Avaliacdo ecotoxicoldgica para classificacdo de residuos

A gestao apropriada dos residuos tem um papel fundamental na preservagdo da sadde
humana e do ambiente. Neste sentido, a avaliacdo das caracteristicas de perigosidade
em geral, e a HP 14 (“ecotdxico”) em particular, é essencial para a classificagdo correta
dos residuos. Este artigo mostra como a legislagdo tem evoluido neste ambito e
apresenta as abordagens que tém sido propostas e seguidas para esta avaliagéo, sendo
destacadas algumas vantagens e limitagdes. A nivel da UE, foram fornecidas apenas
orientagdes para uma avaliagdo baseada na composicao quimica dos residuos, as quais
seguem o regulamento CLP (destinado a produtos quimicos). Esta abordagem podera
ndo ser a mais apropriada para residuos, uma vez que estes apresentam potencialmente
composicdo variavel. O recurso a baterias de testes biolégicos (biotestes) pode ser uma
abordagem mais adequada para complementar a classificagdo com critérios quimicos.
Contudo, ainda ndo existem recomendagdes claras a nivel da UE para a avaliagcdo
experimental da HP 14, sendo fundamental definir a curto prazo os biotestes que devem
ser considerados, e os correspondentes critérios de classificagdo. Uma abordagem que
combine critérios quimicos e bioldgicos podera ser uma boa estratégia para superar as

limitacdes de cada uma destas vias.
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Toxicologia e Quimica Ambiental

D INTRODUGAO

A protecdo da saude humana e do ambiente é a principal prioridade na escolha da metodologia mais
adequada para a gestao de residuos. Na verdade, a Diretiva 2008/98/CE (Diretiva-Quadro Residuos
europeia - DQR), alterada pela Diretiva (EU) 2018/851, obriga objetivamente a que “Os Estados-Membros
tomam as medidas necessarias para assegurar que a gestdo de residuos seja efetuada sem pdér em perigo
a salde humana nem prejudicar o ambiente”. A DQR define “residuos” como “quaisquer substancias ou
objetos de que o detentor se desfaz ou tem intengédo ou obrigagdo de se desfazer”, sendo por isso a area
dos residuos de elevada complexidade e de dificil controlo, devido a heterogeneidade de materiais que

podem constituir os fluxos de residuos domésticos ou industriais.

Para executar corretamente a gestdo dos residuos é essencial distinguir os residuos perigosos dos ndo
perigosos. Além disso, devido a crescente producéo de residuos, a preocupacao em estabelecer métodos
para avaliar a sua perigosidade também tem vindo a crescer (Vaajasaari, 2005). Também em Portugal esta
tendéncia se tem observado nos ultimos anos, tendo sido produzidas aproximadamente 15 milhGes de
toneladas em 2016 (PORDATA, 2019). Na Unido Europeia (EU), a avaliacdo da perigosidade dos residuos
€ realizada de acordo com (European Commission, 2018; BiPRO GmbH, 2015):

» A Lista Europeia de Residuos (LER) estabelecida pela Decisdo da Comissdo 2000/532/CE, revista pela
Deciséo da Comisséo 2014/955/EU;

» Anexo Il da DQR, substituido pelo anexo publicado no Regulamento (UE) n.° 1357/2014 da Comissao.

A LER divide-se em 20 capitulos, de acordo com a composicao e origem dos residuos (APA, 2017) onde
cada residuo é identificado por um cddigo de 6 digitos, no qual os dois primeiros digitos séo referentes ao
capitulo, os dois digitos seguintes séo referentes ao subcapitulo e os Ultimos dois digitos sdo relativos ao
residuo em especifico (APA, 2017). As 842 entradas da LER dividem-se em trés tipos diferentes (APA,
2017):

» Entradas absolutas de residuos perigosos: residuos considerados perigosos sem necessidade de qualquer
avaliagdo, estando os codigos identificados com um asterisco (*).

» Entradas absolutas de residuos néo perigosos: residuos considerados ndo perigosos sem necessidade de
gualquer avaliagéo.

» Entradas espelho: entradas relacionadas com residuos que podem ser classificados como perigosos ou

néo perigosos, dependendo do resultado de uma avaliacéo.

De acordo com a DQR, “residuos perigosos” sdo aqueles que exibem pelo menos uma das 15
caracteristicas de perigosidade (HP - Hazadous Properties) identificadas no anexo Il desta diretiva, que foi
substituido pelo anexo do Regulamento (UE) n.° 1357/2014 da Comisséo (https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/PT/TXT/PDF/?uri=CELEX:32014R1357&from=PT). Desta forma, o anexo do Regulamento (UE) n.°

1357/2014 da Comisséo apresenta as 15 caracteristicas de perigosidade a ter em conta na classificagcao de

residuos, isto €, as propriedades dos residuos que os tornam perigosos e que podem resultar em perigo

fisico, para a salde humana ou para o ambiente (Tabela I).
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TABELA |. Caracteristicas de perigosidade dos residuos de acordo com o anexo do Regulamento (UE) n.°
1357/2014 da Comisséo.

cédiao Caracteristica de Descricao
9 perigosidade ¢

Residuo suscetivel de, por reagédo quimica, produzir gases a uma
temperatura, uma pressao e uma velocidade tais que podem causar danos
nas imediagdes. Incluem-se os residuos de pirotecnia, os residuos de
perdxidos orgéanicos explosivos e os residuos autorreativos explosivos.

HP 1 Explosivo

Residuo que pode causar ou contribuir para a combustao de outras

HP 2 Comburente . . NP
matérias, em geral por fornecimento de oxigénio.

