l NH,
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Kguas Aguas
de salmonidcos de ciprinidcos

Expressdo dos resultados M¢étodos anal

s de referéncia Observagdes

VMR

VMR VMA

Cloro residual dis- 0.005 0,005 mg/l HOCI Método DPD (N, N-dietil-p-fe- | Os valores VMA correspon-

ponivel total. nilenodiamina). dem a um pH=6. Podem
admitir-se concentragdes
superiores de cloro total se
o pH for superior.

Zinco total ...... 0,3 1.0 mg/lZn Espectrometria atémica . .. .. Os valores VMA correspon-
dem a uma dureza da dgua
de 100 mg/l em CaCO;. Para
dureczas compreendidas
entre 10 mg/l ¢ 500 mg/l, os
valores limites correspon-
dentes podem ser encontra-
dos no anexo XI.

Cobre soliivel . ... 04 0,04 mg/l Cu Espectrometria atémica Os valores VMR correspon-
dem a uma dureza da dgua
de 100 mg/l em CaCO;. Para
durezas compreendidas
entre 10 mg/l e 300 mg/l, os
valores limites correspon-
dentes podem ser encontra-
dos no anexo XI.

do pH em relagio aos valores constantes nio devem ultrapassar *0,5 unidades de pH nos limites compreendidos entre 6 ¢ 9, desde que essas variagdes
de outras dncias presentes na dgua
(%) Os compostos fendlicos ndo devem estar presentes em concentragdes que alterem o sabor do peixe.
(*) Os produtos de origem petrolifera ndo devem estar presentes nas dguas em quantidades tais que:

(') As variagde:
a

nio

Formem um filme visivel na superficic da

ua ou que se depositem em camadas no Ieito dos cursos de dgua ¢ dos lagos ¢ provoquem cfeitos nocivos nos pe
mesmos um sabor de hidrocarbonetos, per

ptivel pelo homen:.

cs, dando aos

(%) Podem fixar-se valores superiores a 1 mg/l em geogrificas ou cli icas particulares ¢ especialmente em caso de baixas temperaturas da dgua e de reduzida nitrificagio
ou quando a autoridade competente puder provar que ndo hd consequéncias prejudiciais para o i i dos ixes

VMR — valor mdximo recomendado.

VMA — valor mdximo admissivel.

(0) — derrogacdes possiveis.

Nota. — Os valores destes parametros foram fixados considerando que ndo hd sinergia pela presenga de outras substancias nocivas (nido
enumeradas).

ANEXO XI
Frequéncia minima de amc gem e de analise de aguas doces superficiais para fins aquicolas — Aguas piscicolas
Parimetros Expressio dos resultados Frequéncia minima
Temperatura . . °@ Semanal (a montante e a jusante do ponto de descarga térmica).
Oxigénio dissolvido mg/l O Mensal, com pelo menos uma amostra representativa dos baixos

teores de oxigénio presentes no dia da colheita. No entanto, se
houver suspeita de variagdes diurnas significativas, serido efectua-
das pelo menos duas colheitas por dia.

PH s N R e i AN Escala de Sorensen Mensal.
Sélidos suspensos totais . . m Mensal.
CBOs (20) . mg/l O Mensal.
Fosforo total . . mg/l PO4 Mensal.
Nitritos.......... mg/l NO» Mensal.
Compostos fenélicos mg/l CeHsOH Mensal.
Hidrocarbonetos . ... .. m Mensal.
Amoniaco nio ionizado mg/l NH3 Mensal.
Azoto amoniacal .. ...... R mg/l NHy Mensal.
Cloro residual disponivel total . mg/l HOCI Mensal.
Zinco total " mg/l Zn Mensal.
Cobre solivel wties mg/l Cu Mensal.
ANEXO XII

Variacéo dos valores maximos admissiveis e recomendaveis do zinco total e do cobre soltvel,
respectivamente, em func¢édo da dureza total das aguas doces superficiais para fins aquicolas — aguas piscicolas

Dureza de dgua (mg/l CaCO3)
Expressio
Parimetros dos Tipos de dguas piscicolas Valor méximo
resultados 10 50 100 300 500
Ziiico total wENzZ Salmonideos . .. Admissivel 0.03 0.2 0.3 - 0,5
T e & Ciprinideos . ... Admissivel 0,3 0,7 1.0 - 2,0
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Dureza de dgua (mg/l CaCO3)
Expressio
Parimetros dos Tipos de dguas piscicolas Valor méximo
resultados 10 50 100 300 500
Cobre solivel (1) ......oovvnnns mg/l Cu | Salmonideos e ciprini- | Recomenddvel ... ... 0,005 0,022 0,04 0.112 -
deos.

(') A presenga de peixes em dguas contendo concentragdes mais elevadas de cobre pode indicar a

clpricos soldveis.

ANEXO XT1T
Qualidade das aguas do litoral ou salobras para fins las — aguas conq
Pardmetros e roaio VMR VMA Método analitico de referéncia
os resultados
pH ... Escala de 79 Electrometria (a medigdo efec-
Sorensen tua-se in situ a0 mesmo tempo
que a amostragem).

Temperatura ........ L6 A diferenga de temperatura pro- Termometria (a mediacio efec-

vocada por uma descarga ndao tua-se in situ a0 Mesmo tempo
deve, nas dguas conquicolas que a amostragem).

afectadas por essa descarga,

ultrapassar em mais de 2°C a

temperatura medida nas

dguas ndo afectadas.

Cor (ap6s filtragdo) ... | mglPr-Co Nas dguas conquicolas a altera- | Filtragdo através de membrana
¢do de cor ap6s filtragao pro- filtrante com uma porosidade
vocada por uma descarga ndo média de 0,45 pum (método
deve ultrapassar em mais de fotométrico com padrdoes da
100 mg/l Pt-Co a cor medida escala de Pr.Co).
nas dguas ndo afectadas.

Sélidos suspensos totais mg/l O aumento do teor em sélidos | Filtragdo através de membrana
em suspensiao provocado por filtrante com uma porosidade
uma descarga nao deve, nas de 0,45 um, secagem a 105 °C
dguas conquicolas afectadas e pesagem.
por essa descarga, exceder em | Centrifuga¢io (tempo minimo
mais de 30% o teor medido cinco minutos, aceleracio
nas dguas ndo afectadas. média de 2800g a 3200 g),

secagem a 105°C e pesagem.

Salinidade ........... Yoo 12-38 40 Condutimetria.

A variagdo de salinidade provo-
cada por uma descarga nio
deve, nas dguas conquicolas
afectadas por essa descarga,
exceder em mais de 10% a
salinidade medida nas dguas
nao afectadas.

Oxigénio dissolvido ... | % de satu- (")>80 > 70 (valor médio) () Método de Winkler.

ragdo Método electroquimico.
Se uma medi¢do individual indi-
car um valor inferior a 70%,
as medigdes devem ser repe-
tidas.
Uma medicdo individual ndo
pode indicar um valor inferior
a 60%, excepto quando hou-
ver consequéncias nocivas
para o desenvolvimento dos
povoamentos dos moluscos.
Hidrocarbonetos de Os hidrocarbonetos ndo devem | Exame visual.
petréleo. estar presentes nas dguas con-
quicolas numa quantidade tal
que:
Produzam 2a superficie da
dgua uma pelicula visivel
e ou um depésito nas
conchas;
Provoquem efeitos nocivos
nos moluscos.
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Expressio

Parimetros
dos resultados

VMR

VMA Método analitico de referéncia

Compostos organo-ha-
logenados (') (¥)

O limite de concentragio de cada
composto na polpa do molusco
deve ser tal que contribua, nos
termos do artigo 30.°, para
uma boa qualidade dos produ-
tos conquicolas.

A concentragdo de cada substin-
cia nas dguas conquicolas ou
na polpa do molusco ndo deve
ultrapassar um nivel que pro- ¢ao.
voque efeitos nocivos nos
moluscos e nas suas larvas.

Cromatografia em fase gasosa
ap6s extracgdo por meio de sol-
ventes adequados e pur

Metais:uismasaaims mg/l

Prata (Ag).
Arsénio (As).
Cadmio (Cd).
Crémio (Cr).
Cobre (Cu).
Merciirio (Hg).
Niquel (N7).
Chumbo (Pb).
Zinco (Zn).

colas.

O limite da concentracao de
cada clemento na polpa do
molusco deve ser tal que con-
tribua, nos termos do
artigo 30.°, para uma boa qua-
lidade dos produtos conqui-

metais.

Devem ser tidos em conta os
efeitos sinergéticos destes

Espectrometria atémica eventual-
mente precedida de uma con-
centracdio e ou extrac¢iio.

Substincias que afec-
tam o sabor do
molusco.

Concentragio inferior a concen-
tragio susceptivel de deterio-
rar o sabor do molusco.

Exame gustativo dos moluscos
quando se suspeitar da pre-
senga de tal substincia.

Biotoxinas ...........

PSP < 80 ug/100 g

(AOAC, 1980).

DSP auséncia

(Yasumoto, 1984).

ASP <20 pglg

(AOAC, 1991).

Coliformes fecais .. NMP/100 ml

<300 na polpa do molusco e no
liquido intervalar ).

Método de dilui¢do, com fermen-
tagdo em substratos liquidos,
em pelo menos trés tubos com
trés diluigdoes. Subcultura dos
tubos positivos em meio de
confirmagio. Contagem
segundo NMP (nimero mais
provével).

Temperatura de incubacgdo:
44°C % 0,5°C.

(!) Trata-se de concentragdes minimas.
(%) Enquanto ndo houver legislagio especifica relativa 2 p

o dos

moluscos directamente consumidos pelo homem.
(*) Consultar o ancxo XIX.

¢ de produtos

PSP — paralytic shellfish poisoning (toxina paralisante).
DSP — diarrhoeic shellfish poisoning (toxina diarreica).
ASP — amnesic shellfish poisoning (toxina amnésica).

VMR — valor mdximo recomendado.
VMA — valor mdximo admissivel.

este valor deve ser imperativamente respeitado nas dguas onde vivem

ANEXO XIV
Frequéncia minima de g e de andlise de aguas do litoral e salobras para fins aquicolas —aguas conquicolas
Pardmetros Expressiio dos resultados Frequéncia minima de amostragem ¢ medigio

Escala de Sorensen | Trimestral.
L emMpera L a: s S S SRR © Trimestral.
Cof(apOs ANRTaCE0) suavvsnmnwmnisnisesns mg/l Pr-Co Trimestral.
SOlidos suspensos totais . ......vvviiiiiiia.. mg/l Trimestral.
Salinidade ................ .. ...l Yoo Mensal.

Oxigénio:dissolVido awysi i i s

% de saturagio

Mensal (com pelo menos uma amostra representativa do fraco teor
. em ﬁxigéniu no dia de colheita
Contudo, se se suspeitar
efectuadas pelo menos duas colheitas por dia).

e variagdes diurnas significativas, serdo

Hidrocarbonetos de petréleo ................

mg/71 Trimestral.

Compostos organo-halogenados . .............

Semestral.
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Pardmetros Expressio dos resultados Frequéncia minima de amostragem e medicio

MEBLAIS ccommrmmnmsmm s s S O Vs mg/l Semestral.

Prata (Ag).

Arsénio (As).

Cadmio (Cd).

Crémio (Cr).

Cobre (Cu).

Merciirio (Hg).

Niquel (Ni).

Chumbo (Pb).

Zinco (Zn).
Substincias que afectam o sabor do molusco
L ug/100 g Quinzenal ('),
D o T ug/100 g Quinzenal (1).
ASP L ng g Quinzenal (').
ColiformMES FECRIS <irorawrvim smwnmwanmmmsowamas NMP/100 ml Trimestral.

(') Excepto em situagdes de marés vermelhas, em que o controlo tem de ser feito pelo menos ses

analmente.

ANEXO XV

Qualidade das aguas balneares

Parametros

Expressio
dosresultados

VMR

VMA

Frequéncia minima
de amostragem

Métodos analiticos de referéncia

Microbiolégicos

Coliformes totais .........

/100 ml

10 000

Quinzenal (')

Coliformes fecais .........

/100 ml

100

2000

Quinzenal (')

Fermentagio em tubos miltiplos.
Subcultura dos tubos positivos
em meios de confirmagio.
Determinagdo por NMP (nd-
mero mais provivel).

Ou

Filtragdo através de membrana e
cultura em meio apropriado, tal
como dgar de lactose e tergitol,
dgar de endo, caldo com teepol
a 0,4%, subcultura e identifi-
cagiio de colonias suspeitas.

A temperatura de incubagdo é
varidvel, consoante se pretenda
determinar os coliformes totais
ou os coliformes fecais.

Estreptococos fecais . ......

/100 ml

100

2

Método de Litsky.
Determinagdo por NMP.

Ou

Filtracdo através de membrana ¢
cultura em meio apropriado.

Salmonelas ..............

1

Concentragio por filtracio em
membrana. Tnoculagio em
meio tipo. Enriquecimento,
subcultura em dgar de isola-
mento ¢ identificagdo.

ERSTOVITS oy v ocormesesmrsnacsie

PFU/101

Concentragdo por floculagdo, fil-
traciio ou centrifugacio e con-
firmagdo.

Fisico-quimicos

Escala
de Sorensen

6-9 (0)

Electrometria com calibracdo a
pH7e9.
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Expressio

Frequéncia minima

Pardmetros VMR VMA Métodos analiticos de referéncia
dos resultados de amostragem
COF s s s — Sem alteragdo Quinzenal (') TInspecgio visual.
anormal (O)
— — ) Fotometria e comparagdo com
padroes da escala Pr-Co.
Oleos minerais ........... mg/l — Auséncia Quinzenal () Tnspecgdo visual e olfactiva.
de manchas
visiveis a superficie
da dgua
e de cheiro
0,3 — ? Extrac¢do a partir de um volume
suficiente e pesagem do residuo
S€COo.
Substincias tensoactivas mg/l, sulfato — Auséncia Quinzenal () Inspecciio visual.
(que reagem com o azul | de laurilo e sédio de espuma
de metileno). persistente
0.3 —_ *) Espectrometria de absor¢io mole-
cular com o azul de metileno.
Fenois (indice de fendis) . .. mg/l CeHsOH — Auséncia Quinzenal (") Verificacio da auséncia de cheiro
de cheiro especifico devido ao fenol.
especifico
0,005 0,05 ® Espectrometria de absor¢io mole-
cular. Método da 4-aminoantipi-
rina (4-AAP).
Transparéncia ............ m 2 1(0) Quinzenal () Disco de Secchi.
Oxigénio dissolvido ....... % de saturagio 80-120 — @) Método de Winkler.
de O,
Ou
Método electrométrico.
Residuos de alcatrdo, maté- Auséncia —_ Quinzenal (') Inspecgdo visual.
rias flutuantes, tais como
madeira, pldstico, garra-
fas, recipientes de vidro,
de pldstico, de borracha
ou de outro material.
Detritos ou fragmentos.
Azoto amoniacal . ......... mg/l NH — — ) Espectrometria de absorcdo
molecular com reagente de
Nessler.
Ou
Meétodo com o azul de indofenol.
Azoto Kjeldahl ........... mg/l N — — ® Método de Kjeldahl.
Outras substancias conside-
radas como indicadores
de poluigio.
Pesticidas (paratidao, HCH, mg/l —_ —_— A Extracgio por solventes apropria-
dieldrina). dos e determinagao por cro-
. . 5 matografia.
Metais pesados, tais como: mg/l —_ -_ (@] Espectrometria atémica eventual-
mente precedida de uma
. extracc¢io.
Arsénio As
Cddmjo . Cd
Crémio . CrV1
Chumbo Pb
Merciirio Hg
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Parimetros Expreasmn VMR VMA Equndminag Meétodos analiticos de referéncia
dos resultados de amostragem
CIANEEOS oerrmmansin mg/l — — ? Espectrometria de absorcdo
molecular com reagente espe-
cifico.
Nitratos e fosfatos ........ mg/l — — ). Espectrometria de absorgdo
NO; molecular com reagente espe-
PO, cifico.
() Quando a amostragem efectuada em anos iores tenha dado resultad ivel melhores que os especificados neste anexo ¢ ndo se verificando qualquer fendmeno
susceptivel de provocar uma degradagio da qualidade da dgua, as i podem reduzir a frequéncia de amostragem de um factor 2.
(%) Este valor deve ser idad

s quando um inquérito local na zona balnear revele a sua presenga ou que a qualidade da dgua se deteriorou,
(%) Estes parimetros devem ser verificados pelas autoridades competentes sempre que haja tendéncia para a eutrofizacio das dguas.
P P P pre q 1); P G £

VMR — valor mdximo recomendado.
VMA — valor mdximo admissivel.
(0) Os limites podem ser excedidos no caso de condicdes geogrificas ou meteorolégicas excepcionais.

