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RESUMO

Os objetivos principais deste estudo foram avaliar a eficacia do modelo BLM (Biotic
Ligand Model) na predi¢cao de toxicidade aguda e crbénica para cobre em corpos hidricos
na regido de Carajas, Para, assim como contribuir para o estabelecimento de critérios de
qualidade da agua para protecdo das comunidades aquaticas. O BLM é um modelo que
considera condigcbes fisico-quimicas do corpo d’agua receptor como parametros
relevantes na atenuacdo dos efeitos téxicos para a biota aquatica, relacionados ao
recebimento de carga metalica. Considerando a especiacdo do metal e a interagdo com
outros constituintes da fase aquosa, o modelo simula sua biodisponibilidade e seus efeitos
toxicos sobre os organismos aquaticos. Foram realizadas trés campanhas de
amostragem, sazonalmente. Em cada campanha foram coletadas amostras de agua em
trés pontos em cada area - Mina do Sossego e Projeto Salobo. Foi feita a caracterizagéo
fisico-quimica e toxicolégica das amostras de agua coletadas nestes pontos. Os
resultados toxicolégicos medidos em laboratério foram comparados com os resultados
previstos pelo modelo. Para toxicidade aguda, o modelo se mostrou robusto porque
conseguiu predizer a toxicidade do cobre com grande margem de acerto. A analise da
correlacdo entre os parametros fisico-quimicos e a toxicidade mostrou que os
fundamentos tedricos e experimentais do modelo também se aplicaram a este estudo, na
medida em que os fatores de atenuacdo da toxicidade realmente contribuiram para a
elevacgao do indice CE50. Para toxicidade cronica, pode-se afirmar que o modelo BLM foi
capaz de modelar significativa parte dos pontos (2/3), mas nao teve sensibilidade
suficiente para separar os valores de toxicidade por area e por época (sazonalidade),
indicando uma necessidade de maior desenvolvimento e compreensdo dos mecanismos
que relacionam caracteristicas fisico-quimicas, fisiologia e toxicidade. Do ponto de vista
regulatorio, foram comparados os resultados de trés pardmetros de protecdo das
comunidades aquaticas com o valor maximo permitido (VMP) da norma brasileira (Res.
CONAMA 357/2005). Apesar do pequeno numero de amostras coletadas em cada area e
também do numero restrito de campanhas de campo, pode-se dizer que o VMP para
cobre em aguas Classe 2 mostrou-se consistente para a protegdo de comunidades
aquaticas na area do Projeto Salobo, mas relativamente conservador para a area da Mina
do Sossego, indicando a necessidade de obtengdo de critérios especificos por area,

desde que baseados em dados ambientais e toxicolégicos robustos e confiaveis.
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ABSTRACT

The main objectives of this study were evaluate the effectiveness of the BLM (Biotic
Ligand Model) in predicting acute and chronic copper toxicity for waterbodies in the
Carajas region (Para, Brasil) and contribute to the establishment of water quality criteria
for the protection of aquatic communities. BLM is a model that considers the aquatic
physicochemical properties as relevant parameters for mitigating the toxic effects of metals
to aquatic biota. Considering the metal speciation and interactions with other constituents
of the aqueous phase, the model simulates the bioavailability and toxic effects on aquatic
organisms. Three field surveys were carried out, seasonally. For each field survey water
samples were collected at three different points in two areas - Sossego Mine and Salobo
Project. Water samples were submitted to physicochemical analysis and toxicological
assays (acute and chronic). Measured laboratory toxicological results were compared with
predicted results (BLM). For acute toxicity the model demonstrated to be robust because it
was able to predict the toxicity of copper with high degree of accuracy for the two areas in
both field surveys. Correlation between physicochemical parameters and toxicity showed
that BLM’s theoretical and experimental principles were corroborated by these studies
considering that the mitigating factors of toxicity really contributed to the EC50 increase.
For chronic toxicity BLM was able to model a significant number of points (2/3 of total) but
didn’t have enough sensitivity to separate the toxicity per area and seasons, indicating a
need for further development and understanding of the mechanisms linking physical and
chemical characteristics, physiology and toxicity. Chronic toxicity results may have been
affected by natural toxicity observed in the laboratory, but it was unclear to what extent this
fact influenced the final results. From a regulatory point of view the results of three
parameters for protection of aquatic communities were compared with the maximum
allowed value in the Brazilian legislation (CONAMA Resolution 357/2005). Despite the
small number of samples collected in each area and also the limited number of field
surveys, it can be said that the maximum allowed value for copper in “Class 2”
waterbodies are consistent for the protection of aquatic communities in the area of Salobo
Project but relatively conservative in the area of Sossego Mine, indicating the need of
obtaining local water quality criteria, based on robust and reliable environmental and