- Residuo liquido inflaméavel:residuo liquido cujo ponto de inflamagéo é
inferior a 60 °C, ou residuo de gaséleo, de combustivel para motores diesel
ou de petréleos para aquecimento doméstico cujo ponto de inflamacéo é
superior a 55 °C mas nao superior a 75 °C;

- residuo piroférico inflamavel liquido ou sélido:residuo liquido ou sélido
que, mesmo em pequenas quantidades, pode inflamar-se no prazo de cinco
minutos ap6s entrar em contacto com o ar;

- residuo sélido inflamavel:residuo sélido que entra facilmente em
combustao ou que, através do atrito, pode causar ou contribuir para a
combustéo;

- residuo gasoso inflamavel:residuo gasoso inflaméavel ao ar a temperatura
de 20 °C e a pressao normal de 101,3 kPa;

- residuo reativo a dgua:residuo que, em contacto com agua, emite gases
inflamaveis em quantidades perigosas;

- outros residuos inflaméaveis:aerossdis inflamaveis, residuos inflaméaveis
por autoaquecimento, perdxidos organicos inflamaveis e residuos
autorreativos inflamaveis.

HP 3 Inflamavel

Irritante - irritacé@o cutanea e

HP 4 <
lesdes oculares

Residuo cuja aplicagcdo pode causar irritacdo cutédnea ou leses oculares.
Toxico para 6rgdos-alvo Residuo que pode causar toxicidade em 6rgaos-alvo especificos em

HP 5 especificos (STOT)/ toxico por resultado de uma exposi¢éo Unica ou repetida ou que causa efeitos toxicos
aspiracao agudos por aspiragéo.

Caracteristica do residuo que pode causar efeitos toxicos agudos na

HP 6 Toxicidade aguda P o o N L . ~
sequéncia de administracdo oral ou cutdnea ou de exposicao por inalagao.

HP 7 Cancerigeno

HP 8 Corrosivo

HP 9 Infeccioso

Residuo que induz cancro ou aumenta a sua incidéncia.
Residuo que, por aplicacédo, pode causar corrosdo da pele.

Residuo que contém microrganismos viaveis ou suas toxinas, em relacéo
aos quais se sabe ou ha boas razbes para crer que causam doengas nos

seres humanos ou noutros organismos Vivos.

Residuo que apresenta efeitos adversos na fungéo sexual e na fertilidade
HP 10 Toxico para a reproducéo de homens e mulheres adultos, bem como toxicidade sobre o
desenvolvimento dos descendentes.

Residuo que pode causar uma mutagdo, ou seja, uma alteragao
permanente da quantidade ou da estrutura do material genético de uma
célula.

HP 11  Mutagénico

Libertagdo de um gas com Situagdo em que o residuo, em contacto com agua ou &cido, liberta gases

P a2 toxicidade aguda caracterizados por toxicidade aguda (Tox. aguda 1, 2 ou 3).

Residuo que contém uma ou mais substancias que, comprovadamente, tém

HP 13 Sensibilizante ; o D
efeitos sensibilizantes na pele ou no aparelho respiratério.

Residuo que representa ou pode representar um risco imediato ou diferido

HP 14 Ecotoxico . .
para um ou varios setores do ambiente.

Residuo suscetivel de
apresentar uma das
caracteristicas de

HP 15 o . =
perigosidade acima
enumeradas nao diretamente

exibida pelo residuo original.
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Considera-se que a maioria das entradas perigosas na LER resultam da caracteristica de perigosidade HP
14 (“ecotoxico”) (Hennebert 2018; Pandard et al., 2006), sendo por isso a avaliacdo desta propriedade de
elevada relevanica. De acordo com a Tabela I, a caracteristica de perigosidade HP 14 é a base para
determinar os potenciais impactes negativos dos residuos no ambiente. A definicdo da metodologia para
avaliar esta caracteristica tem constituido um dos maiores desafios ao nivel da legislagdo da UE. As
abordagens entre Estados-Membros da EU tém diferido bastante, sendo necessarias linhas de orientagao

com critérios claros.

Em geral, as caracteristicas de perigosidade podem ser avaliadas de acordo com a composi¢édo do residuo
em substéncias potencialmente perigosas ou de acordo com testes experimentais (Hennebert et al., 2014).

O presente trabalho tem como objetivo destacar as diferentes abordagens que tém sido estudadas e
sugeridas para avaliar a ecotoxicidade de residuos (HP 14), as suas vantagens e desvantagens e, ainda,

identificar as principais variaveis que estao por definir neste ambito.

D LEGISLACAO

A legislacdo é o principal motor para a gestdo adequada de residuos e, consequentemente, para
salvaguardar a saude humana e o ambiente. Na Tabela Il encontra-se resumida a legislagdo mais

importante neste contexto.

TABELA Il. Principal legislagéo para a classificacdo de residuos.

Documentos legislativos Descrigao

Apresenta uma lista harmonizada de residuos a nivel da UE, de acordo
Decisao da Comissao 2000/532/CE (LER)  com a sua origem e composi¢do, indicando as entradas absolutas
perigosas e ndo perigosas e as entradas espelho.

Estabelece o enquadramento legal para o tratamento dos residuos na
UE. O anexo lll apresenta as caracteristicas de perigosidade que
tornam um residuo perigoso.

Diretiva 2008/98/CE do Parlamento
Europeu e do Conselho (DQR)

Relativo a classificagao, rotulagem e embalagem de substancias e
Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do misturas. Apesar de ser um documento relativo a produtos quimicos, é
Parlamento Europeu e do Conselho (CLP)  utilizado como referéncia para a avaliagédo de HP 14, de acordo com o
Regulamento (UE) 2017/997 do Conselho.

Altera a Decisdo 2000/532/CE relativa a lista de residuos em
Decisao da Comissao 2014/955/EU conformidade com a Diretiva 2008/98/CE do Parlamento Europeu e do
Conselho.

Substitui 0 anexo |1l da Diretiva 2008/98/CE do Parlamento Europeu e
do Conselho, indicando as metodologias para avaliagéo das
carateristicas de perigosidade (exceto HP 14).

Regulamento (UE) n.° 1357/2014 da
Comisséo

Altera o anexo lll da Diretiva 2008/98/CE do Parlamento Europeu e do
Conselho relativamente a caracteristica de perigosidade HP 14
«Ecotdxico». Fornece uma metodologia de avaliagdo que se baseiam
na composigdo quimica do residuo e esta alinhada com o CLP.