ANEXO XVI

Qualidade das aguas destinadas a rega

Expressio
Pardmetro S dos VMR VMA Observages
resultados

Aluminio (Al) ............ mg/l 5,0 20 Risco de improdutividade em solos com pH<5.5. Em solos com pH>7 o risco de
toxicidade ¢ eliminado por precipitar o aluminido.

Arsénio (AS) i..viiviiiins mg/l 0,10 10 Toxicidade varidvel consoante as cultura
-do-suddo ¢ 0,05 mg/l para o arroz.

, oscilando entre 12 mg/l para a erva-

Bario (Ba) wwiswswsnanns mg/l 1,0

27T 11X 027 T — mg/l 0,5 1,0

Boro(B) ..., mg/l 0.3 3,75 Para solos de textura fina e em curtos periodos recomenda-se como concentragio
maxima 2 mg/l.

Cddmio (Cd) .............| mgl 0,01 0,05 | Téxico para o feijoeiro, beterraba e nabo em concentragdes da ordem dos 0,1 mg/l
em solugdes nutritivas. Recomenda-se limites mais restritivos, dado este ido se
acumular nas plantas e no solo, podendo prejudicar o ser humano.

Chumbo (Pb) ............ mg/l 5.0 20 As concentragdes muito elevadas podem inibir o desenvolvimento celular das
culturas.

Cloretos (Cl) ... mg/l 70 - Para a cultura do tabaco recomenda-se uma concentragio inferior a 20 mg/l, nao

devendo exceder os 70 mg/l.

Cobalto (Co) .............| mgl 0,05 10 Téxico em solugdes nutritivas para a cultura do tomate na ordem dos 0,1 mg/l.
Tende a ser inactivo em solos neutros ou alcalinos.

Cobre (Cu) .. sommiwmsmains mg/l 0,20 5.0 Toéxico em solugdes nutritivas com concentragdes entre 0,1 mg/l e 1 mg/l para
diversas culturas.

Crémio total (Cr) ......... mg/l 0,10 20 Por se desconhecer o seu efeito t6xico, recomendam-se limites mais restritivos.
Estanho: (S0} opasaimy mg/l 2,0
Ferro (Fe) mg/l 5,0 Nio toxico em solos bem arejados, mas pode contribuir para a acidifica¢io do

solo, tornando indisponivel o fésforo e o molibdénio.

Flior (F) ..... : s | Mgl 1,0 15 Inactivado em solos neutros e alcalinos.

4 65{a(a 11/ 57 ) R — mg/l 2.5 5.8 Tolerado pela maioria das culturas em concentragdes superiores a 5 mg/l; mével
no solo. Téxico para os citrinos a baixas concentragdes (<0,075 mg/l).
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Expressio
Parimetro S 05 VMR VMA Observagdes
resultados

Manganés (Mn) .......... mg/l 0,20 10 Téxico para um certo nimero de culturas desde algumas décimas até poucos mg/l,
mas normalmente sé em solos dcidos.

Molibdénio (Mo) ......... mg/l 0.005 0,05 | Ndo ¢ téxico em concentragdes normais. Em solos ricos em molibdénio livre as
forragens podem no entanto ocasionar toxicidade nos animais.

NIQUELEND, oroinsmessionminasin mg/l 0,5 2,0 Téxico para um certo niimero de culturas entre 0,5 mg/l e 1 mg/l; reduzida toxicidade
para pH neutro ou alcalino.

Nitratos (NO3) ........... mg/l 50 Concentracdes elevadas podem afectar a produgio e qualidade das culturas sen-

iveis. No plano de fertiliza¢do da parcela convird contabilizar o azoto veiculado
pela dgua de rega.

Salinidade: Depende muito da resisténcia das culturas 2 salinidade, bem como do clima, do

CE oo dS/m 1 método de rega e da textura do solo.
SDT siwisumiasismsinin mg/l 640

SAR (") .... 8 Depende da salinidade da dgua, caracteristicas do solo e do tipo de cultura a
ser irrigada.

Selénio (Se) v wsyeyswinngs mg/l 0,02 0,05 Téxico para culturas em concentragdes da ordem dos 0,025 mg/l. Em solos com
um teor relativamente elevado em selénio absorvido as forragens podem ocasionar
toxicidade nos animais.

Sélidos suspensos totais mg/l 60 Concentracoes elevadas poderdo ocasionar colmatagem em solos e assoreamento

(SST). nas redes de rega, bem como entupimentos nos sistemas de rega gota-a-gota
e aspersdo, bem como neste tltimo sistema a dgua poderd provocar depdsitos
sobre as folhas e frutos.

Sulfatos (SO4) «o.vvvvvenn. mg/l 575

Vanadio (W) oommmmmmsn mg/l 0,10 1,0 Téxico para diversas culturas em concentracdes relativamente baixas.

Zinco (Zn) v sessmimmyas mg/l 2,0 10,0 | Téxico para diversas culturas numa gama ampla, toxicidade reduzida a pH>6 ¢
solos de textura fina ou de solos orgénicos.

7] ¢ R S Escala | 6,5-84 | 4,590

de
Sorensen
Coliformes fecais ......... /100 ml 100
Ovos de parasitas intestinais N/ 1

(') A relagio de adsorgo de sédio (SAR) é traduzida

a seguinte equagio, onde as concentragdes devem estar expressas em meq/l: SAR= Na/[(Ca+ Mg)/2] 'fa.

ANEXO XVII

Métodos analiticos de r jaef éncia mii de amostragem das aguas destinadas a rega
Expressio Frequéncia minima
Parametros dos Métodos analiticos de referéncia de amostragem

resultados *)
Aluminio (Al) ............ mg/l Espectrometria de absor¢ao atémica ou espectrometria de absor¢ao molecular @)
ATSENIGCAS) o vsmaronmmms mg/l Espectrometria de absor¢do atémica ou espectrometria de absorcio molecular ()
Bario(Ba) sisesssioiasigs mg/l Espectrometria:de:absorciio atdmica::ssisessasinminsumnsasnesans "
BEEHGEBE) e sy mg/l Espectrometria de absorcao AtOMICE o.ivvmas vsisimsimsmsivsmsmismeassiasesio sm siasssg (&)
BOroy(BY, woswmssnnmmnss mg/l Espectrometria de absorgao atémica ou espectrometria de absor¢ao molecular "
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Expressio Frequéneia minima
Parimetros dos Métodos analiticos de referéncia de amostragem
resultados )
Cédmio (Cd) .o cvvivnana mg/l Espectrometria de absor¢do atémica ou polarografia ....................... ]
Chumbo (Pb) ............ mg/l Espectrometria de absorgao atémica . ............co.oue...
Polarografia "
Cloretos (CI) ... mg/l Titulacio (método de Mohr) ou espectrometria de absorc¢io molecular Semestral (%).
Cobalto(Co): - v mg/l Especttonietria de/absorcao atOMIICE v cvn wswwmm i aamsmemm s s iose ]
Cobre(Cu) spe sy mg/l Espectrometria de absor¢do atdmica ou espectrometria de absor¢do molecular Q)

ou polarografia.

Crémio total (Cr) ... s mg/l Espectrometria de absor¢do atomica ou espectrometria de absorcio molecular *
BEEEOFE), wnressocamminmes mg/l Espectrometria de absor¢do atémica depois de filtragdo sobre membrana fil- Q)

trante (0,45 um) ou espectrometria de absor¢do molecular depois de filtragao
sobre membrana filtrante (0,45 um).

FIGOt(E) womnnvovamamns mg/l Espectrometria de absorciio molecular ou eléctrodos especificos ............. Q)
Litio (L) «ovvnnnn.. mg/l Espectrometria de absor¢do atémica . .............. ... i Q)
Manganés (Mn) .......... mg/l Espectrometria de absorcloatomica v vivvivmmnmnsmmassmeiis s

Espectrometriade:absoreios: o iva s s i ave min e s o sy @)
Molibdénio (Mo) ......... mg/l Bspecirometiia de absor¢ao Atomica . cuvsmron s amimenemspos s asm o Q)
Niquel (N9 ssssssnssns mg/l Espectrometria de;absorgiosatomica sy s avniassuisnmsom "
Nitratos (NO3) ........... mg/l Espectrometria de absor¢io ou eléctrodos especificos .......... T "
Salinidade:

... | dS/m a 25°C | Electrometria . . .. Semestral (2).

gem ...

i mg/l Secagem a 180°C e p
SAR ... SAR= Na/[(Ca+ M) 21 2 (F5) o oot e e e e et Semestral ().
Selénio(Se) x sumwnwswmns mg/l Espectrométria de-absorgao atOmMICA: « cvmmarm s s s R sryss s 3 3 ST e R s st Q)
Sé6lidos suspensos totais mg/l Centrifugagiio (tempo minimo de cinco minutos; aceleragio média de 2800 g "
(SST). a 3000 g), secagem a 105°C e pesagem ou filtragio através da membrana

filtrante de 0,45 um, secagem a 105°C e pesagem.

Sulfatos (504) - «ssmemmisuivas mg/l Gravimetria ou complexometria ou espectrometria ............ ... Q)

Vanddio (V) sussmasnvsis mg/l Absorglo:atomica neuasin sEnRaeRRRSEEEERs T @)

ZICONZHY 50 s mg/l Espectrometria de absor¢iio atémica ou espectrometria de absorc¢dio molecular @)

PH e Escalade |'Electrometria e i i s s s s Semestral (%).
Sorensen

Coliformes fecais ......... /100 ml Fermentagio em tubos multiplos e subcultura dos tubos positivos em meios )

de confirmagdo. Determinagio por NMP.

*

Ovos de parasitas intestinais NN Contagem com o auxilio de microscépio . . ..

(') As dguas doces para rega nio apresentam normalmente teores elevados deste elemento, pelo que se recomenda uma andlise de despistagem. Sempre que haja degradagio da
4gua de rega, devem as DR A, com base na fonte poluidora, definir a frequéncia de amostragem, apés parecer das DR Ag.

(*) Quando, em dois anos conseeutivos, os resultados analiticos forem inferiore ais a0 valor midximo r mendado (VMR) ¢ ndo se verificar nenhum fenémeno susceptivel
de provocar ums da quali da dgua, sc como frequéncia minima de uma vez por ano (durante o periodo de rega). No cntanto, as DRA podem
definir outra frequéncia de amostragem, ap6s parecer da DRAg.

(*) Quando nao se verifique a conformidade da dgua para rega. de acordo com o disposto no n.° 2 do artigo 61.° deve a DRAg definir 0 prazo para novas amostragens.

(**) Concentragio dos catides expressa em meg/l.
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ANEXO XVIIT

Valores limite de emissao (VLE) na descarga de aguas residuais

Parimetros Expressiio dos resultados VLE (")

DTN roriananins o svosssim s o 3 S0 0 O R RS SR S Escala de Sorensen 6,0-9.0 (%)
8T 11707 £ 1011 U (0) eSS RS °C Aumento de 3°C (%)
CBOE20PGR20HD) onemsmsicmmumnysis sreoss s s e e G s mg/l 0, 40
(G610 1740 RO R mg/l 0> 150
S W () T mg/l 60
N IO ITY 000 s ettt om ey s s et e e R s mg/l Al 10
Ferro total .. ... o mg/l Fe 20
Manganés total ... ... e mg/l Mn 2,0
CREITO Lottt ettt e e e e e e e — Nio detectével na diluicio 1:20
C0r () e s — Nio visivel na dilui¢io 1:20
Cloro residual disponivel:

Livre .. mg/l Ch 0.5

Total mg/l Ch 1.0
TPEIORS . vt oo sons oo OS50S TS O A mg/l CeHsOH 0.5
OIE0S € GOTAUIAS .o ottt ettt et et e e et mg/l 15
SUIUTEEOS ettt e e ettt et e e e e mg/l S 1,0
SUIIEOS &ttt e e e, mg/l SO; 1,0
SUIfAtOS ..ot mg/1504 2000

10
TG SO T0 DT eseirsmv st sy s R S D P TR I R T mg/l P 3 (em dguas que alimentem lagoas
ou albufeiras)
0.5 (em lagoas ou albufeiras)

AzZOto amoniacal ... ... ... mg/l NH, 10
AZOLOLOLAl L .o mg/lN 15
NIEFALOS © o ottt ettt e et et et e et e e e e e e e mg/INO3 50
Aldeidosis, soonsee. 2 Ko Wt daozpe s sfalie,  copliphs oo ole bl o Wiee | ool mg/l 1,0
ATSENIOEOtA]. s i i o e S A e e S A S e ey mg/l As 1.0
Chumbo total i s e e e s S s R ST R R ey mg/l Pb 1.0
Cadmioitotal e e R R S S S A e mg/l Cd 02
Cromiototal « o e R e R S TR mg/l Cr 2,0
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Parimetros Expressio dos resultados VLE ()
Créomio hexavalente ... ...ttt mg/l Cr(VT) 0,1
CODTETOTAT v wssiss i s s S Y A A N S S SOty mg/l Cu 1,0
INAUEIIORHIL o visnenpescrsessensinsersssinametnusssmsnsistseroiomesanms st sisaniniosamensiosasnsompisspstay mg/l Ni 2,0
MErCHEIOTOCAL s A s oo R R A RS IR mg/l Hg 0,05
CIATCHOSEOTAIS 0 sruimrmssisamisiosassdoiineessintesn s e R S T 8 mg/l CN 0.5
SUIEEL0S: 4o sy S o S S A s S e s mg/l § 1,0
Ole0S MINETAIS + . .o o vt ettt et et et et e e e e e e mg/l 15
Detergentes (sulfato de lauril € S6dI0) . ....vvneunin e mg/l 20 )

(*) VLE — valor limite de emissio, entendido como média mensal, definida como média aritmética das médias didrias referentes aos dias de laboragio de um més, que nio deve
ser excedido. O valor didrio, determinado com base numa amostra representativa da dgua residual descarregada durante um periodo de vinte e quatro horas, ndo poderd exceder o
dobro do valor médio mensal (a amostra num periodo de vinte e quatro horas deverd ser composta tendo em atengdo o regime de descarga das dguas residuais produzidas).

() O valor médio didrio poderd, no mximo, estar compreendido no intervalo 5,0-10,0.

(%) Temperatura do meio receptor apés a descarga de dgua residual, medida a 30m a jusante do ponto de descarga, podendo o valor médio exceder o valor médio mensal do 2.

(%) O valor médio didrio ndo poderd cxceder o dobro do valor médio mensal.

(%) Valor relativo & descarga da unidade industrial para a producio de HCH extracgio de lindano ou. simultaneamente, produgio de HCH ¢ extracgio de lindano.