toxicological data.



CAPITULO 1: INTRODUCAO

Avaliar impactos causados por metais ao meio ambiente ndo € uma tarefa simples porque
esta interagdo se da por meio de diferentes espécies quimicas em ambientes
naturalmente complexos. A avaliagdo de impactos e a analise de risco ambiental
envolvem diversas disciplinas, incluindo quimica, fisiologia e ecotoxicologia, sendo objeto

desta ultima o estudo da toxicidade de uma substancia a animais e plantas.

Um conceito extremamente importante na avaliagdo de impactos e na analise de risco
ambiental é a biodisponibilidade de metais, isto &, a fragdo de um elemento ou composto
que esta em uma forma fisico-quimica que pode interagir com um organismo vivo e
causar um efeito bioldgico, isto €&, estar disponivel para causar uma agado bioldgica.
Nenhum método pratico e efetivo foi desenvolvido até entdo para avaliar diretamente a
fracdo biodisponivel de um metal na agua e o seu efeito na biota local. O que pode ser
medido é o “efeito”, por meio dos ensaios ecotoxicolégicos, por exemplo, mas nao a
“causa’. E se esta “causa”’ ndo é totalmente compreendida, fica ainda mais complexa a

predi¢gdo do impacto e a respectiva analise de risco ambiental (Peters, 2003).

Neste contexto é que vém sendo desenvolvidos os modelos que congregam especiagcao
quimica e efeito a biota aquatica, em especial. Estes s&do Uteis porque fornecem uma
estrutura conceitualmente organizada para o entendimento dos processos quimicos,
fisioldgicos e ecotoxicoldgicos envolvidos, além de uma base quantitativa para a avaliagao
do efeito gerado pelas varias e complexas interagdes a serem consideradas nos sistemas
ambientais, de forma interdependente. Um dos maiores desafios para o desenvolvimento
destes modelos foi o estabelecimento do papel da matéria organica dissolvida na
especiagdo quimica de metais nos corpos receptores. O BLM (Biotic Ligand Model),
embora nao seja o primeiro destes modelos, é bastante eficiente na representacdo do
papel da matéria organica natural na especiagéo quimica dos metais. No BLM, a conexao
entre a exposicdo dos organismos a um metal e seus efeitos é feita por meio de um
software, simulando o que ocorreria num bioensaio de laboratério (Di Toro et al., 2000; Di
Toro et al., 2001; Santore et al., 2001; Paquin et al., 2002). Sua grande relevancia,
entretanto, € que as respostas toxicologicas podem ser avaliadas de maneira previsivel e

sistematica, a partir da coleta de poucos parametros (pH, dureza, matéria orgénica e



metais dissolvidos), refletindo tanto a compreenséo da quimica da dgua como da fisiologia

do organismo.

O BLM foi desenvolvido inicialmente em diversas partes da América do Norte e da
Europa, na década dos anos 90, para toxicidade aguda em larva de peixe fluvial,
principalmente para cobre (Playle et al., 1992; Playle et al., 1993a ; Playle et al., 1993b;
Campbell, 1995; Janes e Playle, 1995; Hollis et al., 1997; Playle, 1998; Wood et al., 1999;
Di Toro et al., 2000, Di Toro et al., 2001, Santore et al., 2001; De Schamphelaere e
Jansen, 2002). Na medida em que sua eficacia na predi¢cdo da ecotoxicidade se mostrava
consistente, diversos avangos visando aumentar a abrangéncia do modelo foram
ocorrendo em diferentes partes do mundo, permitindo expandir sua aplicagdo para outros
ambientes (marinho, estuarino, terrestre), outros organismos e outros metais. A versao
atualmente disponibilizada gratuitamente na internet considera ndo somente o cobre, mas
também outros metais (Zn, Cd e Ag), bem como diferentes organismos, e ndo somente
larva de peixe fluvial (Pimephales promelas - fathead minnow, Oncorhynchus mykiss -

rainbow trout, Daphnia magna, Daphnia pulex, Ceriodaphnia dubia — HydroQual, 2007).