Regulamento (UE) 2017/997 do Conselho

Diretiva (EU) 2018/851 do Parlamento

Altera a Diretiva 2008/98/CE relativa aos residuos.
Europeu e do Conselho

Fornece orientacdes técnicas sobre determinados aspetos da Diretiva

Comunicagéo da Comissdo 2018/C 124/01  ,q46/96/CF e da Decisio 2000/532/CE da Comisso.
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A revisdo da legislacdo em matéria de residuos em 2014, teve como objetivo a promocdo de uma
classificacdo harmonizada de residuos perigosos entre os Estados-Membros (Stiernstrom et al., 2016),
tendo por base a legislacdo da UE em matéria de produtos quimicos, relacionada com a classificacao,
rotulagem e embalagem, designadamente o Regulamento (CE) n.° 1272/2008 do Parlamento Europeu e do
Conselho (CLP) (Hennebert et al., 2014). Quando o anexo Il da DQR foi substituido pelo Regulamento (UE)
n.° 1357/2014 da Comissao, foram fornecidas, neste Regulamento, as metodologias para avaliacdo de

todas as caracteristicas de perigosidade, com excecdo da abordagem a adotar para HP 14.

Em 2017, o Regulamento (UE) 2017/997 do Conselho alterou o anexo Il da Diretiva 2008/98/CE no que diz
respeito a caracteristica de perigosidade HP 14. De acordo com este documento, a metodologia para a
avaliagdo da HP 14 n&o foi incluida no Regulamento (UE) n.° 1357/2014 da Comissdo, uma vez que eram
necessarios estudos suplementares sobre o possivel impacto de um alinhamento desta avaliacdo com o
CLP. Contudo, o Regulamento (UE) 2017/997 estabeleceu que é adequado alinhar a avaliagdo da
caracteristica de perigosidade HP 14 com o CLP, indicando os valores-limite a aplicar nesta avaliagéo.
Nesta abordagem, a ecotoxicidade € estimada utilizando férmulas de calculo e baseada na composi¢do
guimica do residuo.

De acordo com a Decisdo da Comissdo 2014/955/UE, os resultados dos testes experimentais devem
prevalecer sobre os resultados das formulas de célculo baseadas na composicdo quimica. No entanto, nao
existe consenso no que diz respeito as abordagens experimentais a utilizar para avaliar a ecotoxicidade dos
residuos (Regulamento (UE) 2017/997 do Conselho). Recentemente, a Comunicagdo da Comissao 2018/C
124/01 evidenciou que a Comissdo ainda ndo se encontra em condi¢cdes de fornecer recomendacdes
especificas sobre a abordagem a seguir com recurso a testes biolégicos (biotestes). Deste modo, continua
premente a necessidade de desenvolver e padronizar metodologias experimentais, e correspondentes

critérios, para a avaliagdo da ecotoxicidade dos residuos (Hennebert et al., 2014).

D ABORDAGEM QUIMICA

Atualmente, as orientacdes a nivel da UE para avaliar a caracteristica de perigosidade HP 14 assentam na
metodologia prevista no CLP, que considera a classe/categoria de perigo e a adverténcia de perigo

correspondente associadas a ecotoxicidade, como definido na Tabela lll.

Segundo o CLP, “classe de perigo” define-se como “a natureza do perigo fisico, para a saude ou para o
ambiente”, a “categoria de perigo” é definida como “a divisdo de critérios no interior de cada classe de
perigo, com especificagdo da gravidade do perigo” e a “adverténcia de perigo” como “uma adverténcia
atribuida a uma classe e categoria de perigo que descreve a natureza dos perigos de uma substancia ou
mistura perigosa, incluindo, se necessario, o grau de perigo”. De acordo com as indicagfes que se seguem,
a caracterizagao de perigosidade com base na propriedade HP14 é um processo integrado que, na pratica,

se desenrola conforme exemplificado na caixa 1.
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TABELA lIl. Classe/categoria de perigo e adverténcia de perigo associadas a caracteristica de perigosidade HP 14
(adaptado de Regulamento (CE) n.° 1272/2008).

Classe/categoria C°d'99 dq ~ . Valores limite
d . adverténcia  Adverténcia de perigo d bstanci
e perigo de perigo (cada substancia)

Toxicidade aguda aquatica H 400 Muito téxico para os organismos aquaticos. 0,1%

- -~ Muito téxico para 0s organismos aquaticos .
Tox. cronica aquatica 1 H 410 com efeitos duradouros. 0,1%

- - Téxico para 0s organismos aquaticos com o
Tox. crénica aquatica. 2 H 411 s QR s, 1%

- -~ Nocivo para os organismos aquaticos com o
Tox. cronica aquatica 3 H 412 efeitos duradouros. 1%

- - Pode provocar efeitos nocivos duradouros T
Tox. cronica aquatica 4 H 413 nos organismos aguaticos. 1%
Perigosa para a camada de H 42 Prejudica a saude humana e o ambiente ao

0 . -

ozono 1 destruir a camada de ozono da estratosfera.

Para aplicacdo das férmulas de célculo incluidas no Regulamento (UE) 2017/997 do Conselho, deve-se ter
em conta o valor-limite de cada substancia e a concentracao limite indicada no regulamento. De acordo com
o CLP “valor-limite” é “um limiar acima do qual a presenga de uma impureza, aditivo ou constituinte
individual classificados numa substancia ou mistura deve ser tida em conta para determinar se a substancia
ou mistura em causa deve ser classificada” e “limite de concentracdo” é “um limiar a partir do qual a
presenca de uma impureza, aditivo ou constituinte individual classificados numa substancia ou mistura pode

desencadear a classificagdo da substancia ou mistura em causa”.

Assim, de acordo com o método de célculo descrito no Regulamento (UE) 2017/997 do Conselho, os
residuos devem ser considerados perigosos relativamente a HP 14 ao verificar-se qualquer uma das
seguintes condi¢des (sendo ¢ = concentragdo [% w/w]):
* O residuo contém uma substancia com o cédigo H420 e a sua concentracéo € igual ou superior ao limite
de concentracéo de 0,1%:

¢ (H420) 2 0,1% Q)
* O residuo contém uma ou mais substancias classificadas com o cddigo H400 e a soma das suas
concentracdes € igual ou superior ao limite de concentracdo de 25%:

2 c (H400) = 25% (2)

Um valor-limite de 0,1% € aplicado a estas substancias.
* O residuo contém uma ou mais substancias com os coédigos H410, H411 ou H412 e a soma das
concentracdes de todas as substancias com cédigo H410 multiplicadas por 100, somadas a soma de todas
as concentracgdes de substancias com codigo H411 multiplicadas por 10, somadas a soma da concentragao
de todas as substéncias com cédigo H412 ¢é igual ou superior ao limite de concentracdo de 25%:

100 x 2c (H410) + 10 x Xc (H411) + Zc (H412) =2 25% 3

Um valor-limite de 0,1% ¢é aplicado a substancias com o codigo H410 e um valor-limite de 1% € aplicado a
substancias com os codigos H411 ou H412.