ANEXO XIX depende das caracteristicas das dguas de recepcdo e da

Lista | de familias de grupos de substancias respectiva localizagio. . )
. . . . . . Familias e grupos de substéncias referidos no segundo
A lista 1 inclui determinadas substincias individuais travessio:
que fazem parte das familias e grupos de substincias

a seguir indicados, a escolher principalmente com base 1) Metalbides e metais a seguir mencionados,
na toxicidade, persisténcia e bioacumulagdo, com excep- assim como os respectivos compostos:
¢do das que sao biologicamente inofensivas ou que se .
transformam rapidamente em substincias biologica- 1) Zinco;
mente inofensivas: 2) Cobre;
1) Compostos organicos de halogéneo e substan- 2; g:_g';leil(').
cias que podem produzir tais compostos no meio 5) Chumbg)-
aqudtico; T
2) C?)mpostos orgénicos de fésforo; 6) Selénio;
3) Compostos organicos de estanho; 7) Arsénio;
4) Substancias em relagdo as quais se provou que 8) Antiménio;
possuem um poder cancerigeno no meio aqué- 9) Molibdénio;
tico ou por intermédio deste (*); 10) Titanio;
5) Merciirio e compostos de merciirio; 11) Estanho;
6) Cddmio e compostos de cddmio; 12) Bario;
7) Oleos minerais persistentes e hidrocarbonetos 13) Berilio;
de origem petrolifera persistentes; 14) Boro:
8) Matérias sintéticas persistentes que podem flu- 15) Utlnio:
tuar, ficar em suspensdo ou afundar-se e que 16) Viansdio:

podem prejudicar qualquer utilizagdo das dguas. 17) Cobalto:
(**) Determinadas substdncias enunciadas na lista 11 ficam incluidas 18) Tah,m.
na categoria 4, na medida em que tém um poder cancerigeno. 19) Teldrio;
20) Prata;
Lista Il de familias de grupos de substancias
2) Biocidas e respectivos derivados que nao figu-

A lista 11 inclui: 5
ram na lista 1;

— As substncias que fazem parte das familias e 3) Substancias que tém um efeito prejudicial no
grupos de substancias constantes da lista I e para sabor ou no cheiro dos produtos para o consumo
as quais os valores limite referidos no artigo 6.° do homem derivados do meio aqudtico, assim

da Directiva n.° 76/464/CEE, de 4 de Maio, ndo
foram fixados;

— Determinadas substancias individuais e deter-
minadas categorias de substincias que fazem
parte das familias e grupos de substincias a
seguir enumeradas;

como os compostos susceptiveis de produzir tais
substincias nas dguas;

4) Compostos orgénicos de silicio téxicos ou per-
sistentes e substdncias que podem produzir tais
compostos nas dguas, com exclusdo dos que sdo
biologicamente inofensivos ou que se transfor-

e que tém um efeito prejudical no meio aquitico, que mam rapidamente na dgua em substincias

pode, todavia, ser limitado a uma certa zona e que inofensivas;
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5) Compostos inorginicos de fésforo e fosforo

elementar;

6) Oleos minerais nio persistentes e hidrocarbo-
netos de origem petrolifera ndo persistentes;

7) Cianetos, fluoretos;

8) Substdncias que exercem uma influéncia des-
favordvel no balango de oxigénio, designada-
mente amoniaco e nitritos.

ANEXO XX

Disposicoes especificas relativas a pesticidas e a compostos organoclorados

De acordo com o disposto na Directiva n.° 84/491/CEE, de 9 de Outubro, relativa aos valores limites e aos
objectivos de qualidade para a descarga de hexaclorociclo-hexano, na Directiva n.” 86/280/CEE, de 12 de Junho,
relativa aos valores limites e aos objectivos de qualidade para a descarga de tetracloreto de carbono, DDT e
pentaclorofenol, e na Directiva n.” 88/347/CEE, de 16 de Junho, relativa aos valores limites e aos objectivos
de qualidade para a descarga de substancias perigosas — aldrina, dialdrina, endrina, isodrina, hexaclorobenzeno,
hexaclorobutadieno e cloroférmio —, sdo indicadas no quadro as normas de qualidade a cumprir nas diversas
categorias de dgua e os respectivos métodos analiticos de referéncia:

Expressio
Parimetros dos VMA Métodos analiticos de referéncia
resultados
Hexaclorociclo-hexano (HCH) (%) .. ug/l ()20 | Cromatografia em fase gasosa, com detecgio por captura de electrdes,
() 100 apoés extracgio por solvente adequado e purificagdo.
) 50

Tetracloreto de carbono .................... ng/l 12 Cromatografia em fase gasosa.

DDT ():

Tsémero p-p DDT ug/l 10 Cromatografia em fase gasosa, com detecg¢do por captura de electroces,
Total pg/l 25 apds extracgdo por solvente apropriado.

Pentaclorofenol () .....oovveniiiniiiiain.. ug/ 2 Cromatografia em fase liquida a alta pressio ou cromatografia em fase
gasosa, com detec¢iio por captura de electrdes, apés extrac¢io por
solvente apropriado.

Aldrina, dialdrina, endrina ¢ isodrina (°). ug/l (*)30 | Cromatografia em fase gasosa, com detecgdo por captura de electrdes,

g/l ap0s extracgiio por solvente adequado e purificacio.

Hexaclorobenzeno (HCB) (%) ................ ng/l 0,03 Cromatografia em fase gasosa, com detecgdio por captura de electrdes,
apds extracgdo por solvente adequado ¢ purificacio.

Hexaclorobutadieno (HCBD) (%) ............. ug/l 0,1 Cromatografia em fase gasosa, com detecg¢do por captura de electroes,
apos extracgio por solvente adequado e purificacio.

Clorof6rmio wmmaisvanrasmis i e Tas ng/l 12 Cromatografia em fase gasosa.

(') Aplicdvel a diguas de estudrios, marinhas e territoriais.
(%) Aplicdvel a dguas do s afectadas pelas descargas.
(*) Aplicdvel a iguas do:

uperl

s ndo afectadas pelas descargas.

(*) Na totalidade, para as quatro substincias, com um méximo de 5 ng/l para a endrina.
3 io de h i

G A

DDT.

3 s , dialdrina ¢ ou dialdrina ¢ ou endrina ¢ ou isodrina ¢ hexaclor
e ou moluscos e ou crustdceos ¢ ou peixes ndo deve aumentar de modo significativo com o tempo.

¢ hexaclor i nos sedi

ANEXO XXI
Obji k de lidade minima para as aguas superficiais

Pardmetros Expressio dos resultados VMA
pH Escala de Sorensen 5,0-90
Temperatura °C 30
Variagio da temperatura % 3
Oxigénio dissolvido . . % de saturagdo 50
CBOs 0, mg/l 5
Azoto amoniaca N mg/l 1
Fésforo total . . . P mg/l 1
Cloretos Clmg/l 250
Sulfatos s SO, mg/l 250
Clorofen6is:ssusrnerisyvsiss sy ug/l, por composto 100
Hidrocarbonetos aromdticos polinucleares pg/l 100
Substincias tensoactivas aniénicas mg/l 0.5
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Parimetros Expressio dos resultados VMA

Pesticidas:

ng/l 2,5

ng/l 0,5
Bifenilospolicloradosi(PCB) svuo-uwowsirissassnan e s s i S Wi Sy S0 s v iomsie r damsasdi pg/l 20
Azoto Kjeldhal .. .... 3 S N mg/l 2
CIANCTOSTOTAINY, - oremermotesssnsommgmis o e e S R R T A e e A s s CN mg/l 0,05
ATSENTOOTRL 55070 soismmsn s sosamisssseso s a8 b 0 oI A8 G SO R 00 T e SR S A A0 Asmg/l 0,1
Cédmio total . . Cd mg/l 0,01
Chumbo total . Pb mg/l 0,05
Crémio total . . Crmg/l 0,05
Cobre total ... Cu mg/l 0,1
Merciirio total .. Hgmg/l 0,001
Niquel total . 3 : Nimg/l 0,05
ZANCO L0l ..ot e Zn mg/l 0,5

ANEXO XXIT

Métodos analiticos de referéncia para descarga de aguas residuais

Limite de | oo | Exactidio
E 50 detecgio g —
Parimetros Pt ey ) G % valor Métodos analiticos de referéncia ()
esultados % valor %oalor | amétrico
alor | paramétrico [PArAMELics
paramétrico +
PH: swovinssmpnmnsgsrsvmanmen Escala 10 10 10 Electrometria.
de Sorensen
Cor (ap6s filtracdo simples) | mg/l, escala Pr-Co Método fotométrico, apds filtragio simples, com padrdes da
escala Pr-Co.
Sélidos suspensos totais . . .. mg/l 10 10 10 Centrifuga¢ao (tempo minimo de cinco minutos. Aceleragio
3 gag p ¢
.média de 2800 ¢ a 3200 g), secagem a 105°C e pesagem.
Filtracio através de membrana filtrante de 0.45 pum, secagem
a 105°C e pesagem.
TEMPEraturd o omsrsmmmnsm °C 10 10 10 Termometria.
Condutividade ........... pS/em, 20°C 10 10 10 Electrometria.
Natratos wuamzpomssisus mg/INO3 10 10 10 Espectrometriz absor¢ao molecular.
£ P ¢
Cromatografia i6nica.
Eléctrodos especificos.
NS cvemmssemmmmtes meg/l NO» 10 10 10 Espectrometria de absor¢do molecular.
2 3 ¢
Cromatografia i6nica.
BIGOYEL0S v:cronsimsmmmmnpasarans mg/l F 10 10 10 Espectrometria de absor¢iio molecular.
g P! ¢
Eléctrodos especificos.
Cromatografia iénica.
Cloro orginico total extrai- mg/l CT
vel.
Ferrototal ............... mg/l Fe 10 10 10 Espectrometria atémica.
& P!
Espectrometria de absorg¢io molecular.
Espectrometria de emissiio 6ptica com plasma (ICP).
Manganéstotal ........... mg/l Mn )10 10 10 Espectrometria atomica.
Espectrometria de absorgdo molecular.
Cobretotal i aysnsnngss *10 10 10 Espectrometria de absorgao molecular.
Espectroscopia de absor¢io atémica.
Espectrometria de emissido éptica com plasma (ICP).
ZANCOTEOtAL oo rmamsansmnos mg/l Zn 10 10 10 Espectrometria de absor¢io molecular.
Espectroscopia de absor¢io atémica.
Espectrometria de emissio Gptica com plasma (ICP).
BOrou s s i i Sa s mg/l B 10 10 10 Espectrometria atomica.
Espectrometria de absor¢do molecular.
Espectrometria de emissio optica com plasma (ICP).
®
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Limite _dc Precisio Exactidio
N Expressio detecgio s — " . e
Parimetros i ealiades — % aler % valor Métodos analiticos de referéncia (*)
% valor [ % VAT | paramétrico
paraméirico [PATAMETiCO
Berilio; svsnanes s annises mg/l Be
Cobalto ................. mg/l Co 10 10 10 Espectrometria atémica.
Espectrometria de emissio Gptica com plasma (ICP)
Niquel! s mg/l Ni 10 10 10 Espectrometria atomica.
Espectrometria de emissao éptica com plasma (ICP)
VANEAIO s qomenammasomcg mg/l V 10 10 10 Espectrometria atémica.
Espectrometria de emissido Gptica com plasma (ICP)
Arséniototal v mg/l As 10 10 10 Espectrometria atomica com geragao de hidretos.
Espectrometria de absor¢io molecular.
41111111117 SRR mg/l Al 10 10 10 Espectrometria atomica.
Espectrometria de emissdo Gptica com plasma (ICP)
Cdadmiototal ............. mg/l Cd 10 10 10 Espectrometria atémica.
Polarografia.
Eromio: VIwvsowsemsans mg/l CrVI 10 10 10 Espectrometria atémica.
Espectrometria de absor¢do molecular.
Chumbo total ............ mg/l Pb 10 10 10 Espectrometria atémica.
Polarografia.
Selénio total wsnasisuss mg/l Se 10 10 10 Espectrometria atémica com geragdo de hidretos.
Merciirio total ............ mg/l Hg 20 10 20 Espectrometria atémica sem chama (vaporizagao a frio).
BAGIOTORAL o oonsemrussscosiomssess mg/l Ba 10 10 10 Espectrometria atémica.
Espectrometria de emissio optica com plasma (ICP)
Cianetos totais ........... mg/l CN 10 10 10 Volumetria.
Espectrometria de absor¢do molecular.
SUMAOS’ wvvomisis sesmenns mg/l S04 10 10 10 Anilise gravimétrica.
Complexometria com EDTA.
Espectrometria de absor¢iio molecular.
CIOTELOS . sascesmsaszsrmmmmarmisse mg/l CI 10 10 10 Volumetria.
Espectrometria de absor¢ao molecular.
Eléctrodos especificos.
Cromatografia i6nica.
Substancias tensoactivas (que | mg/l, sulfato de 10 10 10 Espectrometria de absor¢do molecular.
reagem com o azul-de-me- | laurilo e sédio
tileno).
Bésforo-total i sousnisis mg/l P 10 10 10 Espectrometria de absor¢io molecular.
Fendis .................. mg/l CeHsOH 10 10 10 Espectrometria de absor¢io molecular ®.
Método da 4-aminoantipirina ®.
Método da paranitranilina ®.
Hidrocarbonetos totais . ... mg/l 25 25 10 Espectrometria no infravermelho apés extrac¢io com solventes
adequados.
Gravimetria apds extrac¢do com solventes adequados.
Hidrocarbonetos arométicos ng/l 25 25 25 Cromatografia em fase gasosa.
polinucleares. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (').
Pesticidas totais (paratido, ug/l 25 25 25 Cromatografia em fase gasosa ou liquida apds extracgdo por

hexaclo rociclo-hexano,
dieldrina).

solventes adequados e purificagdo. Identificacdo dos cons-
tituintes da mistura (?).
Determinagio quantitativa ®.
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Limite de ’ Exactidiio
L Precisio
Expressio detecsio = = . —
Parimetros 2% — . % valor Meétodos analiticos de referéncia (')
dos resultados @ walor | % valor

paramétrico|PATAmétrico

paramétrico
:

Caréncia quimica de oxigé-
nio (CQO).

mg/l 0> 25 25

10 Método do dicromato de potdssio.

Oxigénio dissolvido ....... % saturacio

Método de Winkler ®.

de O, Método electroquimico ®.
Caréncia bioquimica de oxi- mg/l 0> 25 25 10 Determinacio de O dissolvido antes e apés cinco dias de incu-
génio (CBOs, 20°C). bacdo a 20°C £ 1°C ao abrigo da luz, com adi¢do de um ini-
bidor da nitrificagio.
Azoto Kjeldahl (ndo inclui o mg/I N 10 10 10 Mineralizagdo, destilagio segundo o método Kjeldahl e deter-
azoto de NOz e NO3). minag¢io do aménio por espectrometria de absor¢io mole-
cular ou volumetria.
Azoto amoniacal .......... mg/INH, 10 10 10 Espectrometria de absor¢iio molecular.

Volumetria.

Salmonelas ..............

Concentragio por filtracdo (através de membrana ou filtro
apropriado).

Sementeira em meio de pré-enriguecimento. Enriquecimento,
subcultura em meio de isolamento. Identificacdo *.

() Mistura de scis substincias pa
pireng: benzo [1.12] perileno;
5] tura de (rés si

a tomar em consideragio ¢ que tém a mesma
ircno.

de
stincias a tomar em considéragio e tendo a mesma concentragio
das amostras em solidos em suspensio for (o elevada que e

os valores de
a determinar

Xactidd
ja analisada.

Material recomendado para o recipiente:
® —vidro;
* — vidro esterilizado;
O—vidro ou aluminio; =
® — sem quantidades significativas de boro.
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Anexo B

Decreto-L’ei n.° 149/2004
DR 145 SERIE I-A de 2004-06-22
Ministério das Cidades, Ordenamento do Territério e Ambiente

Altera o Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 de Junho, que transp6e para a ordem
juridica nacional a Directiva n.° 91/271/CEE, do Conselho, de 21 de Maio,
relativamente ao tratamento de aguas residuais urbanas

O Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 de Junho, transpds para o direito interno a Directiva n.°
91/271/CEE, do Conselho, de 21 de Maio, relativa ao tratamento das aguas residuais urbanas, e
aprovou uma lista de identificacdo de zonas sensiveis e de zonas menos sensiveis, bem como
respectivo mapa, constantes do anexo Il ao referido diploma legal.

Por seu turno, o Decreto-Lei n.° 348/98, de 9 de Novembro, transpds para a ordem juridica
nacional a Directiva n.° 98/15/CE, da Comissao, de 21 de Fevereiro, que altera a mencionada
Directiva n.° 91/271/CEE, no que respeita a determinados requisitos estabelecidos no seu anexo
I, e substitui, consequentemente, o quadro n.° 2 do anexo | do Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 de
Junho.

Por outro lado, o n.° 2 do artigo 3.° do citado Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 de Junho, disp&e que
deve ser feita uma revisdo da identificagdo das zonas sensiveis e das zonas menos sensiveis
pelo menos de quatro em quatro anos. Em conformidade com este imperativo legal, decorrente,
alids, da transposi¢do da Directiva n.° 91/271/CEE, a referida lista de identificacdo, na parte
referente as zonas menos sensiveis, e o respectivo mapa foram alterados pelo Decreto-Lei n.°
261/99, de 7 de Julho.