Existem poucas referéncias sobre a utilizagdo do BLM no Brasil (Almeida, 2006) e
nenhuma sobre sua utilizagdo para cobre no ecossistema amazénico. Considerando que
todo o desenvolvimento do modelo foi baseado em dados de ambientes com
ecossistemas bastante diferentes daqueles encontrados na Amazénia Oriental brasileira
(ex: fauna aquatica, vegetacdo e clima), considera-se que uma das relevancias deste
trabalho seria a contribuicado para a avaliacdo da eficacia da aplicagdo do BLM em

ecossistemas da Amazobnia brasileira.

Outra contribuicdo cientifica importante esta relacionada ao desenvolvimento deste
modelo para toxicidade crbnica. Embora varias contribuicbes ja tenham ocorrido nos
ultimos anos, existe uma urgente necessidade de se ampliar as pesquisas para a
predicdo de efeitos crénicos em ambientes especificos (Galvez et al., 1998; Szebedinszky
et al., 2001; De Schamphelaere e Jansen, 2004a; De Schamphelaere e Jansen, 2004b;
Schwartz e Vigneault, 2007). Em muitos paises, incluindo o Brasil, a toxicidade cronica é
o parametro considerado na protecdo das comunidades aquaticas para determinadas

classes de agua. A Resolucdo CONAMA 357/2005 estabelece, nos seus artigos 14 e 15,



que a manutengdo da qualidade das aguas de Classes 1 e 2 é garantida pela “ndo
verificacdo de efeito toxico crbnico a organismos, de acordo com 0s critérios
estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente, ou, na sua auséncia, por instituicdes
nacionais ou internacionais renomadas, comprovado pela realizacdo de ensaio
ecotoxicoldgico padronizado ou outro método cientificamente reconhecido.” Da mesma
forma, o paragrafo primeiro do artigo 34 desta resolugdo, relativo a langcamento de
efluentes, diz que “o efluente ndo devera causar ou possuir potencial para causar efeitos
toxicos aos organismos aquaticos no corpo receptor, de acordo com os critérios de

toxicidade estabelecidos pelo 6rgdo ambiental competente”.

Ao mesmo tempo em que a legislacdo é clara a respeito da utilizacdo dos critérios de
toxicidade, em especial da toxicidade cronica, para manutencao da qualidade das aguas e
protecdo das comunidades aquaticas nas aguas de Classe 1 e 2, ndo se conhece ainda
qualquer aprimoramento destes critérios pelos legisladores brasileiros, a partir da
incorporacao dos resultados de modelos como o BLM. Entretanto, esta é uma tendéncia
em varios paises do mundo (Paquin et al., 2002; Reiley, 2007). A abordagem para o
estabelecimento de pardmetros de concentracdo maxima permitida, durante os ultimos
anos, mudou da utilizagdo das concentragcdes do metal total para o metal dissolvido e,
mais recentemente, passou a considerar a avaliagao da biodisponibilidade do metal nos
diferentes ambientes aquaticos. A Agéncia Ambiental dos Estados Unidos (EPA)
incorporou em 2007 o BLM (cobre) como ferramenta para estabelecimento de padrbes de
protecdo de comunidades aquaticas (USEPA, 2007; Reiley, 2007). Desta forma,
considera-se também como contribuicdo relevante deste trabalho o desenvolvimento de
uma maior reflexao sobre os critérios utilizados no estabelecimento dos padrbées

ambientais brasileiros para protecdo dos ambientes aquaticos.