* O residuo contém uma ou mais substancias com os cédigos H410, H411, H412 ou H413 e a soma das
suas concentracdes é igual ou superior ao limite de concentracéo de 25%:
2 ¢ (H410) + £ ¢ (H411) + X ¢ (H412) + X ¢ (H413) =2 25% 4)

Um valor-limite de 0,1% ¢é aplicado a substancias com o cédigo H410 e um valor-limite de 1% é aplicado a
substancias com os codigos H411, H412 ou H413.
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Esta metodologia estabelece uma relacdo
entre a ecotoxicidade dos residuos e a dos
produtos que lhes dao origem de modo a
considerar todas as substancias potencial-
mente perigosas que compdem o residuo
(APA, 2017). No entanto, o CLP refere-se a
substancias puras e a misturas de substan-
cias puras, enquanto que os residuos séo,
geralmente, misturas complexas de diver-
sas substancias com composicao variavel
no tempo e no espaco (Hennebert et al.,
2014) e, muitas vezes, ndo é possivel
identificar todas estas

substancias (Wahlstrom et al.,, 2016). A

nem quantificar

composicao dos residuos é frequentemente

estimada em termos de elementos
(Hennebert et al., 2014) e a sua especiacdo
guimica no residuo é, geralmente, des-
conhecida. Por esse motivo, é presumido o
“cenario do pior caso possivel’, conside-
rando que os elementos se encontram no

residuo na forma quimica com pior impacte

Toxicologia e Quimica Ambiental

CAIXA 1. Exemplo ilustrativo de classificacdo com base na
composi¢éo quimica.

A metodologia de classificagdo com base na composicdo
quimica pode ser exemplificada através de um residuo
hipotético com a composigéo indicada na Tabela IV.

TABELA |V. Caracterizagdo da perigosidade das substancias
(Subst.) presentes num dado residuo (exemplo ilustrativo).

Subst.  Classe/categoria de Cédigo de Concentracao
perigo adverténcia no residuo (%)

\% Tox. aquatica cronica 1 H410 0,05

W Tox. aquatica cronica 1 H410 0,15

X Tox. aquatica crénica 2 H411 1,8

Y Tox. aquatica cronica 2 H411 1,7

V4 Tox. aquatica cronica 3 H412 2

Uma vez que para a classe de toxicidade aquética crénica 1 é
considerado um valor limite de 1%, a substancia V ndo é
considerada na avaliacdo de HP 14. Para as restantes
substancias aplica-se a Equacéo (3) indicada no Regulamento
(UE) 2017/997 do Conselho:

100 x 3¢ (H410) + 10 x Sc (H411) + 3¢ (H412) = 52%

Como o resultado é superior ao limite de concentragdo de 25%
indicado no Regulamento, entdo o residuo € ecotdxico, e,
portanto, perigoso devido a propriedade HP 14.

ambiental (Hennebert et al., 2014), tendo em conta todas as substancias relacionadas com ecotoxicidade de

acordo com a classificagdo harmonizada que consta no Quadro 3.1 do anexo VI do CLP. Além disso, este

método estd limitado pela disponibilidade de classificacdes harmonizadas para as substancias (BIO by

Deloitte, 2015). Esta suposicdo conservadora resulta, frequentemente, na sobrestimacdo da ecotoxicidade

dos residuos. Outra limitagdo desta abordagem, é o facto de ndo ser realista considerar a concentragdo

total do elemento na avaliacdo, uma vez que na pratica ndo existe a dissolugdo total da matriz mineral

sélida no ambiente (Manskinen et al., 2011; Nurmesniemi et al., 2005). Adicionalmente, existe dificuldade

em identificar substancias organicas em residuos e, portanto, uma fracdo do residuo pode nado ser

contabilizada na estimativa da ecotoxicidade, podendo resultar na sua subestimacdo (BIO by Deloitte,

2015).

Importa salientar que a principal vantagem deste tipo de avaliagdo é o seu baixo custo comparativamente a

abordagens que incluem biotestes, que podem abranger baterias com diversos organismos e parametros.
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D ABORDAGEM BIOLOGICA

Testes ecotoxicolégicos

O termo “ecotoxicologia” foi definido por Truhaut (1969) como “o ramo da toxicologia que estuda os efeitos
toxicos das substancias, naturais e artificiais, sobre os organismos vivos, animais ou vegetais, aquaticos ou
terrestres, que constituem a biosfera” (www.apambiente.pt/ zdata/LRA/Ecotoxicologia.pdf; acedido em
marco de 2019).

Os testes ecotoxicolégicos baseiam-se na resposta de organismos a amostras com diferentes
concentracdes das substancias em analise. Assim, estes testes descrevem uma relacdo concentragdo-
resposta, de acordo com a qual um efeito biolégico € medido (Hennebert, 2018; Pinheiro, 2010). Estes
testes experimentais podem ser agudos (de curta duracdo, em relagdo a vida util do organismo testado) ou

cronicos (longa duragéo, incluindo parte ou todo o ciclo de vida do organismo).

Uma vez que cada espécie apresenta uma sensibilidade diferente a diferentes tipos de substéncias, €
incorreto extrapolar a resposta de uma espécie para outra. Por este motivo, € recomendada a utilizacdo de
uma bateria de testes, incluindo testes em matriz aquosa e testes em solo com organismos de diferentes
niveis troficos/funcionais, considerando diferentes tipos de efeitos (p.ex. fisiolégico e comportamental) e
diferentes cenarios de exposicao (p.ex. curto e longo prazo), de modo a obter resultados mais fidveis (Costa
et al., 2008; Moser e Rombke, 2009).