Por dltimo, a identificacdo das zonas sensiveis e o correspondente mapa foram, igualmente,
alterados pelo Decreto-Lei n.° 172/2001, de 26 de Maio.

Tendo decorrido cerca de cinco anos sobre a primeira reviséo da identifica¢cdo das zonas menos
sensiveis e trés anos sobre a revisdo relativa as zonas sensiveis, e encontrando-se terminados
0s complexos estudos técnicos e cientificos que, necessariamente, estdo na base da segunda
revisdo legal da identificacdo destas zonas no territério nacional, importa aprovar a mesma, o que
se promove por via do presentediploma.

Nos estudos desenvolvidos, que foram promovidos pelo Instituto da Agua (INAG) ao abrigo do
n.° 2 do artigo 3.° do Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 de Junho, e em estreita cooperacdo com
algumas universidades portuguesas, os critérios aplicados visaram, essencialmente, o combate
a eutrofizacéo e a necessidade de adoptar um tratamento mais avangado do que o tratamento
secundério, permitindo o cumprimento do disposto na legislagdo comunitaria aplicavel em matéria
de 4guas, bem como a reducao da poluigao microbioldgica.

Com o objectivo de proporcionar uma correcta orientacdo na selec¢do do tipo de tratamento a
instalar, optou-se por incluir na lista de identificagdo das zonas sensiveis 0s critérios que, para
cada zona, determinaram a respectivaidentifica¢éo.

Finalmente, refira-se que, por virtude da aplicacdo do principio da precaucao, as descargas de
aguas residuais de dimenséo inferior a 10000 e. p., quando realizadas directamente na zona
sensivel ou na respectiva area de influéncia, devem estar sujeitas as mesmas exigéncias que
sdo aplicadas as descargas de aguas de dimensdo superior a 10000 e. p. efectuadas nas
mesmas condi¢des.

Foram ouvidos os 6rgdos de governo préprio das Regides Autbnomas.

Assim:

Nos termos da alinea a) do n.° 1 do artigo 198.° da Constituicdo, o Governo decreta o seguinte:
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Artigo 1.°

Alterac6es ao Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 deJunho

Os artigos 6.°, 14.° e 18.° do Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 de Junho, alterado pelo Decreto-Lei
n.° 348/98, de 9 de Novembro, passam a ter a redac¢ao seguinte:

Artigo 6.°

Tratamento para descargas em zonas sensiveis5 - As descargas de aguas residuais urbanas
provenientes de aglomeracdes de dimenséo inferior a 10000 e. p., quando localizadas em zona
sensivel ou na respectiva area de influéncia, podem ser sujeitas aos requisitos aplicaveis as
descargas de aguas residuais provenientes de aglomerac¢des de dimenséo superior a 10000 e. p.
sempre que, no contexto local em que se inserem, seja necessario cumprir outras directivas
comunitarias e ou objectivos de qualidade para o meio receptor fixados pela legislacéo vigente.

Artigo 14.°

Contra-ordenacgdes e coimas

1 - Sem prejuizo da aplicagdo do disposto no Decreto-Lei n.° 236/98, de 1 de Agosto, a violacado
do disposto nos n.os 1 e 2 do artigo 4.°, nos n.os 1, 2 e 4 do artigo 5.°, nos artigos 6.°, 8.° e 10.°
e no n.° 1 do artigo 12.° do presente diploma constitui contra-ordenac¢éo punivel com coima de
(euro) 1250 a (euro) 3740, quando praticada por pessoa singular, e de (euro) 2500 a (euro) 44890,
quando praticada por pessoa colectiva.

2-..

3-..

4-..

Artigo 18.°

Regides Auténomas

1 - O presente diploma aplica-se as Regifes Autébnomas dos Acgores e da Madeira, sem prejuizo
das adaptacdes decorrentes da estrutura prépria da administragéo regional autbnoma.

2 - Os servicos e organismos das respectivas administracdes regionais autbnomas devem enviar
ao INAG todos os elementos de informacao necessarios ao cumprimento do disposto nos artigos
3.0, 7. 12.°¢e 15.° do presentediploma.

3 - O produto das coimas aplicadas pelas Regides Autbnomas constitui receita propria.»

Artigo 2.°

Aditamento ao Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 deJunho

E aditado o artigo 7.°-A ao Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 de Junho, alterado pelo Decreto-Lei n.°
348/98, de 9 de Novembro, com a seguinte redaccao:

«Artigo 7.°-A
Licenciamento de descargas de aguas residuais
Quando se justifique, em complemento dos valores paramétricos estabelecidos no presente

diploma, a entidade licenciadora pode fixar na licenca de descarga de aguas residuais urbanas
outros parametros constantes da legislacdo especifica aplicavel, nomeadamente o Decreto-Lei
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n.c 236/98, de 1 de Agosto.»

Artigo 3.°

Lista de identificacdo de zonas sensiveis e de zonas menos sensiveis

1 - Para efeito do disposto no n.° 1 do artigo 3.° do Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 de Junho, o
anexo Il ao referido diploma legal é substituido pela lista de identificacdo de zonas sensiveis e
menos sensiveis e respectivo mapa constantes do anexo ao presente diploma, que dele fazem
parte integrante.

2 - Os originais da lista e do mapa que integram o anexo referido no nimero anterior encontram-
se depositados no Instituto da Agua e na comisséo de coordenacio e desenvolvimento regional
competente.

Artigo 4.°

Norma revogatéria

Sao revogados os Decretos-Leis n.os 261/99, de 7 de Julho, e 172/2001, de 26 de Maio.

Visto e aprovado em Conselho de Ministros de 22 de Abril de 2004. - José Manuel Dur&o Barroso
- Maria Manuela Dias Ferreira Leite - Maria Celeste Ferreira Lopes Cardona — Nuno
Albuquerque Morais Sarmento - Carlos Manuel Tavares da Silva - Luis Filipe Pereira - Arlindo
Marques da Cunha.

Promulgado em 7 de Junho de 2004.
Publique-se.

O Presidente da Republica, JORGE SAMPAIO.
Referendado em 14 de Junho de 2004.

O Primeiro-Ministro, José Manuel Durédo Barroso.
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ANEXO |

Lista de Identificacao

Zonas Sensiveis — Aguas doces superficiais, estuarios e lagoas costeiras

Critério Bacia o .
" . . - Delimitacéo da zona e darespectiva
Regiédo Dir. 91/271/CEE Nome hidrografica | o
NGmero L area de influéncia
Anexo Il - A principal
Trogo do Rio Cavado desde a confluéncia
com o Rio Homem até a confluéncia coma
Ngrte ! Dir. 75/440/CEE Cavado Rio Ribeira de Valinhas, e a Ribeira de Panodias e
Cévado
o Rio Torto. )
Trogo do Rio Ferreira desde a nascente até a
Norte 2 i Rio Ferreira Rio
Douro Dir. 75/440/CEE confluéncia com a Ribeira da Ermida. ®
Eutrofizacéo . B . Albufeira do Torréo no rio Tamega e
Norte 3 ) Albufeira do Torrdo Rio Douro . o .
Dir. 75/440/CEE respectiva bacia hidrografica.
L . Albufeira de Carrapatelo no rio Douro e
Eutrofizagdo Albufeira de . . o . L
Norte 4 . Rio Douro respectiva bacia hidrogréfica até a
Dir. 75/440/CEE Carrapatelo . )
albufeira da Régua.
Eutrofizacéo . . . Albufeira de Miranda no rio Douro e
Norte 5 . Albufeira de Miranda  Rio Douro . o .
Dir. 75/440/CEE respectiva bacia hidrogréfica.
L . . . Albufeira do Pocinho no rio Douro e
Norte 6 Eutrofizacdo Albufeira do Pocinho  Rio . o .
Douro respectiva bacia hidrogréfica.
Troco do Rio Vouga desde a nascente até a
Centro 7 Dir. 78/659/CEE Vouga Rio o . )
Vouga confluéncia com o Rio Zela.
Eutrofizacéo . . . Albufeira da Aguieira no rio Mondego e
Centro 8 . Albufeira da Aguieira Rio Mondego . o .
Dir. 75/440/CEE respectiva bacia hidrogréafica.
L . . Albufeira de Pracana no rio Ocreza e
Centro 9 Eutrofizacéo Albufeira de Pracana Rio . L .
Tejo respectiva bacia hidrografica.
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Brago Norte: Zona desde Fontela até a foz

dorio

Braco Sul: Zona desde a insua D. José,

confluéncia com o Brago Norte. @

Rio Nabdo desde a nascente atéa |

Centro 10 Dir—91/492/CEE Estuario-doMondego—Rie———————
[ incluindo a foz do rio Pranto, atta |
Mondego
LVT 11 Dir. 78/659/CEH Nab&o Rio
Tejo
TCJ-UI’ \VIQIQ dC
LVT 12 Dir. . Rio Tejo
75/440/CEE Alpiarca
Eutrofizagdo . -
LVT 13 Lagoa de Obidos | Ribeiras do Oeste

Dir.91/492/CEE

N I, 1
confluéncia com o rio Zézere. @

Vala de Alpiarca e troco do Rio Tejo desdq a
confluéncia com a Vala de Alpiarca até|a

confluéncia com a Ribeira de Magos. @

Area da Lagoa e respectiva bacia

hidrogréfica.
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Critério Bacia L .
" ) . ) . Delimitacéo da zona e da respectiva
Regido | Numero | Dir. 91/271/CEE Nome hidrogréfica 5 . .
o area de influéncia
Anexo Il - A principal
Poluicéo B . ) . @
LVT 14 o Trancéo Rio Tejo Rio Tranc&o desde a nascente até a foz.
. | . Microbiolé6gica
Margem esquerda: Zona entre V. F. de
i . i . X Xira e a Cova do Vapor, até ao limite da
LVT 15 Dir. 91/492/CEE Estuério do Tejo Rio Tejo praia de S. Jodo da Caparica (exclusivé),
incluindo-areasinundadas:
. . Ribeira da . @
LVT 16 Dir. 91/492/CEE Lagoa de Albufeira . Area da Lagoa e respectivas margens.
| Apostica
Zona a partir da Ponte do caminho de ferro
LVT 17 Dir. 91/492/CEE | Estreito da Marateca Rio Sado do Zambujal até a foz do rio Sado,
incluindo as 4reas inundadas.
Zona a partir do Monte das Faias até a foz
Alentejo 18 Dir. 91/492/CEE Canal de Alcéacer Rio Sado do rio Sado, incluindo as areas
' inundadas.
) L Albufeira do . . Albufeira do Maranhdo na ribeira de Seda
Alentejo 19 Eutrofizacéo Rio Tejo . o o
. Maranhao ___erespectiva bacia hidrografica. |
. Eutrofizacéo . . . Albufeira de Alqueva no rio Guadiana e
Alentejo 20 ) Albufeira de Alqueva| Rio Guadiana . o .
Dir. 75/440/CEE ___ respectiva bacia hidrografica. |
) ) Albufeira de Vale do . Albufeira de Vale do Gaio no rio Xarrama
Alentejo 21 Eutrofizacéo . Rio Sado . o o
U Gaio e respectiva bacia hidrogréfica.
Eutrofizacdo . .
. ) . . Albufeira do Roxo na ribeira do Roxo e
Alentejo 22 Dir. 75/440/CEE Albufeira do Roxo Rio Sado . o o
. _— respectiva bacia hidrografica.
Dir.78/659/CEE
Estuario do Rio Zona a jusante da Ponte Nova até & foz do
Algarve 23 Dir. 91/492/CEE Rio Arade o)
Arade rio.
) Ribeiras do Area da Lagoa e respectiva bacia
Algarve 24 Eutrofizacdo Lagoa dos Salgados ) )
Algarve hidrogréfica.
. . Ribeiras do )
Algarve 25 Dir. 91/492/CEE Ria Formosa Todas as zonas da Ria.
Algarve
(€]

localizac&o geogréfica das descargas de aguas residuais.
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Zonas menos sensiveis — Aguas costeiras

Coordenadas (metros)

Regido Numero Nome Delimitacéo
M P
Aguas costeiras, situadas em
Cabo da Roca / 81.287 202.474
LVT 1 . frente & Zona rochosa entre
Estoril . 85.935 192.722
Cabo da Roca e Estoril
Aguas costeiras, situadas em
. 105.089 161.414
LVT 2 Cabo Espichel frente a Zona rochosa do
] 107.675 161.136
Cabo Espichel
Aguas costeiras, situadas em
) . 134.690 111.522
Alentejo 3 Sines frente a Zona rochosa de
) 133.686 110.135
Sines
Aguas costeiras, situadas em
) Porto Covo / V.N. 140.655 89.515
Alentejo 4 . frente a Zona rochosa entre
Milfontes 141.833 84.452
Porto Covo e V.N. Milfontes
Aguas costeiras, situadas em
. Almograve / frente a Zona rochosa entre 140.302 74.874
Alentejo 5 L .
Zambujeira do Mar | Almograve e Zambujeira do 141.072 66.860
Mar
) 134.934 35.630
Arrifana/ Aguas costeiras, situadas em 134.960 34 883
Algarve 6 c e frente a Zona rochosa da
arrapateira
P Avrrifana e da Carrapateira 130.580 25.936
131.172 23.344
Aguas costeiras, situadas em
] 123.710 7.833
Algarve 7 Cabo de S. Vicente frente a Zona rochosa do
] 124.065 6.206
Cabo de S. Vicente
Madeira 8 Ilha da Madeira Todas as aguas costeiras da ilha da Madeira
Madeira 9 Ilha de Porto Santo Todas as aguas costeiras da ilha de Porto Santo

NOTA - Sistema de Coordenadas - Projec¢do Gauss do Datum Geodésico Hayford de Lisboa Militar
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Anexo C

5982 DIARIO DA REPUBLICA — I SERIE-A

N.? 259 — 9-11-1998

maternidade, de paternidade, por adopcao e para assis-
téncia na doenga a descendentes menores ou deficientes
e subsidio para assisténcia a deficientes profundos e
doentes crénicos.

Artigo 7.°
Condigoes especiais de atribuicao dos subsidios para assisténcia
a filhos d e a defici profundos e d crénicos

1 — A atribuicdo do subsidio para assisténcia na
doenga a filhos do beneficiario ou do conjuge ou adop-
tados, com idade inferior a 10 anos ou deficientes,
depende de estes se integrarem no agregado familiar
do beneficidrio e que com ele residam.

2 — A atribuicao do subsidio para assisténcia a defi-
cientes profundos e doentes crénicos, com idade igual
ou inferior a 12 anos, depende igualmente de estes se
integrarem no agregado familiar do beneficidrio e que
com ele residam.

Artigo 19.°
Requerimento das prestagoes

As prestacoes devem ser requeridas pelos beneficid-
rios dentro do prazo de seis meses a contar do facto
determinante da protecgao.»

Artigo 2 .°
Ao Decreto-Lei n.° 154/88, de 29 de Abril, sao adi-

tados os seguintes artigos:

«Artigo 12.°-B

M do subsidio para
a defici profundos e d crénicos

O montante didrio do subsidio para assisténcia a defi-
cientes profundos e doentes crénicos corresponde a 65 %
da remuneracao de referéncia do beneficiario, tendo
como limite maximo a remuneracdo minima mensal
garantida mais elevada.

Artigo 15.°-B

Periodo de concessao do subsidio para assisténcia
a deficientes profundos e doentes crénicos

O subsidio para assisténcia a deficientes profundos
e doentes crénicos ¢ concedido pelo periodo da duracao
da licenga especial a que se refere o artigo 14.°-A da
Lei n.° 4/84, de 5 de Abril, introduzido pela Lei
n.° 102/97, de 13 de Setembro.»

Visto e aprovado em Conselho de Ministros de 24
de Setembro de 1998. — Anténio Manuel de Oliveira
Guterres — Antonio Luciano Pacheco de Sousa
Franco — Maria de Belém Roseira Martins Coelho Hen-
riques de Pina — Eduardo Luis Barreto Ferro Rodrigues.

Promulgado em 26 de Outubro de 1998.

Publique-se.

O Presidente da Republica, JORGE SAMPAIO.

Referendado em 28 de Outubro de 1998.

O Primeiro-Ministro, Antonio Manuel de Oliveira
Guterres.