CAPITULO 2: OBJETIVOS

Os objetivos gerais deste estudo foram avaliar a aplicabilidade do modelo Biotic Ligand

Model (BLM) em areas de clima tropical, na regidao amazénica brasileira, e a partir dai

contribuir para o estabelecimento de critérios de qualidade de agua para cobre, por meio

da utilizagdo do modelo.

Os objetivos especificos indicados a seguir estao associados a hip6tese de que o modelo

BLM é capaz de predizer valores de CE50 (concentracdo do metal que causa efeitos

adversos para 50% dos organismos testados em ensaios de toxicidade) com razoavel

precisdo, dentro da faixa de precisdo estabelecida (duas vezes, para mais ou para

menos). Assim sendo, os objetivos especificos da proposta sdo os seguintes:

Avaliar se os ensaios de toxicidade aguda para Ceriodaphnia dubia , realizados
em laboratério, produzirdo resultados consistentes com aqueles previstos pelo
modelo BLM;

Avaliar se os ensaios de toxicidade crbnica para Ceriodaphnia dubia, realizados
em laboratoério, produzirdo resultados consistentes com aqueles previstos pelo
modelo BLM, visto que este foi desenvolvido originalmente, com base de dados
mais consolidada e abrangente, para toxicidade aguda, em paises de clima
temperado;

Contribuir para a aplicagcao desse método em futuras analises de risco ambiental;
Contribuir para o estabelecimento de marcos regulatérios e politicas publicas
ambientais mais consistentes com a realidade brasileira e alicercados em bases

cientificas atualizadas.



CAPITULO 3: REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Contextualizagao geoldgica das areas de estudo

As duas areas de estudo, Mina do Sossego e Projeto Salobo, estdo situadas na Provincia
Mineral de Carajas, Para, uma das mais importantes do mundo. Uma imagem de satélite
com a visao geral de varias minas e projetos nesta provincia, é apresentada na figura 3.1.
A provincia mineral de Carajas é constituida de uma sequéncia de rochas vulcanicas e
sedimentares. Estas seqliéncias, apdés a deposigcado, foram afetadas por deformacéo,
aumento de pressdo e temperatura, e cortadas por corpos magmaticos intrusivos,
especialmente por granitos. Os depésitos de cobre surgiram durante uma longa histéria
geoldgica, entre 2,75 bilhdes de anos até a introdugdo dos ultimos corpos graniticos, ha
1,8 bilhdo de anos. Os dados geoldgicos apresentados neste capitulo foram extraidos de
DOCEGEO (1988); Lindenmayer (1990); Costa et al. (1995); e Carvalho et al. (2003),

além de relatdrios internos da Vale.

A Mina do Sossego tem uma reserva provada da ordem de 255 Mt, com um teor médio de
1,0% de cobre e 0,3 g/t de ouro, e é constituida atualmente por dois depésitos principais,
denominados Sequeirinho e Morro do Sossego. Estes depdsitos constituem elevagdes
topograficas que, ao longo da dire¢do das camadas, afloram por cerca de trés

quilébmetros.

Devido ao seu tamanho, o depédsito Sequeirinho é o mais importante para o projeto. Este
consiste em wuma zona mineralizada Unica e continua, estendendo-se por
aproximadamente 2.000 m ao longo da diregdo E-W, e com mineralizagdo mais fraca por
outros 1.000 metros para oeste. Este depdsito esta situado a cerca de 700 metros a
oeste/sudoeste do Morro do Sossego e aflora como um morro proeminente, com cerca de
40 metros sobressaindo na topografia geral. Na porgdo intemperizada, até uma
profundidade de 30 metros, ocorrem minerais de cobre oxidado, com a presenca de
pseudo-malaquita, malaquita (Cu2CO30H2), cobre associado a clorita e biotita
(filossilicatos de Fe, Al, Mg e K) e cobre nativo — que € raro. Nesta zona, os valores de
cobre variam de 0,1% a 3,0%. O objetivo principal nesta mina é a lavra do minério

sulfetado. A mineralizagado sulfetada de alto teor ocorre nas brechas, que geralmente séo



mais ricas em Cu e Au nas proximidades dos contatos de topo e base do corpo
mineralizado, mas também nas zonas cortadas transversalmente. As brechas tém uma
matriz calcopiritica (CuFeS2) com clastos de magnetita (Fe2+Fe3+204), anfibdlio (silicato

hidratado de Fe, Mg, Ca e Al) e outros fragmentos liticos (rochosos).
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Figura 3.1 — Provincia Mineral de Carajas e localizagdo das principais minas/projetos