Para realizar os testes com organismos aquaticos com residuos solidos, € necessario realizar lixiviagdo dos
residuos para obter extratos aquosos. Neste processo, existe contato entre um sdlido e um liquido sob
condi¢des pré-definidas, ocorrendo a mobilizacdo parcial ou total de certas espécies quimicas para a fase
aquosa (Manskinen et al., 2011; Quina, 2005). A solucdo produzida no ambiente é denominada lixiviado,
enquanto a solucdo obtida em laboratério, que pretende mimetizar o lixiviado, € denominada eluato (Quina,
2005).

Os organismos selecionados para ensaios ecotoxicoldgicos devem ter um conjunto de caracteristicas
especificas, designadamente elevada e constante sensibilidade a diferentes poluentes, disponibilidade e
abundéancia, facilidade de cultivo e adaptacdo a condi¢cBes laboratoriais, uniformidade e estabilidade
genética das populacfes laboratoriais, representatividade relativamente ao seu nivel trofico/funcional e,
idealmente, relevancia considerando o compartimento ambiental focado (Costa et al., 2008; Lapa et al.,
2002).

Os resultados das avaliacdes ecotoxicolégicas sao geralmente traduzidos na forma de um (ou mais) dos

seguintes parametros:

* LID (menor diluicdo ineficaz) - menor valor do fator de diluicdo para o qual o teste indica uma reducéo
relevante da ecotoxicidade (ISO 17616 (2008)).

» ECx (concentragdo de efeito) - concentragdo que causa um efeito de x% num determinado parametro
(Hennebert, 2018; Tisler e Zagorc-Koncan, 2002). Frequentemente, apresenta-se o ECso, isto €, a

concentracao para a qual o parametro em analise é negativamente afetado em 50% (Lowe e Balis, 2007).
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* LCso (concentracd@o letal) - concentracdo que causa a morte de 50% dos organismos expostos (APA,
2017).

* NOEC (concentracdo de efeito ndo observado) - concentragdo maxima para a qual nenhum efeito é
mensuravel (APA, 2017; Wilke et al., 2008).

* LOEC (concentracdo com menor efeito observado) - menor concentracdo na qual um efeito causado pela
amostra € medido (Wilke et al., 2008).

Bateria de biotestes para avaliacdo de HP 14

Os testes experimentais de ecotoxicidade tém em conta os efeitos de todas as substancias, as suas
potenciais interagfes (aditivas, sinergéticas e antagonicas), e a fragdo do residuo que esté disponivel para
0s organismos internalizarem ou detetarem (biodisponivel) (Wilke et al., 2008; BIO by Deloitte, 2015).
Assim, os biotestes sdo relevantes para a avaliagdo de residuos com matrizes complexas, contendo
substancias cuja determinacdo é muito dificil ou impossivel por meio de andlises quimicas (BIO by Deloitte,
2015). Esta abordagem €, provavelmente, mais esclarecedora da resposta da biota aos residuos
depositados no ambiente. Apesar do reconhecimento generalizado do valor dos biotestes neste contexto e
da sua exequibilidade prética, ainda ndo existe consenso em relagdo aos testes bioldégicos que devem ser
realizados para a avaliacdo da caracteristica de perigosidade HP 14, embora algumas baterias de biotestes
tenham sido propostas (Pandard et al. 2006; Moser e Rombke 2009; Rombke et al. 2009; Pandard e
Rombke 2013; Huguier et al. 2015). Uma vez que ndo existe acordo regulamentar em relacdo aos biotestes
a realizar, ha divergéncias nos diferentes estudos que tém sido publicados sobre esta tematica (ROmbke et
al., 2009). Neste contexto, na Tabela V sdo apresentadas algumas das propostas de baterias para a
avaliacdo ecotoxicolégica de residuos. De facto, também sob um ponto de vista regulamentar, também néo
existem diretrizes a nivel da UE, alguns Estados Membros (Republica Checa, Frangca, Espanha e
Alemanha) usam baterias diferentes para avaliar HP 14 (Tabela VI) (BIO by Deloitte, 2015). Um residuo é
considerado perigoso de acordo com valores limite especificos para cada bioteste (BIO by Deloitte, 2015).
Em Franca e na Alemanha, apesar da caracteristica de perigosidade HP 14 ser avaliada usando testes
aquaticos e terrestres, os Ultimos s6 s&o realizados se nos primeiros forem obtidos resultados
guestionaveis. Embora na Republica Checa apenas sejam realizados testes aquéticos, a comunidade
cientifica aconselha a que se realizem testes terrestres (BIO by Deloitte, 2015). Por outro lado, no Reino
Unido e na em lItdlia a avaliagcdo de HP 14 com biotestes é restringida uma vez que se considera que estes
levantam preocupacdes éticas. No entanto, as espécies testadas nos Estados Membros que consideram os
biotestes na avaliacdo de HP 14 nado sdo abrangidas pela Diretiva 2010/63/UE, relativa a protecdo dos
animais utilizados para fins cientificos, com excecdo do peixe Poecilia reticulata, utilizado na Republica