MINISTERIO DO AMBIENTE

Decreto-Lei n.° 348/98

de 9 de Novembro

Através do Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 de Junho,
foi transposta para o direito interno a Directiva
n.° 91/271/CEE, do Conselho, de 21 de Maio, relativa
ao tratamento de dguas residuais urbanas.

Os problemas de interpretagao suscitados pela apli-
cacdo da referida directiva — relativos aos requisitos
a que devem obedecer as descargas provenientes de
estacdes de tratamento de aguas residuais efectuadas
em zonas sensiveis sujeitas a eutrofizagdo — condu-
ziram a publicagio da Directiva n.° 98/15/CE, da
Comissdo, de 27 de Fevereiro, que determina que se
proceda a alteracao do Decreto-Lei n.° 152/97, de 19
de Junho.

Assim:

Nos termos da alinea ) do n.° 1 do artigo 198.° da
Constitui¢do, o Governo decreta o seguinte:

Artigo 1.°

O presente diploma procede a transposicio para o
direito interno da Directiva n.° 98/15/CE, da Comissao,
de 21 de Fevereiro, que altera a Directiva n.° 91/271/CEE,
do Conselho, de 21 de Maio, no que respeita a deter-
minados requisitos estabelecidos no seu anexo 1.

Artigo 2.°

O quadro n.° 2 do anexo 1 ao Decreto-Lei n.° 152/97,
de 19 de Junho, ¢ substituido pelo que se publica em
anexo ao presente decreto-lei e que dele faz parte
integrante.

Visto e aprovado em Conselho de Ministros de 10
de Setembro de 1998. — Anténio Manuel de Oliveira
Guterres — Anténio Luciano Pacheco de Sousa
Franco — José Manuel da Costa Monteiro Consiglieri
Pedroso — Joaquim Augusto Nunes de Pina
Moura — Maria de Belém Roseira Martins Coelho Hen-
riques de Pina — Elisa Maria da Costa Guimardes
Ferreira.

Promulgado em 26 de Outubro de 1998.
Publique-se.

O Presidente da Repiiblica, JORGE SAMPAIO.

Referendado em 28 de Outubro de 1998.

O Primeiro-Ministro, Anténio Manuel de Oliveira
Guterres.

QUADRON.2
Requisitos para as d gas das coes de tr de
aguas residuais urbanas em zonas sensiveis sujeitas a
eutrofizacao.

Podem ser aplicados um dos parametros ou ambos, consoante a
situagdo local.

Serao aplicados os valores de concentraciao ou a percentagem de
redugio.
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Percentagem Método
Parimetros Concentragao minima de de referéncia
redugdo (') de medigao
Foésforo total . . . 2mg/lP 80 Espectrofo-
(10 000-100 000 e. p.) tometria
1 mg/l P de absor-
(mais de 100000 e. p.) ¢ao mole-
cular.
Azoto total (%) 15 mg/l N 70-80 | Espectrofo-
(10 000-100 000 e. p.) (%) tometria
10 mg/IN de absor-
(mais de 100 000 e. p.) () ¢ao mole-
cular.

valores a entrada.
oma do teor total de azoto determinado pelo método
acal) com o teor de azoto contido nos nitratos ¢ o

(1) Redugo relativamente a

(%) Por «izoto total» entend
de Kjeldahl (azoto org:
teor de azoto contido nos nitritos.

(%) Os valores de concentragio apresentados sio médias anuais, em conformidade com
o n.” 4, alinea c), do ponto D do anexo 1. Todavia, as exigéncias referentes ao azoto podem
ser verificadas por recurso as médias didrias caso se prove, em conformidade com o n.° 1
do ponto D do referido anexo, que o nivel de proteccao alcangado ¢ idéntico. Neste caso,
édi ria nao deve exceder 20 mg/l de azoto total para tog mostras, a uma
ra do efluente no reactor biologico igual ou superior a 12°C. Alternativamente
a0 critério da temperatura, podera ser utilizado um critério de limitagao do tempo de fun-
cionamento que atenda as condigoes climéticas locais.

REGIAO AUTONOMA DOS AGORES

Assembleia Legislativa Regional

Decreto Legislativo Regional n.° 17/98/A

Justificagao das faltas dadas por sinistrados ou voluntarios no
dia da ocorréncia e nos dias que se seguiram ao sismo de
9 de Julho de 1998.

A crise sismica que afectou especialmente as ilhas
do Faial e do Pico e, mais superficialmente, a ilha de
Sao Jorge, principalmente no que toca a algumas loca-
lidades do concelho de Velas, provocou graves e pro-
fundas alteragdes na vida dos moradores das dreas sinis-
tradas, alteragOes essas que se ndo compadeceram com
o cumprimento de algumas obriga¢cdes normalmente
exigiveis.

De entre tais obrigacoes emerge a de comparéncia
nos respectivos locais de trabalho, como reflexo do dever
de assiduidade que impende sobre qualquer trabalhador
por conta de outrem.

De facto, o dramatismo das situagoes vividas mobi-
lizou de imediato as populagdes sinistradas para uma
tarefa de autodefesa e de entreajuda no salvamento
e nos primeiros passos da reconstru¢io, que nao pode-
rao passar despercebidos ao olhar de quem quer que
seja.

Assim, a Assembleia Legislativa Regional dos Agores
decreta, nos termos da alinea @) do n.° 1 do artigo 227.°
da Constituicdao e da alinea ¢) do n.° 1 do artigo 31.°
do Estatuto Politico-Administrativo da Regiao, o
seguinte:

Artigo 1.°
1 — Consideram-se justificadas, ao abrigo da alinea z)

do n.° 1 do artigo 19.° do Decreto-Lei n.° 497/88, de
30 de Dezembro, as faltas dadas pelos trabalhadores,

independentemente da natureza do respectivo vinculo,
ao servico da administracdo local sediada na Regido
Auténoma dos Agores por motivos inerentes a sua con-
dicdo de sinistrados ou de voluntdrios nas accoes de
salvamento e reconstru¢do, nos periodos compreen-
didos:

a) Entre os dias 9 e 13 de Julho de 1998, para
os trabalhadores residentes nos concelhos de
Velas e Calheta;

b) Entre os dias 9 e 31 de Julho de 1998, para
os trabalhadores residentes nos concelhos de
Horta, Lajes do Pico, Madalena e Sao Roque
do Pico.

2 — Consideram-se justificadas, ao abrigo da alinea e)
do n.° 2 do artigo 23.° do Decreto-Lei n.° 874/76, de
28 de Dezembro, na parte ndo derrogada pelo Decre-
to-Lei n.® 136/85, de 3 de Maio, as faltas dadas pelos
trabalhadores, independentemente da natureza do res-
pectivo vinculo, que, ao servico de quaisquer empresas
sediadas ou estabelecidas na Regido, estejam abrangidos
pelo regime do contrato individual de trabalho, desde
que a nao comparéncia no local de trabalho se deva
a motivos inerentes a sua condigdo de sinistrados ou
de voluntarios nas acgdes de salvamento e reconstrucao,
nos periodos compreendidos:

a) Entre os dias 9 e 13 de Julho de 1998, para
os trabalhadores residentes nos concelhos de
Velas e Calheta;

b) Entre os dias 9 e 31 de Julho de 1998, para
os trabalhadores residentes nos concelhos de
Horta, Lajes do Pico, Madalena e Sao Roque
do Pico.

Artigo 2.°

A prova da condicdo de sinistrado ou de voluntario,
para efeitos do artigo anterior, podera ser feita por qual-
quer meio idéneo, nomeadamente declaracdo da res-
pectiva junta de freguesia, da comissao local de pro-
teccao civil da respectiva drea de residéncia ou do
comando de bombeiros da respectiva drea de residéncia.

Artigo 3.°

O presente diploma entra em vigor imediatamente.

Aprovado pela Assembleia Legislativa Regional
dos Acores, na Horta, em 24 de Setembro
de 1998.

O Presidente da Assembleia Legislativa Regional,
Dionisio Mendes de Sousa.

Assinado em 23 de Outubro de 1998.
Publique-se.

O Ministro da Repiblica para a Regidao Auténoma
dos Agores, Alberto Manuel de Sequeira Leal Sampaio
da Novoa.
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Anexo D

4380

DIARIO DA REPUBLICA — I SERIE-A

N.? 118 — 21 de Junho de 2006

PRESIDENCIA DA REPUBLICA

Decreto do Presidente da Republica n.° 60/2006
de 21 de Junho

O Presidente da Republica decreta, nos termos
do artigo 135.°, alinea a), da Constituicdo, o seguinte:

E nomeado, sob proposta do Governo, o embaixador
Anténio José da Camara Ramalho Ortigdo como
Embaixador de Portugal no Afeganistao.

Assinado em 26 de Maio de 2006.

Publique-se.
O Presidente da Republica, ANIBAL CAVACO SILVA.

Referendado em 6 de Junho de 2006.
O Primeiro-Ministro, José Sécrates Carvalho Pinto de
Sousa. — O Ministro de Estado e dos Negdcios Estran-
geiros, Diogo Pinto de Freitas do Amaral.

Decreto do Presidente da Republica n.° 61/2006
de 21 de Junho

O Presidente da Republica decreta, nos termos
do artigo 135.°, alinea «), da Constituicao, o seguinte:

E exonerado, sob proposta do Governo, o embaixador
Jorge Alberto Nogueira de Lemos Godinho como
Embaixador de Portugal no Azerbaijao, com efeitos a
partir de 4 de Junho de 2006, data em que atinge o
limite de idade.

Assinado em 26 de Maio de 2006.

Publique-se.

O Presidente da Repiblica, ANIBAL CAVACO SILVA.

Referendado em 6 de Junho de 2006.
O Primeiro-Ministro, José Socrates Carvalho Pinto de
Sousa. — O Ministro de Estado e dos Negdcios Estran-
geiros, Diogo Pinto de Freitas do Amaral.

Decreto do Presidente da Republica n.° 62/2006
de 21 de Junho

O Presidente da Repiblica decreta, nos termos
do artigo 135.°, alinea a), da Constituicdo, o seguinte:

E exonerado, sob proposta do Governo, o embaixador
Jorge Alberto Nogueira de Lemos Godinho como
Embaixador de Portugal no Turquemenistdo, com efei-
tos a partir de 4 de Junho de 2006, data em que atinge
o limite de idade.

Assinado em 26 de Maio de 2006.
Publique-se.
O Presidente da Republica, ANIBAL CAVACO SILVA.

Referendado em 6 de Junho de 2006.

O Primeiro-Ministro, José Socrates Carvalho Pinto de
Sousa. — O Ministro de Estado e dos Negécios Estran-
geiros, Diogo Pinto de Freitas do Amaral.

MINISTERIO DO AMBIENTE, DO ORDENAMENTO
DO TERRITORIO E DO DESENVOLVIMENTO REGIONAL

Decreto-Lei n.° 118/2006
de 21 de Junho

O Decreto-Lei n.° 446/91, de 22 de Novembro, esta-
belece o regime juridico da utilizagao agricola das lamas
de depuracao e demais legislagio regulamentar, trans-
pondo para a ordem juridica nacional a Directiva
n.° 86/278/CE, do Conselho, de 12 de Junho, relativa
a proteccao do ambiente e em especial dos solos na
utilizacdo agricola das lamas. A necessidade de rever
e adequar a legislacdo existente a uma maior exigéncia
do ponto de vista da salvaguarda dos valores ambientais
e da saude humana, bem como da evolugio verificada
na legislacao em vigor, impde a revogacao deste quadro
legislativo sem, contudo, deixar de assegurar a trans-
posicao da citada directiva.

Assim, com o presente decreto-lei pretende-se nao
s6 clarificar o conceito de lamas de composicao similar
como também alargar o ambito do licenciamento da
aplicagdo de lamas em todos os solos, proibindo-se,
reflexamente, a sua aplicacdo em solos destinados ao
modo de produgao bioldgico.

Mantém-se a preocupacao expressa no anterior
regime relativa a utilizagdo das lamas, preferencial-
mente, como fertilizantes em solos agricolas, consti-
tuindo esta op¢ao uma operacao de valorizagao na qual
as lamas sao utilizadas como factores produtivos.

Contudo, nao pode enlevar-se que certos metais pesa-
dos, eventualmente presentes nas lamas, sdo perigosos
quer para o homem quer para as plantas e que também
ha que ter em consideracao a qualidade dos solos, pelo
que se estabelece a obrigatoriedade da apresentagao
de andlises que garantam o cumprimento dos valores
limite definidos.

Trata-se, em suma, de consagrar uma maior exigéncia
de protecc¢ao de valores fundamentais como o ambiente
e a satde humana, que se consubstancia em regras mais
restritas no que respeita as andlises, as defini¢oes, as
informacoes a prestar e as proibi¢des de aplicagdo de
lamas.

Por outro lado, e tendo em vista a aproximagao da
Administragdo Publica aos cidadaos, estabelece-se um
processo de licenciamento com intervengdo das enti-
dades publicas que a nivel regional tém competéncia
na matéria.

Foi promovida a audicao do érgao de governo préprio
da Regidao Auténoma dos Agores. Foi ouvido o 6rgao
de governo proprio da Regido Auténoma da Madeira.

Assim:

Nos termos da alinea a) do n.° 1 do artigo 198.° da
Constituicdo, o Governo decreta o seguinte:

CAPITULO 1
Disposicoes gerais
Artigo 1.°
Objecto

O presente decreto-lei estabelece o regime a que
obedece a utilizagdo de lamas de depuragdo em solos
agricolas, transpondo para a ordem juridica nacional
a Directiva n.® 86/278/CE, do Conselho, de 12 de Junho,
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de forma a evitar efeitos nocivos para o homem, para
a dgua, para os solos, para a vegetagéo e para os animais
€ a promover a sua correcta utilizagao.

Artigo 2.°
Ambito

O presente decreto-lei aplica-se a utilizacdo de lamas
de depuracdo em solos agricolas provenientes de esta-
¢oes de tratamento de aguas residuais domésticas, urba-
nas, de actividades agro-pecudrias, de fossas sépticas
ou outras de composi¢ao similar.

Artigo 3.°
Definicoes

Para os efeitos do disposto no presente decreto-lei,
entende-se por:

a) «Lamas de depuracao»:

i) Aslamas provenientes de estagoes de tra-
tamento de dguas residuais domésticas,
urbanas e de outras estacoes de trata-
mento de dguas residuais de composicao
similar as aguas residuais domésticas e
urbanas;
As lamas de fossas sépticas e de outras
instalacoes similares para o tratamento
de dguas residuais;
iif) Aslamas provenientes de estacoes de tra-
tamento de dguas residuais de actividades
agro-pecudrias;

i

~

b) «Lamas de composicao similar»:

i) Lamas provenientes do tratamento de
efluentes de preparagdo e processa-
mento de frutos, legumes, cereais, 6leos
alimentares, cacau, café, cha e tabaco,
da produgdo de conservas, da producao
de levedura e extracto de levedura e da
preparacao e fermentacao de melagos
[classificagao da Lista Europeia de Resi-
duos (LER) 020305, conforme prevista
na Portaria n.° 209/2004, de 3 de Marc¢o];

ii) Lamas do tratamento de efluentes do
processamento do agtcar (classificacao
da LER 020403);

i) Lamas do tratamento de efluentes da
indastria de lacticinios (classificacdo da
LER 020502);

iv) Lamas do tratamento de efluentes da

indistria de panificagdo, pastelaria e con-

feitaria (classificacaio da LER 020603);

Lamas do tratamento de efluentes da

producdo de bebidas alcodlicas e nao

alcodlicas, excluindo café, cha e cacau

(classificagao da LER 020705);

vi) Lamas do tratamento de efluentes da
producdo e transformacao da pasta para
papel, papel e cartdo (classificagdo da
LER 030311);

4

~

¢) «Lamas tratadas» as lamas tratadas por via bio-
l6gica, quimica ou térmica, por armazenagem
a longo prazo ou por qualquer outro processo;

d) «Tratamento» a eliminacdo dos microrganismos
patogénicos que ponham em risco a satde
publica, bem como a reducdo significativa do
poder de fermentagdo de modo a evitar a for-
macao de odores desagradaveis;

«Solo agricola» a superficie de terra aravel, de
pastagem permanente, de terra destinada a cul-
turas permanentes e as superficies florestais;
f) «Solo profundo» solo que possua pelo menos
25 cm de profundidade;

«Utilizacao» a aplicacao de lamas no solo com
o objectivo de manter e ou melhorar a sua
fertilidade.

e

~

~

4

CAPITULO I

Da utilizacdo de lamas em solos agricolas

Artigo 4.°

Tipo de lamas utilizdveis

Apenas podem ser utilizadas em solos agricolas as
lamas tratadas que cumpram os valores limite constantes
dos parametros fixados no anexo I ao presente decre-
to-lei e que dele faz parte integrante.