Checa.
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.. Tipode Ambiente . . Razdo L/S Expresséo de ~
Referéncia residuo de teste Tipo de teste Método (Liquido/Sélido) resultados Conclusdes
Teste de inibicdo do crescimento com o ; i
; 8 . - Os testes terrestres foram mais sensiveis que os
Desmodesmus subspicatus e Raphidocelis Ig(())oz)egz T q
. elbeaia 10:1 - Foi observada pouca variagdo na sensibilidade dos
AQUAUICO egte de imobilizagio com Daphnia magna 1SO 6341 (DIN 38414-4) testes, portanto a bateria de testes n&o deve ser
(1996) reduzida.
Cinzas de Teste de inibicdo da bioluminescéncia com 1ISO 11348-1 - Nenhuma correlacéo foi observada entre a
Rémbke et e Allivibrio fischeri (2005) LID concentracdo de substancias e os efeitos nos seres
Bl 2008 munici gl Teste da diminuicdo da biomassa com Avena 1ISO 11269-2 Ve
P sativa e Brassicagna us (1995) - A avaliagdo de HP 14 deve ser feita combinando
P métodos quimicos e biologicos.
Terrestre  Teste de mortalidade com Eisenia fetida SO MIASIH, - Blioizsizs iz Wine el sielibre do sailio
(1997) dos residuos para 0 ambiente comparativamente a
Teste de inibicao da atividade enzimatica com DIN 38412- 2bord§ggm g cqns_ldera Slplenits 2e Cone e
Arthrobacter globiformis L48 (2002) 2 ellsineze s,
Teste de inibicdo da bioluminescéncia com A. NF EN ISO EC
fischeri 11348-3 %0 i ) .
L ) - Uma bateria de biotestes com P. subcapitata, L.
Teste de inibicdo do crescimento com R. NE T 90-375 ECs sativa, D. magna, C. dubia, E. fetida, e A. fischeri é
Aquético subcapitata 10:1 aplicavel na avaliagdo de HP 14.
Diferentes q o NE EN 1SO (EN 14735) - O nimero de testes pode ser reduzido sem alterar a
Pandard et residuos Teste de imobilizagéo com D. magna 6341 ECso tipologia dos residuos. Neste caso, a bateria A.
al., 2006 urbanos e L 5 fischeri, C. dubia e L. sativa representa o melhor
TSRS Teste de inibicdo da reprodugéo com NE T 90-376 ECao compromisso entre estimar a ecotoxicidade e reduzir
Ceriodaphnia dubia custos.
Teste de efeitos dos quimicos na emergéncia e no ¢4 11569. - Para a selegéo da bateria de biotestes & importante
Terrestre  crescimento com Lactuca sativa } ECso realizar andlises multivariadas.
Teste de mortalidade com E. fetida 1ISO 11268-1
Teste de inibicdo da bioluminescéncia com A. 1SO 11348-3
fischeri . - Em todas as amostras, pelo menos um teste teve um
Aquéatico  Teste de inibicdo do crescimento com D. : resultado desfavoravel.
Wahlstrom Ir‘;%i; = a subspicatus ocu R. subcapitata ISO 8692 (EN 12457-2) ECee LID - Deve ser considerada uma hierarquia de biotestes e
et al., 2016 o . L recetores que devem ser protegidos.
municipais Teste de imobilizagdo com D. magna ISO 6341 - Ainda existem muitos aspetos a serem definidos na
Terrestre  T€Ste de efeitos na emergéncia e no crescimento  1SO 11296- avaliagdo da ecotoxicidade de residuos.
com A. sativa e B. napus 2:2013
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. i i . , Razéo L/S 5 "
Referéncia T'p9 il AT ErEE Tipo de teste Método L L) SIEERLD G Conclusdes
residuo de teste (Liquido/Sélido) resultados
Teste de inibicao da bioluminescéncia com A. 1ISO 11348-3
fischeri (2007) . ; .
L . 10:1 - Para avaliar HP 14, é proposta uma estratégia que
Aquatico  Teste de inibicdo do crescimento com D. ISO 8692 (EN 12457-2) combina uma abordagem quimica (de acordo com o
(Esta subspicatus e R. subcapitata (2012) CLP) e uma abordagem bioldgica (biotestes).
proposta é ] Tyl 1ISO 6341 - Esta proposta tem por base as recomendacdes e
Pandard e baseada em e O i ARG Ha [ IR (2012) resultados de varios estudos sobre a caracterizagao
Rémbke, resultados . . ISO/WD ECsoou LID ecotoxicolégica dos residuos.
2013 de IS L5 G EED BT S2bD G &, Gl Al 18187 (2012) - E possivel fazer uma distingdo entre residuos
diferentes Teste de efeitos dos quimicos na emergéncia e -~y perigosos e ndo perigosos independentemente de se
estudos) Terrestre ~ Crescimento de plantas superiores com B. napus e 55 B} considerar ECso ou LID.
A. sativa ( ) - E proposto que se considere esta abordagem na
. . . definicdo dos critérios legais para avaliagdo de HP 14.
Teste de evitamento (avoidance) com E. andrei ou ISO 17512-1
E. fetida (2007)
Teste de inibicdo da bioluminescéncia com A.
fischeri 1ISO 11348-3
Teste d.e inibicdo do crescimento com R. 1SO 8692
subcapitata 10:1
Aquatico  Teste de inibigdo de reprodugdo com Brachionus (ISOITS 21268-
calyciflorus 159 A0ElE 2) : —
Y - Os organismos terrestres (principalmente plantas e
Teste de imobilizagdo com D. magna 1ISO 6341 minhocas) foram os mais sensiveis e relevantes para
Teste de efeitos toxicos no crescimento, fertilidade ISO 10872 Percentagens ﬁ;gatgzzesr?'Sggioso[]gszggg?esig”;g?;ggvaenr;eme aos
; Diferentes e reproducdo com Caenorhabditis elegans médias de q R gem.
Huguier et residuos efeito - Pode ser proposta uma estratégia experimental
al., 2015 P Teste de inibicdo do crescimento da raiz com A. A minima que inclua um teste de inibicdo do
organicos : 1ISO 11269-1 relativamente . - S
sativa a0 controlo crescimento 4_.16_.3' raizes, um teste de_lnlbu;ao do _
Teste de inibicao na emergéncia e crescimento S0 11260.9 crescimento inicial em plar!ta;;s supenoresd(A. sativa e
com B. napus e A. sativa B._rapa) e um teste com min ocas (teste de
] ) evitamento ou teste de reprodugéo).
Terrestre  Teste de evitamento com E. fetida ISO 17512-1  _
Teste de efeitos na reproducéo com E. fetida 1ISO 11268-2
Melhoria da
Teste de efeitos toxicos no crescimento, fertilidade 1SO 10872
e reproducdo com Caenorhabditis elegans (Huguier et
al., 2013)
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TABELA VI. Baterias de biotestes utilizadas em diferentes Estados Membros para avaliar HP 14 (Adaptado de BIO by

Deloitte 2015).

Estado Membro

Testes aquaticos

Testes terrestres

Organismo Norma Organismo Norma
Daphnia magna ISO 6341
L Sinapsis alba Diretrizes checas
Aapisliea Eness Desmodesmus subspicatus ISO 8692 NELTL )
Poecilia reticulata ISO 7346-2
Daphnia magna (agudo) ISO 6341 Eisenia fetida (agudo) ISO 12 268-1
g Aliivibrio fischeri ISO 11348-3 Lactuca sativa ISO 11269-2
T Raphidocelis subcapitata NF EN ISO 8692
trat I . : .
(estratégia inicial) Ceriodaphnia dubia NF ISO 20665
Brachionus calyciflorus NF ISO 20666
Franca Daphnia magna (agudo) ISO 6341 Eisenia fetida (evitamento) 1SO 17512-1
tratégia hibrid L . i i
(estratégia hibrida i ibrio fischer ISO 113483 ~ Avenasatva/Brassica 55 19569

estratégia inicial e
estratégia alema)

Espanha

Alemanha

Raphidocelis subcapitata

Aliivibrio fischeri

ou

Daphnia magna

Daphnia magna (agudo)
Daphnia magna (cronico)
Aliivibrio fischeri
Raphidocelis subcapitata/
Desmodesmus subspicatus
Lemna minor

NF EN ISO 8692
ISO 11348

ISO 6341

ISO 6341
ISO 10706
ISO 11348-1/2/3

NF EN ISO 8692
ISO 20079

rapa
Arthrobacter globiforms

Nenhum

Primeira versdo
Eisenia fetida (cronico)
Brassica rapa

Arthrobacter globiforms

Sequnda verséo
Eisenia fetida (cronico)

Brassica rapa
Arthrobacter globiforms
Folsomia candida (cronico)

ISO/DIS 18187

ISO 12 268-1
ISO 11269-2

ISO/DIS 18187

ISO 12 268-1
ISO 11269-2
ISO/DIS 18187
ISO 11267

Entre as varias propostas e abordagens regulamentares, a microalga verde Raphidocelis subcapitata, a

pulga-de-agua Daphnia magna e a bactéria luminescente Aliivibrio fischeri sdo os organismos mais

frequentemente sugeridos para testes representativos dos ecossistemas aquéticos, enquanto que as

plantas Avena sativa e Brassica napus, a minhoca Eisenia fetida e a bactéria Arthrobacter globiformis séo

0S organismos mais vezes sugeridos em testes de contacto com o solo. Estes organismos foram assim

considerados no Unico exercicio internacional de calibragdo de testes feito no sentido de validar uma

proposta para uma bateria de biotestes relevante na avaliacdo da HP14. Este exercicio (ring test) foi

realizado por 60 laboratdrios em 15 paises, em conformidade com a norma europeia EN 14735 (2005),

como se mostra na Tabela VII (Moser e Rombke, 2009). Trés tipos de residuos representativos foram

testados: cinzas de incineracdo contaminadas com metais pesados, solo com alta concentracdo de

contaminantes orgéanicos (Hidrocarbonetos Arométicos Policiclicos) e residuo de madeira preservada

contendo cobre e outros metais pesados. Os resultados dos biotestes foram expressos em termos de ECso.

Simultaneamente, foi também realizada uma caracterizagdo quimica dos residuos. No essencial, com este

ring test confirmou-se que a avaliacdo da ecotoxicidade dos residuos deve combinar analises quimicas e

biolégicas, verificou-se que os organismos mais sensiveis aos residuos testados foram D. magna e R.

subcapitata e concluiu-se que a bateria basica de biotestes (Tabela VII) parece adequada para a avaliagao

de HP 14, substituindo o teste de mortalidade com minhocas por outro teste com invertebrados de solo que

seja mais sensivel (teste de evitagdo com minhocas ou teste de contacto com A. globiformis). Ainda assim,

uma das recomendacfes a destacar foi a de que a andlise detalhada dos resultados dos testes podera
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permitir uma identificagdo mais assertiva da bateria de testes mais adequada para cada tipo de residuo que

possa ser sujeito a avaliacao.

TABELA VII. Bateria de biotestes utilizada no ring test internacional (Moser e Rombke, 2009). Os processos de
lixiviagdo, nos testes realizados em ambiente aquético, seguiram a norma europeia EN 14735 (razéo L/S = 10 L/kg).

Bateriade Ambiente de Tipo de teste Método
testes teste
Teste de inibicdo da bioluminescéncia com A. fischeri ISO 11348-1/2 (2005)
Aquatico Teste de inibicdo do crescimento com R. subcapitata ISO 8692 (2004)
5] Teste de imobilizacdo com D. magna ISO 6341 (1996)
sica
Teste de mortalidade com E. fetida e E. andrei ISO 11268-1
Terrestre Teste de inibicdo da emergéncia e crescimento com A. sativa 1SO 11269-2
e B. napus
Teste de inibi¢do do crescimento com L. minor ISO 20079 (2004)
Teste de inibicdo do crescimento populacional com
Brachionus calyciflorus [SOHElD) ZUEES (20T
Aquético Teste de inibicdo do crescimento com Pseudomonas putida ISO 10712 (1995)
Teste de inibicdo da reproducdo com C. dubia AFNOR 90-376 (2000)
Teste de inducdo do gene umuC (genotoxicidade) com
o Salmonella typhimurium 189 e (20D
Adicional A " q :
Teste de inibicdo da reproducdo com Folsomia candida ISO 11267 (1999)
Teste de inibicdo da reproducdo com E. fetida e E. andrei ISO 11268-2 (1998)
Teste de inibicdo da reproducdo com Enchytraeus albidus e
Terrestre E. crypticus 159 clestely (A}

Teste de evitamento com E. fetida e E. andrei

Teste de inibicdo da atividade da desidrogenase (teste de

contato) com A. globiformis

ISO 17512-1 (2006)
DIN 38412-48 (2002)

O teste padronizado com Daphnia magna é o Unico utilizado em todos os Estados Membros acima

referidos. No entanto, sdo considerados diferentes valores limite (BIO by Deloitte, 2015). De facto, ndo

existem ainda limites fixos, para definir se um residuo deve ser considerado ecotdxico, neste caso, embora

alguns critérios tenham sido propostos (French Ministry of the Environment, 1998, em Lapa et al., 2002, e
Barbosa et al., 2009; Pandard e Rombke 2013; BIO by Deloitte, 2015; Hennebert, 2018). A falta de valores

limite legalmente fixados e normalizados é, atualmente, uma das principais barreiras na avaliacao de HP 14

através de biotestes. Tém também sido realizados alguns estudos em Estados Membros com o objetivo de

obter valores limite tendo em conta as entradas absolutas ndo perigosas da LER (BIO by Deloitte, 2015).