Artigo 5.°

Volume de lamas utilizivel

1 — Sem prejuizo do disposto nos nimeros seguintes,
sado utilizéveis anualmente até 6 t de matéria seca de
lamas por hectare.

2 —E utilizdvel uma quantidade superior a referida
no nimero anterior quando, face ao valor da concen-
tracao de metais pesados nas lamas, ndo sejam ultra-
passados os valores limite para as quantidades anuais
de metais pesados que podem ser introduzidos nos solos
cultivados previstos no quadro n.° 3 do anexo L

3 —E utilizdvel uma quantidade de lamas inferior
areferida no n.° 1 quando, face ao valor da concentragao
de metais pesados nas lamas, sejam ultrapassados os
valores limite para as quantidades anuais de metais pesa-
dos que podem ser introduzidos nos solos cultivados
previstos no quadro n.° 3 do anexo 1.

Artigo 6.°
Zona de separacao

1 — E vedada a utilizagio superficial de lamas numa
extensao de terreno de:

a) 50 m, relativamente a captagdes para dgua de
rega;

b) 100 m, relativamente a habitagdes ou a cap-
tagoes de dgua para consumo humano, sem pre-
juizo do disposto no Decreto-Lei n.® 382/99, de
22 de Setembro, relativo ao estabelecimento de
perimetros de proteccdo para captacao de dguas
subterrineas destinadas ao abastecimento das
populagdes;

200 m, relativamente a aglomerados populacio-
nais, escolas ou zonas de interesse publico.

c

~

2 — As distancias referidas nas alineas a) e b) do
nimero anterior podem ser reduzidas mediante auto-
rizacdo concedida, por escrito, pelo proprietéario afec-
tado pela aplicacdo das lamas e pela comissdo de coor-
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denagdo e desenvolvimento regional territorialmente
competente.
Artigo 7.°

Aplicacao no solo

1 — As lamas sdo aplicadas no solo no prazo maximo
de dois dias ap6s a sua entrega, sem prejuizo do disposto
na alinea f) do artigo 10.°

2 — As lamas sao preferencialmente aplicadas sobre
solos bem desenvolvidos e profundos, tendo em conta
as necessidades nutricionais das plantas, de forma a pro-
teger adequadamente a qualidade do solo e das dguas
superficiais e subterraneas.

Artigo 8.°
Anilises a efectuar

1—E obrigatéria a andlise das lamas utilizadas e
dos solos objecto de intervencao.

2 — As andlises sao realizadas nos termos constantes
do anexo 1 ao presente decreto-lei, que dele faz parte
integrante.

3 — As lamas destinadas a utilizagdo agricola oriun-
das de estacdes de tratamento de dguas residuais urba-
nas que recebam dguas residuais de outras origens para
além da doméstica sao igualmente sujeitas a analise de
compostos organicos e dioxinas, nos termos do disposto
no n.° 1.3 do anexo 11

4 — As andlises sao preferencialmente realizadas por
laboratérios acreditados para o efeito, no ambito do
Sistema Portugués da Qualidade.

5 — As analises realizadas por outros laboratdrios sao
acompanhadas da respectiva ficha técnica de anilise,
contendo a indicagao do procedimento ou norma uti-
lizada para assegurar a qualidade dos resultados ana-
liticos.

6 — As amostragens e anilises referidas nos niimeros
anteriores sao realizadas com base em normas europeias
CEN, Comité Europeu de Normalizacdo, ou nacionais.

7 — Em caso de inexisténcia das normas técnicas refe-
ridas no nimero anterior, aplicam-se as correspondentes
normas internacionais, designadamente ISO.

8 — Por motivos de satude publica ou de preservacao
do ambiente, pode ser determinada a realizacao de ana-
lises com maior frequéncia ou com outros parametros,
designadamente incidindo sobre microrganismos pato-
génicos, em conformidade com o disposto no n.° 1.4
do anexo I1.

Artigo Artigo 9.°
Dever de informagao

Os produtores de lamas de depuracao e os operadores
de gestao de residuos abrangidos pelo presente decre-
to-lei fornecem ao utilizador de lamas em solos agricolas
as seguintes informagdes:

a) Identificacdo, nomeadamente o nome, nimero
de identificacao fiscal e domicilio ou sede social;

b) Quantidades, composicao e caracteristicas das
lamas entregues, bem como a respectiva clas-
sificacdo de acordo com a Portaria n.° 209/2004,
de 3 de Marco;

¢) Tipo de tratamento efectuado, de acordo com
a alinea d) do artigo 3.°;

d) Data em que tais informagdes foram recolhidas.

E proibido:

Artigo 10.°

Utilizacoes proibidas

a) Injectar lamas no solo;

b) Enterrar lamas no solo, sem prejuizo do disposto
no Decreto-Lei n.° 152/2002, de 23 de Maio,
relativo a deposicao de residuos em aterro;

¢) Aplicar lamas no solo quando:

)

ii)

i)

iv)

A concentragao de um ou varios metais
pesados no solo ultrapasse os valores
limite dos parametros fixados no quadro
n.° 1 do anexo

A concentracdo de um ou varios metais
pesados na lama ultrapasse os valores
limite dos pardmetros fixados no quadro
n.° 2 do anexo I;

As quantidades de metais pesados intro-
duzidos no solo, por unidade de super-
ficie numa média de 10 anos, ultrapassem
os valores limite dos parametros fixados
no quadro n.® 3 do anexo I;

A concentracdo de um ou mais compos-
tos organicos, incluindo dioxinas, nas
lamas de estagdes de tratamento de dguas
residuais urbanas que recebam 4guas
residuais de outras origens para além da
doméstica ultrapasse os valores limite dos
pardmetros fixados no quadro n.° 4 do
anexo I;

d) A entrega ou a aplicacao de lamas destinadas
a utilizagao:

)

i)

i)

iv)

Em prados ou culturas forrageiras, den-
tro das trés semanas imediatamente ante-
riores a apascentagdio do gado ou a
colheita de culturas forrageiras;

Em culturas horticolas e hortifruticolas
durante o periodo vegetativo;

Em solos destinados a culturas horticolas
ou hortifruticolas que estejam normal-
mente em contacto directo com o solo
e que sejam normalmente consumidas em
cru, durante um periodo de 10 meses
antes da colheita e durante a colheita;
Em solos destinados ao modo de pro-
dugao bioldgico;

e) Aplicar lamas em margens de dguas, compreen-
dendo estas:

)

i)

iif)

Uma faixa de terreno de 50 m, no caso
de margens das dguas do mar, bem como
das dguas navegaveis ou flutudveis sujei-
tas a jurisdigdo das autoridades maritimas
ou portuadrias;

Uma faixa de terreno de 30 m, no caso
das margens de outras dguas navegaveis
ou flutuaveis;

Uma faixa de terreno de 10 m, no caso
de margens de dguas nao navegaveis nem
flutuaveis;

f) Aplicar lamas sob condigdes climatéricas adver-
sas, designadamente em situacoes de alta plu-
viosidade.
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CAPITULO III

Licenciamento da utilizacao de lamas
em solos agricolas

Artigo 11.°

Licenciamento

A utilizagao de lamas em solos agricolas esta sujeita
a licenciamento pela direccao regional da agricultura
territorialmente competente.

Artigo 12.°

Procedimento

1 — O pedido de licenciamento de utilizacao agricola
de lamas em solos agricolas € apresentado junto da auto-
ridade licenciadora, em duplicado, de acordo com o
modelo de requerimento constante do anexo 111 ao pre-
sente decreto-lei e que dele faz parte integrante.

2 — A autoridade licenciadora dispde de um prazo
de cinco dias tteis, a contar da data de recepcao do
requerimento, para solicitar elementos adicionais ao
requerente ou, quando tal nao se revele necessdrio, para
remeter um exemplar do processo a comissao de coor-
denacdo e desenvolvimento regional territorialmente
competente.

3 — O requerente dispde de 10 dias tteis para juntar
ao processo os elementos solicitados pela autoridade
licenciadora, findo o qual, sem que os mesmos ou qual-
quer justificacdo sejam apresentados, o processo &
arquivado.

4 — Logo que apresentados os elementos solicitados
ao requerente pela autoridade licenciadora, é remetida
copia do processo a comissdao de coordenacao e desen-
volvimento regional territorialmente competente, no
prazo de cinco dias tteis.

5 — A comissdo de coordenagao e desenvolvimento
regional territorialmente competente emite parecer
relativo as suas dreas de competéncia, no prazo de
10 dias dteis a contar da data de recepgao do processo
enviado pela autoridade licenciadora.

6 — O parecer a que se refere o nimero anterior
é vinculativo, quando se pronunciar negativamente sobre
o pedido ou quando estabelecer condigdes para a rea-
lizacao da operacao.

Artigo 13.°
Decisao

1— A autoridade licenciadora profere a decisao
sobre o pedido apresentado no prazo de 10 dias uteis
a contar do termo do prazo a que se refere o n.° 5
do artigo anterior.

2 — A emissdo da licenca pressupde o cumprimento
do disposto nos artigos 4.°, 5.%, 6.°, 7., 8.° ¢ 10.° do
presente decreto-lei, bem como das disposi¢oes legais
e regulamentares relativas ao ordenamento do territério,
a0 dominio publico hidrico e ao tipo de culturas e res-
pectivo uso do solo.

3 — O pedido considera-se deferido, na auséncia de
decisdo, no prazo de dois meses a contar da data da
apresentagao do requerimento.

4 — A decisao final que defira o pedido apresentado
integra obrigatoriamente, em qualquer caso, as condi-
¢oes que sejam fixadas no parecer emitido pela comissao
de coordenacao e desenvolvimento regional territorial-

mente competente, sendo dado conhecimento da mesma
a esta entidade.

Artigo 14.°
Licenca
1 — Da licenga deve constar:

a) A identificagdo do seu titular, incluindo nome,
nimero de identificacdo fiscal, bem como o
objecto social, capital social e sede social e filiais,
no caso de pessoas colectivas;

b) O tipo e volume de lamas que o titular pode
utilizar;

¢) A identificacdo da exploracao destinataria das
lamas;

d) O prazo da licenga;

e) As condigdes a que se encontra submetida.

2 — O requerente € notificado do teor integral da
licenga.

Artigo 15.°

Taxa

1 — O procedimento de licenciamento disciplinado
no presente capitulo esta sujeito ao pagamento de uma
taxa de apreciacao no valor de € 500.

2 — Ovvalor referido no niimero anterior considera-se
automaticamente actualizado por aplicacao do indice
de precos no consumidor fixado anualmente pelo Ins-
tituto Nacional de Estatistica.

3 — O produto da cobranca da taxa de apreciacao
¢ afectado da seguinte forma:

a) 65 % para a autoridade licenciadora;

b) 35 % para a comissdo de coordenagio e de
desenvolvimento regional territorialmente com-
petente.

CAPITULO IV

Fiscalizacio e sancoes

Artigo 16.°
Fiscaliza¢ao

A fiscalizacao do cumprimento do disposto no pre-
sente decreto-lei compete as comissdes de coordenagao
e desenvolvimento regional, as direcgoes regionais do
Ministério da Agricultura com competéncia na area da
fiscalizacdo e as autoridades policiais, sem prejuizo das
competéncias fixadas por lei a outras entidades.

Artigo 17.°
Contra-ordenagdes

1 — Constitui contra-ordenacdo punivel com coima
de € 2500 a € 3740 ou de € 15000 a € 44 890, con-
soante o infractor seja, respectivamente, pessoa singular
ou colectiva, a pratica dos seguintes actos:

a) A aplicacao nao licenciada de lamas em solos
agricolas;
b) A violacao das proibigdes constantes do artigo 10.°

2 — Constitui contra-ordenagao punivel com coima
de € 1000 a € 3740 ou de € 5000 a € 15 000, consoante
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o infractor seja, respectivamente, pessoa singular ou
colectiva, a pratica dos seguintes actos:

a) O nao cumprimento do disposto nos artigos 4.°,
5-() 6-() 7.() e 8-0.

b) A aplicagao de lamas em solos agricolas em vio-
lagao do disposto na respectiva licenga.

3 — Constitui contra-ordenagio punivel com coima
de €250 a € 2500 ou de € 1500 a € 5000, consoante
o infractor seja, respectivamente, pessoa singular ou
colectiva, 0 ndo cumprimento do disposto no artigo 9.°

4 — A negligéncia e a tentativa sao puniveis nos ter-
mos da lei geral, reduzindo-se para metade os montantes
minimos e maximos das coimas aplicaveis referidos nos
nimeros anteriores.

Artigo 18.°
Sancdées acessorias

A entidade competente para aplicacdo de coimas
pode determinar ainda, nos termos da lei geral, a apli-
cagdo das seguintes sangoes acessorias:

a) Interdicao do exercicio de uma profissio ou
actividade;

b) Privagao do direito a subsidios ou beneficios
outorgados por entidades ou servigos ptblicos;

¢) Suspensao de autorizacoes, licencas e alvards.

Artigo 19.°
Instrucio dos processos

Compete a direccao regional da agricultura territo-
rialmente competente a instrugao dos processos relativos
as contra-ordenacdes previstas no artigo 17.° e decidir
da aplicagao das respectivas coimas e sancdes acessorias.

Artigo 20.°

Produto das coimas

A afectagdo do produto das coimas ¢ feita da seguinte
forma:

a) 60 % para o Estado;
b) 30 % para a entidade que instrui o processo;
¢) 10 % para a entidade autuante.

CAPITULO V

Disposicoes finais

Artigo 21.°
Comunicacao de informaciao

As direccdes regionais de agricultura remetem a infor-
macao relativa aos licenciamentos emitidos ao Instituto
dos Residuos, a comissao de coordenagao e desenvol-
vimento regional territorialmente competente ¢ ao Ins-
tituto de Desenvolvimento Rural e Hidraulica, até 1 de
Fevereiro do ano imediatamente seguinte aos dos actos
a que reportam.

Artigo 22.°
Situacoes existentes
1 — As entidades que se encontrem licenciadas ou

autorizadas a utilizar lamas de depuragdo para fins agri-
colas a data da entrada em vigor do presente decreto-lei

devem apresentar um pedido de actualizacao dessas
licengas ou autorizagdes junto da respectiva autoridade
emitente no prazo maximo de trés meses contado a partir
dessa mesma data.

2 — O incumprimento do disposto no nimero ante-
rior determina a caducidade de todas as licengas ou
autorizacoes anteriormente emitidas.

Artigo 23.°

Norma revogatéria

Sao revogados o Decreto-Lei n.° 446/91, de 22 de
Novembro, a Portaria n.° 176/96, de 3 de Outubro, a
Portaria n.° 177/96, de 3 de Outubro, e o despacho con-
junto n.° 309-G/2005, de 19 de Abril.

Artigo 24.°
Regioes Auténomas

1 — O presente decreto-lei aplica-se as Regides Aut6-
nomas dos Acgores e da Madeira, sem prejuizo de
diploma regional que proceda as necessérias adaptagdes.

2— O produto das coimas cobradas nas Regioes
Auténomas dos Acores e da Madeira constitui receita
prépria das mesmas.

Artigo 25.°

Entrada em vigor

O presente decreto-lei entra em vigor no dia seguinte
ao da sua publicagao.

Visto e aprovado em Conselho de Ministros de 6 de
Abril de 2006. —José Socrates Carvalho Pinto de
Sousa — Joao Titterington Gomes Cravinho — Fernando
Teixeira dos Santos — Alberto Bernardes Costa — Fran-
cisco Carlos da Graga Nunes Correia — Jaime de Jesus
Lopes Silva.

Promulgado em 7 de Junho de 2006.

Publique-se.
O Presidente da Republica, ANIBAL CAVACO SILVA.

Referendado em 8 de Junho de 2006.