Esta variabilidade de critérios € visivel, por exemplo, no teste com Daphnia magna realizado em diferentes

Estados Membros, como mostra a Tabela VIII.

TABELA VIII. Critérios considerados no teste com Daphnia magna, em diferentes Estados Membros que consideram
biotestes na avaliacdo de HP 14 (Adaptado de BIO by Deloitte, 2015).

Norma Duracgao do teste Expresséo de resultados Valor limite
Franca 24 hou48h 10% (v/v)
Espanha 750 mg/L*
Alemanha ISO 6341 48 h ECso 10% (v/v)

Republica Checa

10 mL/L* (ou seja, 1% v/v)

* Os limites estabelecidos em mg/L e mL/L sdo indissociaveis dos protocolos de preparacdo dos eluatos uma vez que estéo
relacionados com a razéo L/S usada na lixiviagdo do residuo e apenas tém um significado quando expressos em termos do proprio

eluato.

Bandarra et al. 2019 « CAPTAR 8(2): 51-66

63




Para ilustrar a forma como se pode efetuar a
classificacdo da caracteristica de perigosidade
HP14 com base em biotestes, apresenta-se
um exemplo ficticio na caixa 2. Este exemplo
foca-se no teste de imobilizacdo com Daphnia
magna, sendo transponivel para qualquer tipo
de teste ou bateria de testes que se conven-
cione utilizar. Também tem em conta o limite
(em termos de concentragdo que promove um
determinado nivel de efeito fixado a priori) a
partir do qual um residuo é considerado peri-
goso adotado num pais europeu em particular,
algo que pode sofrer ajustes de acordo com a

regulamentacédo de cada pais (Tabela VIII).

Diferentes especialistas tém recomendado
uma abordagem combinada, englobando ané-
lises quimicas e bioldgicas, para compensar
as limitacbes de ambas as abordagens e,
assim, classificar os residuos o mais adequa-
damente possivel. Contudo, é fundamental a
definicho de uma bateria minima de testes
bem como de valores limites harmonizados
para a avaliagdo de HP 14, a nivel da UE (BIO
by Deloitte, 2015). Apesar de as analises qui-
micas contribuirem para a interpretacdo dos

resultados, os biotestes devem ser priorizados

Toxicologia e Quimica Ambiental

CAIXA 2. Exemplo ilustrativo de classificagdo com base em
biotestes.

Tendo em conta a bateria de testes realizada em Franga
(estratégia hibrida), pretende-se avaliar a caracteristica de
perigosidade HP 14 de um determinado residuo. Os resultados
de um teste de imobilizagdo com Daphnia magna séo
apresentados na Figura 1. Para a realizacdo do teste em
ambiente aquatico considerou-se que os eluatos foram obtidos
usando uma raz&o L/S = 10 L/kg e que, posteriormente, foram
realizadas diluigbes, obtendo-se as seguintes concentracdes do
eluato nas amostras de teste: 12,5%, 25%, 50% e 100%.

100

80 1

60 1

40 4

Imobilizagio (%)

20 4

12.50 25.00 50.00 100.00

Concentracdo do eluato (%)

FIGURA 1. Resultados de um teste de imobilizagdo
com Daphnia magna (exemplo ilustrativo, consi-
derando um residuo ficticio).

Com base nestes resultados, o ECso € igual a 52%. Uma vez
que € superior ao limite considerado neste Estado Membro
(10%), se a classificacdo for feita com base no organismo mais
sensivel, entdo, de acordo com os resultados deste bioteste, o
residuo em causa € considerado ecotdxico e, logo, perigoso.

guando se trata de residuos com matrizes complexas (BIO by Deloitte, 2015).

D CONCLUSOES

A avaliacdo da caracteristica de perigosidade HP 14 (“ecotdxico”) é crucial para os residuos sejam

classificados, e posteriormente, geridos, de forma a evitar riscos para o ambiente.

Na UE, esta avaliacdo tem sido um dos principais desafios no ambito da legislagdo na area dos residuos.

Atualmente existem recomendagdes para uma avaliagdo baseada na composi¢do quimica dos residuos e

de acordo com o CLP (regulamento referente a produtos quimicos), faltando orientagbes para uma

avaliacao experimental baseada em testes biol6gicos.

Os residuos apresentam, usualmente, uma composicéo varidvel no tempo e no espaco, contrariamente aos

produtos quimicos. A avaliacdo baseada exclusivamente na abordagem quimica pode resultar, por um lado,

na sobrestimagao da ecotoxicidade, ao considerar o “cenario do pior caso possivel’ e, por outro, na sua

subestimacdo, uma vez que ndo considera, por exemplo, as interacdes entre as substancias presentes no
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residuo. A inclusdo de uma abordagem biolégica na avaliacdo de HP 14 &, desta forma, fundamental para
uma melhor compreensdo do comportamento dos residuos no ambiente, sendo, provavelmente, mais
representativa. Assim, é extremamente importante estabelecer uma bateria de biotestes minima a ser
utilizada bem como os critérios que deverdo ser tidos em conta, para a avaliagdo da caracteristica de

perigosidade HP 14, a nivel da UE.

Uma abordagem integrada, combinando analises quimicas e biolégicas, podera ser Util para superar as
limitacdes de ambas as abordagens. Os resultados dos biotestes deverdo prevalecer sobre os resultados da
analise quimica, uma vez que, provavelmente, serdo obtidos resultados mais realistas do ponto de vista da
protecdo ambiental. No entanto, a inclusdo de analises quimicas podera facilitar a interpretacdo dos

resultados obtidos nos biotestes.
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