O Primeiro-Ministro, José Socrates Carvalho Pinto de
Sousa.

ANEXO1

Valores limite para a ¢ao de metais p nos solos
receptores de lamas e nas lamas para utilizacao na agricultura,
quantidades méximas que poderdo ser introduzidas anual-
mente nos solos agricolas e outros parametros a analisar em
determinados tipos de lamas, designadamente compostos
organicos e dioxinas, incluindo os respectivos valores limite
de concentracao.

QUADRON."1
Valores limite de concentraciao de metais pesados nos solos

(miligrama/quilograma de matéria seca)

Valores limite em solos com

Parametro

pH<SS | 55<pH<T0 | pH>T0(%)

Cadimo & citiaissiilisaibs
Cobre

3
100 200

w
S
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Valores limite em solos com
Parimetro
pHESS | 55<pH<70 | pH>10(")
Niguell sessanssnEisgaE 30 75 110
Chumbo 50 300 450
Zinco 150 300 450
Merectirio . . 1 15 2
CROMIO: v Sansis 50 200 300

(*) Apli
camente 40 consumo ani

As direcgoes regionais
causa.

cavel a solos onde se efectuem culturas com fins comerciais e destinadas uni-
al

¢ agricultura indicario o nimero ¢ a naturcza dos locais em

QUADRO N2

Valores limite de concentracao de metais pesados
nas lamas destinadas a agricultura

(miligrama/quilograma de matéria seca)

Parimetro Valores limite

A O v S e e R S s 20

CObIE omeivimmmnesms e 1000
Niquel ... 300
Chumbo . - 750
Zinco s g s 2500
Merctrio .. st 16
GO0 a7 smars s e s R SR B R ST RS O 7S 1000

OQUADRO N2 3

Valores limite para as quantidades anuais de metais pesados que
podem ser introduzidos nos solos cultivados, com base numa média
de 10 anos.

(quilograma/hectare/ano)

Pardmetro Valores limite

CAdIMINO 5 3 e e e R R T A A i 0,15

Cobre - 12
Niguelsswssmmsvis 3 3
Chumbo . iz 15
Zinco s 3 S 30
Merectirio . 0,1
OO s s s T A B A ons 4.5

QUADRO N.” 4

Valores limite de concentracao de compostos orginicos e dioxinas
nas lamas destinadas a agricultura, produzidas em estacoes de
trat. de dguas r urbanas que recebam dguas resi-
duais de outras origens para além da doméstica.

Valores limite

Compostos organicos (mg/kg ms)

AOX (compostos organohalogenados adsorviveis ou
haletos organicos adsorviveis) .................... 500

LAS (alquilo benzenossulfonatos lineares) . 2600
DEHP (di(2-etilhexil) ftalato) ............ 100
NPE (nonilfenois e nonilfenois etoxilados) . 50
PAH (hidrocarbonetos policiclicos arométicos) i3 6
PCB (compostos bifenilos policlorados) ............. 0.8
Dioxinas Valores limite
(ng TE/kg ms)
PCDD/F (policlorodibenzodioxinas/furanos) ......... 100

ANEXO II

Frequéncia das anélises das lamas destinadas a agricultura
e dos solos, parametros a analisar, métodos de amostragem
e de andlise e normas de referéncia a seguir.

1 — Analise das lamas:

1.1 — Frequéncia das andlises:

1.1.1 — As lamas devem ser analisadas pelo menos
duas vezes por ano, uma no periodo Outono-Inverno
¢ outra no periodo Primavera-Verao.

1.1.2 — Caso, no periodo de dois anos consecutivos,
os resultados das andlises nao difiram de forma sig-
nificativa entre si, as lamas poderao ser analisadas ape-
nas uma vez por ano.

1.1.3 — Sempre que surgirem variagdes significativas
na qualidade da dgua bruta ou alteracdoes no funcio-
namento da estacao de tratamento de aguas residuais,
deve ser realizada uma andlise apds a primeira produgao
de lamas.

1.2 — Parametros a analisar em todas as lamas des-
tinadas a utilizagao agricola:

1.2.1 — Devem ser analisados os seguintes parame-
tros:

a) Matéria seca;

b) Matéria organica;

¢) pH;

d) Azoto total;

e) Azoto nitrico e amoniacal;

f) Fosforo total;

g) Metais pesados (cddmio, cobre, niquel, chumbo,
zinco, mercirio € cromio).

1.2.2— A comissao de coordenacdo e desenvolvi-
mento regional (CCDR) e a direccio regional de agri-
cultura (DRA) competentes podem dispensar a reali-
zacao de andlises do cobre, do zinco e do crémio, caso
tais parametros nao se encontrem presentes ou apenas
se encontrem presentes em quantidade desprezavel nas
aguas afluentes a estagao de tratamento.

1.2.3 —Nos casos previstos na alinea anterior, a
CCDR e a DRA decidirao quais os parametros a
analisar.

1.3 — Parametros a analisar nas lamas de estacoes
de tratamento de dguas residuais urbanas que recebam
aguas residuais de outras origens para além da domés-
tica, destinadas a utilizagdo agricola:

1.3.1 — Devem ser analisados os seguintes parame-
tros:

a) Compostos organicos (AOX, LAS, DEHP, NPE,
PAH e PCB);
b) Dioxinas (PCDD/F).

1.3.2— A CCDR e a DRA competentes podem dis-
pensar a realizagao de anélises dos compostos organicos
e das dioxinas, caso tais parametros ndo se encontrem
presentes ou apenas se encontrem presentes em quan-
tidade desprezével nas aguas afluentes a estacdo de
tratamento.

1.3.3—Nos casos previstos na alinea anterior, a
CCDR e a DRA decidirao quais os parametros a
analisar.
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1.4 — Outros parametros a analisar —a CCDR ¢ a
DRA podem exigir a andlise de outros parametros,
designadamente microrganismos patogénicos, tais como
Salmonella spp e Escherichia coli.

1.5 — Métodos de anilise:

1.5.1 — Amostragem:

a) As lamas sdo objecto de amostragem apds tra-
tamento, e antes da entrega ao utilizador,
devendo ser representativas das lamas produ-
zidas;

b) As amostras devem ser recolhidas na época de

maior produgao de lamas ou apés variagoes sig-

nificativas da qualidade dos efluentes;

As amostras devem ser colhidas em varios locais,

a diferentes profundidades e horas, sendo pos-

teriormente homogeneizadas, antes de se pro-

ceder a sua andlise.

c

~

1.5.2 — Métodos a utilizar:

a) A andlise dos metais pesados (cadmio, cobre,
niquel, chumbo, zinco, mercirio e crémio) €
efectuada ap0s digestao com dgua régia;

b) O método de referéncia para a quantificacdo
€ a espectrofotometria de absorcao atdmica;

¢) O limite de deteccao para cada metal nio deve
exceder 10% do respectivo valor limite de
concentragao.

2 — Andlise dos solos:

2.1 — Frequéncia das anélises — os solos devem ser
analisados antes de cada aplicacdo de lamas e com uma
antecedéncia maxima de seis meses relativamente a data
da apresentacao do requerimento.

2.2 — Parametros a analisar — devem ser analisados
os seguintes parametros:

a) pH;

b) Metais pesados (cddmio, cobre, niquel, chumbo,
zinco, mercirio e crémio);

¢) Azoto;

d) Fosforo.

2.3 — Métodos de andlise:
2.3.1 — Amostragem:

a) O terreno em que se pretende aplicar as lamas
devera ser dividido em parcelas de drea nao
superior a 5 ha, cada uma com aspecto uniforme
quanto a cor, textura, declive, drenagem e tipo
de cultivo utilizado (mesmo tipo de cultura,
estrumacoes, adubacdes, calagens, etc.);

b) Em cada uma destas parcelas, proceder-se-4 a
colheita de uma amostra representativa, cons-
tituida por 25 subamostras do mesmo tamanho,
colhidas ao acaso na camada aravel do solo a
uma profundidade de 25 cm, utilizando, sempre
que possivel, sonda apropriada feita de material
nao contaminante. Nas situacdoes em que a pro-
fundidade do solo de superficie € menor que
25 cm, a profundidade de colheita da amostra
pode ser menor, mas nunca inferior a 10 cm;

¢) Assubamostras sdo recolhidas num recipiente
(balde) de material ndo contaminante, pro-
cedendo-se no fim a mistura cuidadosa da
terra colhida de forma a ficar homogénea.
Desta amostra retira-se uma por¢ao de meio
quilo, que € colocada num saco apropriado,
devidamente etiquetado e enviado para o
laboratdrio.

2.3.2 — Métodos a utilizar:

a) A andlise dos metais pesados (cadmio, cobre,
niquel, chumbo, zinco, mercirio ¢ crémio) ¢
efectuada apds digestao com dgua régia. No caso
do mercirio, a analise pode ser feita directa-
mente no material original, através de decom-
posi¢ao térmica, num analisador de mercurio;

b) O método de referéncia para a quantificacao
¢ a espectrofotometria de absorcdo atomica;

¢) O limite de detecgdo para cada metal nao deve
exceder 10% do respectivo valor limite de
concentracao.

3 — Normas de referéncia — a amostragem e a ana-
lise dos solos e das lamas deve ser realizada tendo
por base as normas CEN. Em caso de inexisténcia das
normas CEN, aplicam-se as correspondentes normas
nacionais, caso existam, ou, na falta destas, as normas
ISO.

3.1 — Analise das lamas:

Parametros Titulo Referéncia

Amostragem . ........ Qualidade da dgua — | NP EN ISO
amostragem — parte 13 5667-13.
do guia sobre amostra-
gem de lamas provenien-
tes de estacoes de trata-
mento de dguas e de
dguas residuais.

Matériaseca ......... Caracterizacao das lamas — | EN 12880.
determinagao do teor em
matéria seca e do teor em
agua.

Matéria organica ... .. Caracterizagao das lamas — | EN 12879.
determinacao da perda de
massa por ignicao.

pH .o Caracterizagao das lamas — | EN 12176.
determinacio do valor do
PpH.

ATOLOScurswnrommsememims Caracterizagao das lamas — | EN 13342.
determinacao do azoto
Kjeldahl.

Metais pesados e f6s- | Caracterizagio das lamas — | EN 13346.

foro. extracgao por agua
régia — determinagao
dos elementos metdlicos
vestigiais (arsénio, cad-
mio, crémio, cobre, mer-
cirio, niquel, chumbo,
selénio e zinco) e do
fésforo.
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ANEXO I1I
Parametros Titulo Referéncia . . -
REQUERIMENTO VALORIZAGAO AGRICOLA DE LAMAS DE DEPURAGAO
A ané]iﬂe dn merCﬁriO - Requerimento para efeito de licenca por parte da Dwecg3o Regional da
poderd, também, ser
efectuada através de
decomposi¢do térmica oata:__/__J__ Nimero de processo
da amostra num analisa- T
dor de merctirio. 5
. LNRCLIS |
3.2 — Andlise dos solos: 3 oradafsede Socal 4B, st -
1.5 Telef.: 16 Fac: 2 +.7 E-mail:.
Lt Requerente: Empresa cestora de residuas 7 Agricultor |}
Parametros Titulo Referé 2. 2 de
2.1 Entidade Responsive:. o ——
2.2 Designagio: 3 ocalizagio:
Amostragem . " Qualidade do solo — amos- | ISO 10381-1. 74 Enderega: - - 25Cod. Postal:
tragem — parte 1 do guia 25 Telel.: 27 Fax:, 2.6 E-mail:.
sobre programas de amos- 3. Tentines R .
lrﬂgem. 13.1 hormne;_
3.z Enderego:. 33Ced. Postal: ST
3 ATeleti___ askac e xeEma
Qualidade do solo— amos- | ISO 10381-4. ™ = o
tragem — parte 4 do guia 4 Agricultor, Titular da das Lamas o
sobre programas de amos- 1. Nome: #2NIFL
tragem. 3 Enderego: - 44.God. Postal:
ja.5 Telef.: a6 Fax:, 4.7 E-mail:.

DH woossosswmmmwsss Qualidade do solo — deter- | ISO 10390.
minacao do pH.
Metais pesados . ...... Qualidade do solo— extra- | ISO 11466.

cao dos elementos vesti-
giais metdlicos soliveis
por dgua régia.

A anilise do mercurio
poderd, também, ser
efectuada através de
decomposigao térmica
da amostra num analisa-
dor de merctrio.

Valorizar na Agricuttura

Ubana |t Domésticals  Agro-pecudng

5. Caracterizacho das Lai

5.+ Ongem dos efluectes tatadas (L

Similares =
5.2 Quanticade de larmas a apicar S )

3 g devers especiticar. : e
.1 Especificar qual o tratamenla das lamas que assegur a eimnagio dos imkrourgaNisings patogénicas em temos de
52ide piolica ¢ ce redugdo do poder de fermentaggo:

Bioidgico Quimico Témico [ Armazesamento dé tongo prazo.
oo _. Esonclicar: : S G
5.5 Ja foramn utiizadas na agricuilura famas da mesma proveniéncia, nos itimes deis anos? e e

5. Classificag3o da lama de acordo com a LER {Portaria 1¢ 209/2004, Anexo 1)

l11) Mac 535 acrmizdes lamas de outas provenéncias pard além das referidos, incluinco de Incusties Tansformadres ve rodules del

Qualidade do solo — deter-
minag¢ao do cadmio, cro-
mio, cobalto, cobre,
chumbo, manganés,
niquel e zinco, pelo
método de espectrofoto-
metria de absor¢ao ato-
mica de chama ¢ atomi-
zagao electrotérmica.

ISO 11047.

Azotosissmvenin

Qualidade do solo — deter-
minagao do azoto nitrico,
do azoto amoniacal, do
azoto soltivel total na
amostra seca, usando
cloreto de cilcio como

agente de extraccio.

1SO 14255.

Fosforo .............

Qualidade do solo — deter-
minagao do fosforo —
determinacao por espec-
trofotometria do fosforo
soltivel em solucao de car-
bonato de sédio hidroge-
nado.

ISO 11263.

Qualidade do solo — deter-
minacao do fésforo —
determinacao por espec-
trofotometria do fosforo
extraido através da solu-
cao de lactato de amo-
nio + 4cido acético a pH
3,65-3,75.

= Qo i

6. Compromissos assumidos com d apikagso das lamas de depuragio ___
i Criat condid Sgaes fagais (elatvas & 30 das |
30 50k, ave pelo responsavel lécrico i
Al Respaitar 3 periodo de praibigdo de aplicagdo de lamas &s culluras, designadamente:
Prados a culturas forageiras: 2

de frato: ‘periodo vogetativa.
Horticolas ou em 0 50l0 € para cans cru: - i
colheita e durante a coeita
B) Respallar 35 seguintes distancias minimas:
Habitagdes - 100m
s pidbiicn - 200m

Pogos @ furos de captagao de dgua de rega - S0m
Captagdes de agua de consumo - 100m

©C) Nao aplicar de aguas,
Shargem ce g o de aguas is ou flitusveis sujsi itoridad
marilimas ou portudrias - 5Cm
Margem te utras éguas navegdves ou flutuévels - 30m
Margem ra Aguas naa navegaveis e fluludveis - 16m

0) Nao aplicar em des climatéricas adversas, siluagic de
£) Nao aplicar em solos destivacos 20 modo de produgio bidlogica.
F} incarporar as lamas nc solo no maximo dois dias 2pds a sua aplicagao.

©) Respeitar 83 quantidades méximas de aplicagso licenciadas.

H} Respeitar 0 venham
2 Enviar DRA ¢ mapa de [t vy
2 Guardar o b

ado, da gala de transgorte de lamas e remeter capia do mesmo ac produtaridetentor das lamas

no praza de

[Deciaro por minha honra, que S50 verdadeiras 05 Eamenios CoNSANIES NSsts frMUARD o GuE S0U COTNECECr
|dos compromisses que assumirel com a aplicagdo das lamas de depuracao apds A obxencaa da respacliva
icerca.

de w2

O Reguerente

1 Anexo “Dados da exploragdo € das parceles agricoias”. (-}

2 Boletim de analise da lzma (1) =}

3 Bolatim de andlise microbiolégica da tama (1) (2} (=]

4 Boletim de andlise de compostos organices e dioxinas (1) (2} =

& Bolet ns de endlises dos so/0s {um por parcela homogenes) (1) X

& Documentos P1 da exploragdo e 23 das parcelas receptoras ca lama —

e ded icuais que deu crigem as laman 1

¢ | #-Ouros: —
| (1vs anaises deve s ia méxima de 6

4 dula de apresentagdo do requerimento
2) “
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ANEXO ao Requerimento

VALORIZACAO AGRICOLA DE LAMAS DE DEPURACAO
ANEXO

Caracterizacdo da Exploragdo e das Parcelas Agricolas

1. Identificagdo do Requerente e Agricultor

L1Reg santr L Namero de processo_
. e ] 9 ¢
[
1.3 Agricultor: 1.4 NIF: O s
2. Identificagdo das Parcelas Agricolas de Destino
e ) . ; " Profundidade do soky > | Respeito da Zona de Protecgo (3)
Seq Numero de parcelério (1) Concetho Freguesia Cultura ou rotagio 25¢m (Sim/N3o) (Sim/NGo)
1
2
3
4 i
5 l
2. Identificacdo das Parcelas Agricolas de Destino (continuagiio)
No Aplicacdo de Lama
Seq, [ Calendario (3) Himero de Aplicacdes | [NOTAS!
on/ha) | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai Jun| Jul [ Ago Set| Out]Nov| Dez Arteriores (5) (1) - £ obrigatdria a identificag3o de parcelas com base no Sistema de Identificagso Parcelar (SIP).
1
2’7 T (2) - Apenas séo consideradas as parcelas individuais ou contiguas com area superior ou igual a 0,5|
3 ha conforme o Pl
4 (3) - Salvaguardar as distancias a respeitar.
5 | (4) - A quantidade tota! pode ser devendo ser os perfodos ce|

3. Informacgao

aplicago.

a Exploragao Agricola

1- Respeitar o periodo de proibigao de aplicagio de lamas as culturas, designadamente:
+ Prados e cultures forrageiras: - até 3 semanas antes da apascentasc ou colheita.
+ Horticolas ou horto frticolas {cxecpto arvores de fruto}: - durante o perioda vegetativa
+ Horticolas ou hort-fruticolas em <ontacto directc com o sala € para CONSUMN em <ru: - até 10 meses antes)
da colheita e durante a colheita

2- Respecar a3 seguintes distancias minimas:
+ Habitagdes 106 m
+ Aglomerados  Populacionals,
scolas € outras zonias de—
intoresse poblico 200m
« Pogos e furos de captagBo de
Agua de rega _ stm
+ Captacio ce 9ua de covaum— 100 m

3- Ko aplicar nas margers de dguas, entendendo:se estas como: :

» Margem de guas do mar e de aguas navegéveis ou futudves su)eitas a jurisdicdo das 2utondades
marnitimas vy portudrias - Som

+ Margum de oUiras 3RS navegaveis ou luludveis - 30m
+ Margem de 4guas no navegdveis nem futidveis - 10m

4- 30 aplicar em condicies cimatéricas adversas, desigriadaments em situagaa de atta pluviosidace.

- o aplicar om solos destnados 30 mado de produsso bilogico

6- Incorporar as lamas no salo na éximo dols las apds a sua apicagio.

7- Respeltar s quantidades maximas de aplicacdo declaradas.

8- Respeitar outras condigies que os servigas oficiais compatentes venham a determinar

9- Comunicar, por escrils, 3 Direcg3o Regianal ce Agriukura, com pelo menos 3 dias de anteceddnda a data de|
|aplicaco.
10- Proceder ao registo da quantidade de lamas aplicadas, por data, em cada parcela.

11- futorizar o wcesso dos técnicos do Ministério da Agricultura do Desenvolvimente Rural e das Pescas 3s parceias de|
|desting das lamas e declaradas neste Anexo.

12- Prestar todas as informagdes solicitadas no 8mbito de acgdes de corarcks & aglicacho das lamas de depuragio.

cbtengo da respoctiva tisenca.

de de

0 Agelsultor

[Dectaro por minha honra, que 30 verdudeiios 0 elementos constanies neste forMURAro & gua sou conhccedor dos|
b 2 e o

Efectivo Pecudrio Superficie Agricola Utilizada {6) (5) - Deve ser referido quantas aplicages cada parcela ja recebeu lamas de depuracio, tomandof
Gt como referénela outras aplicagtes anteriores a este pedido.
Espécie _.|.. e Cabegas Cultura
Adultos Area (ha)_| |(6) - As dreas deciaradas devem ser coererites com as dreas do P1.
Bovinos > 6 meses Vicha oo
< 2anos . Pomar
Ovinos Outras Culturas |
Caprinos Pastagens
Equinos (> 6 meses) Culturas Anuais
Suinos (> 8 meses) TOTAL J
x . [— REGIAO AUTONOMA DA MADEIRA

Assembleia Legislativa
Decreto Legislativo Regional n.° 21/2006/M

Altera o Decreto Legislativo Regional n.° 4/2000/M, de 31 de
Janeiro, que aprovou o regime de autonomia, administragao
e gestao dos estabelecimentos de educacao e de ensino pablicos
da Regido Auténoma da Madeira.

O modelo de autonomia, administracao e gestao das
escolas, implementado pelo Decreto Legislativo Regio-
nal n.° 4/2000/M, de 31 de Janeiro, constituiu um passo
importante na valorizacdo de cada escola num reforgo
das suas competéncias nos dominios pedagégico, admi-
nistrativo, financeiro e organizacional no quadro do seu
projecto educativo e num reconhecimento por parte da
administracao educativa das escolas como nucleo estru-
turante das politicas de educagao.

A experiéncia colhida determina, no entanto, a
melhoria do modelo, consubstanciado nos principios de
democraticidade, participacao e intervengdo comunita-
ria previstos na Constituicao da Republica Portuguesa
e na Lei de Bases do Sistema Educativo, numa pers-
pectiva de valorizagdo da escola publica e dos seus
actores.

Neste quadro define-se, de forma clara, e com refe-
réncia aquela Lei de Bases, o conselho da comunidade
educativa como 6rgao de direcgao da escola responsavel
pela definicdo da sua politica, de forma substantiva e



Anexo E:

Preparacéo de 2000 ml de uma solugéo mée de 1000 mg/L em NO3- N

Sabe-se que o0 peso atomico do nitrogénio é de 14,0067 e a massa molar do i&o nitrato (NO3)
é de 62,0049 g/mol.

X=1000 * 62,005/14,007 = 4426,71 mg NO3 = 4,4267 g NO5 .

Como a massa molar de NaNOs ¢ de 84,995 g/mol tém-se:

X=4,4267*84,995/62,005 = 6,068 g de NaNO3

Como de pretende preparar 2000 ml:

X=2000%*6,068/1000 = 12,1360 g de NaNOs.
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Anexo F

Preparacéo de 17000 ml de uma solugdo mée de 1000 mg/l em NO3- N

Pretende-se preparar 17000 ml de uma solucéo de nitrato de sédio de concentracdo 1000

mg/l, para isso foi necessario efetuar os seguintes calculos:

Como jé foi efetuado o célculo para a concentracdo de 1000 ppm em azoto a partir de nitrato

de sodio para 2000 ml no Anexo E, tém-se:

X=17000 mI*6,068 g NaNO3/1000 ml

X= 103,156 gramas de NaNO3 para preparar 17000 ml com concentracdo de 1000 mg/l em
NO3z-N
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Anexo G

Preparacéo de 10000 ml de uma solugdo mée de 1000 mg/l em NO3- N

Como j4 foi visto anteriormente através de célculos, para 1000 ml de solugdo é necessario
6,068 g NaNOs para fazer uma solucéo de 1000 mg/l de NO; como N.

X=6,068 g NaNO3*10000 ml /1000 ml

X= 60,068 gramas de NaNOgz para preparar 10000 ml com concentragdo de 1000 mg/l em
NO3 -N
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Anexo H

Tabela H1 — Valores de tamanho da casca dos gastropodes testados na fase de estudo com
valores de concentracdo com uma progressao aritmética entre 100 e 1000 mg/l [NO3] - N
para a determinacgéo do LCso.

Tabela H2 — Resultados apresentados pelo SPSS® para o teste estatistico de Shapiro-Wilk
para anormalidade de erros.

Tests of Normality

Conc Kolmogorov-Smirnovf Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
100,00 ,153 8 ,200" ,940 8 ,614
200,00 ,259 6 ,200" ,883 6 ,283
300,00 ,185 7 ,200" ,876 7 ,210
400,00 ,157 7 ,200" ,956 7 ,783
500,00 ,176 7 ,200" ,899 7 ,325
Tamanho

600,00 211 7 ,200" ,941 7 ,649
700,00 317 6 ,060 ,810 6 ,073
800,00 ,231 6 ,200" ,909 6 429
900,00 ,207 6 ,200" ,876 6 ,251
1000,00 ,208 8 ,200" ,926 8 A78

*. This is a lower bound of the true significance.

f. Lilliefors Significance Correction

O resultado do teste de Shapiro-Wilk mostra claramente que existe normalidade de erros porque
apresenta uma significancia sempre superior a 0,05 que era a condicdo da hipdtese nula para a
existéncia de homogeneidade de variancias (Sig. >0,05).

Tabela H3 — Resultados apresentados pelo SPSS® para o teste estatistico de Levene para
homogeneidade de variancias.

Test of Homogeneity of Variances

Tamanho

Levene Statistic dfl df2 Sig.
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, 7152

9

58

,693

a. Groups with only one case are ignored in computing

the test of homogeneity of variance for Tamanho.

O resultado do teste de Levene mostra que existe homogeneidade de variancias porque
apresenta um significancia superior a 0,05 que era a condi¢do da hip6tese nula para a
existéncia de homogeneidade de variancias (Sig. >0,05).

Tabela H4 — Resultados apresentados pelo SPSS® para o teste estatistico de analise de

variancia (ANOVA).
ANOVA
Tamanho
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2,695 14 ,192 1,253 ,265
Within Groups 8,910 58 ,154
Total 11,605 72

O resultado da andlise de variancia mostra que ndo existe diferenca estatistica entre as

médias de tamanho dos caracois usados nos ensaios porque o valor da significancia é

superior a 0,05, que era a condicao da hipdtese nula para a existéncia de homogeneidade de

variancias (Sig. >0,05).
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Anexo |

Resultados obtidos na determinacéo do LCso do ido nitrato

Tabela 11 — Resultados da fase exploratoria com progressdo de concentracGes logaritmica

Mortos
Concentragdes de NOz -N (mg/L) Controlo
Tempo (h)| 0,001 0,01 0,1 1 10 100 | 1000 Branco
24 0 0 0 0 0 0 10 0
48 0 0 0 0 0 0 10 0
72 0 0 0 0 0 0 10 0
96 0 0 0 0 0 0 10 0
120 0 0 0 1 0 0 10 0

Tabela 12 — Resultados da fase com progressao aritmética (Valores a vermelho ndo foram

usados).
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Anexo J

Tabela J1 — Resultados globais da monitorizagdo do efeito “movimento dos gastropodes”.

Parte 1
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Tabela J1 — Resultados globais da monitorizagdo do efeito “movimento dos gastropodes”.

Parte 2
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Anexo K

Concentracdo da solu¢do NOz - N (mg/l) Meédia do nimero de individuos mortos

(efeito)

0,00 0,00
100,00 0.17
200,00 1,00
300,00 1,00
400,00 1,83
500,00 1,33
600,00 3,00
700,00 5,50
800,00 6,83
900,00 7,33
1000,00 10,00
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Anexo L

Meétodo Litchfeld-Wilcoxon para a determinacéo do LCso.

Tabela L1 - Dados necessarios a construcao grafica do efeito (mortos) esperado.

Concentrag0es N° de Efeito observado log conc. Percentagem do efeito
NO;-N organismos observado
(mgl) (%)

0 10 0,00 0,000 0,00
100 10 0,17 2,000 1,67
200 10 1,00 2,301 10,00
300 10 1,00 2,477 10,00
400 10 1,83 2,602 18,33
500 10 1,33 2,699 13,33
600 10 3,00 2,778 30,00
700 10 5,50 2,845 55,00
800 10 6,83 2,903 68,33
900 10 7,33 2,954 73,33
1000 10 10,00 3,000 100,00
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Figura L1 — Abaco para determinacio do x 2 calc
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Tabela L2 — Valores criticos de x ? tab.

=

p=0.05 p=0.01 Pp=0.001

1 3.84 6.64 10.83
2 5.99 9.21 13.82
3 7.82 11.35 16.27
4 9.49 13.28 18.47
5 11.07 15.09 20.52
6 12.59 16.81 22.46
7 14.07 18.48 24.32
8 15.51 20.09 26.13
9 16.92 21.67 27.88
10 18.31 23.21 29.59
11 19.68 24.73 31.26
12 21.03 26.22 32.91
13 2236 27.69 34.53
14 23.69 29.14 36.12
15 25.00 30.58 37.70
16 26.30 32.00 39.25
17 27.59 3341 40.79
18 28.87 34.81 42.31
19 30.14 36.19 43.82
20 31.41 37.57 45.32
21 32.67 38.93 46.80
22 33.92 40.29 48.27
23 35.17 41.64 49.73
24 36.42 42.98 51.18
25 37.65 44.31 52.62
26 3889  45.64 54.05
27 40.11 46.96 55.48
28 41.34 48.28 56.89
29 42.56  49.59 58.30
30 43.77  50.89 5970
31 44.99 52.19 61.10
32 46.19 53.49 62.49
33 47.40 54.78 63.87
34 48.60 56.06 65.25
35 49.80 57.34 66.62
36 51.00 58.62 67.99
37 5219  59.89 6935
38 53.38 61.16 70.71
39 54.57 6243 72.06
40 5576 63.69 73-41
41 56.94 64.95 7475
42 58.12 66.21 76.09
43 59.30 67.46 77-42
4Lt 60.48 68.71 78.75
45 61.66 69.96 80.08
46 62.83 71.20 81.40
47 64.00 72.44 82.72
48 65.17 73.68 84.03
49 6634  74.92 85.35
50 67.51 76.15 86.66
51 68.67 77-39 87.97
52 69.83 78.62 89.27
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53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
8o
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

70-99
72.15
73-31
74-47
75.62
76.78
77-93
79.08
80.23
81.38
82.53
83.68
84.82
85.97
87.11
88.25
89.39
90.53
91.67
92.81
93.95
95.08
96.22
9735
98.49
99.62
100.75
101.88
103.01
104.14
105.27
106.40
107.52
108.65
109.77
110.90
112.02
113.15
114.27
115.39
116.51
117.63
118.75
119.87
120.99
122.11
123.23
124.34

79-84
81.07
82.29
83.52
84.73
85.95
87.17
88.38
89.59
90.80
92.01
93.22
9442
95.63
96.83
98.03
99.23
100.42
101.62
102.82
104.01
105.20
106.39
107.58
108.77
109.96
111.15
112.33
113.51
114.70
115.88
117.06
118.24
119.41
120.59
121.77
122.94
124.12
125.29
126.46
127.63
128.80
129.97
131.14
132.31
133.47
134.64
135.81

90.57
91.88
93.17
94-47
95.75
97.03
98.34
99.62
100.88
102.15
103.46
104.72
105.97
107.26
108.54
109.79
111.06
112.31
113.56
114.84
116.08
117.35
118.60
119.85
121.11
122.36
123.60
124.84
126.09
127.33
128.57
129.80
131.04
132.28
133.51
134.74
135.96
137.19
138.45
139.66
140.90
142.12
143.32
144.55
145.78
146.99
148.21
149.48




Tabela L3 — Tabela de converséo dos valores do efeito observado para 0-100%

Valoresperado 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 - 03 07 10 13 16 20 23 26 29
10 3.2 35 38 41 44 47 49 52 55 57
20 60 6.2 65 67 70 72 74 V6 78 81
30 83 84 86 88 90 92 93 94 96 98
40 99 100 101 10.2 103 104 104 104 104 105
50 - 895 896 896 896 89.7 89.7 898 89.9 90.0
60 90.1 90.2 904 905 90.7 908 910 91.2 914 916
70 91.7 91.9 922 924 926 928 930 933 935 938
80 940 943 945 948 951 953 956 959 96.2 96.5
90 968 97.1 974 977 980 984 987 990 993 997

185