Também sdo comuns stockworks (rede entrelagcada de pequenos veios portadores de
mineralizagdo) e mineralizagdo disseminada. O fluor esta presente na forma de

fluorapatita (Ca5 (PO4)3F), com um teor médio de 772 g/t (ppm) no minério.

O depdsito do Morro do Sossego faz parte de uma grande fei¢cao circular, com cerca de
600 metros de didmetro, que se eleva a uns 60 metros acima da topografia média local. O
nucleo da estrutura circular é formado por um granito rosado a cinza escuro, de

granulacdo média a grossa, cortado regionalmente por diques de gabro. Tudo isto é



cortado por dois corpos cilindricos de brecha principais com abundancia de calcopirita
(CuFeS,). O Morro do Sossego apresenta uma zona oxidada, com 10 a 20 metros de
espessura, na qual ocorre pseudo-malaquita, crisocola (Cu,Al),H,Si>O5(OH)4.n(H20) e
brochantita (Cu4(SO,4)(OH)e) visiveis nas fraturas, stockworks e disseminacgbes, e os

teores de Cu atingem até 2,0%.

O depdsito de Cu-Au do Salobo é constituido por uma seqléncia de xistos,
metamorfisados a facies anfibolito médio, com diregdo NW-SE e mergulho em torno de
75° SW. Anfibdlio, granada (silicatos de formula geral A;B»(SiO4)3, com Ca, Mg, Al, Fe, Cr,
Mn ou Ti), biotita, magnetita e quartzo (SiO;) sdo os componentes minerais principais das
rochas mineralizadas e das encaixantes. Os sulfetos de cobre estdo representados por
calcocita (Cu,S) e bornita (CusFeS,) e, subordinadamente, calcopirita. Esta seqléncia
estd capeada por quartzitos micaceos e sua base é formada por gnaisses. Rochas
intrusivas acidas e basicas completam o quadro geoldgico. Dados geologicos mostram que
as rochas do depdsito formaram-se por processos hidrotermais num sistema em que a
temperatura diminuiu com o tempo, e que este processo esta associado a intrusdo do
granito antigo do Salobo (GAS), datado em 2.573 +/-2 Ma. O minério pode ser classificado
em dois grupos: tipo1, com magnetita > 50% e Cu >1,5%, e tipo 2, com magnetita entre
10-50% e Cu entre 0,5-1,5%. A reserva lavravel é de 930 Mt, com teor médio de 0,77% de

cobre e 0,46 g/t de ouro.

3.2 O modelo BLM

3.2.1 Relagao da acumulacédo do metal com a toxicidade

Os limites de concentracdao de metais que tém a intencao de proteger a vida aquatica sao
estabelecidos sistematicamente pelas agéncias regulatérias (ex: USEPA, 1985, 2007).
Estes limites sdo calculados com base em procedimentos padrao de analise de dados,

aplicados a testes de toxicidade em laboratério.

Um teste tipico com este procedimento (teste estatico/toxicidade aguda), conforme
apresentado em Di Toro et al. (2000), é mostrado na figura 3.2. Uma série de recipientes

contendo volumes iguais de agua é dosado com concentragdes diferentes do metal



(cobre). Como mostrado no exemplo hipotético, cada recipiente contém 1 litro de agua e a
dosagem de cobre varia de < 2 pg/L de Cu (< limite detecgao) a 320 ug/L. Dez ou mais
organismos-teste sdo colocados em cada recipiente. O efeito a ser monitorado é a
sobrevivéncia (ou letalidade). No exemplo, um microcrustaceo, Ceriodaphnia dubia, € o

organismo-teste, e o efeito final, a sobrevivéncia, é registrado apds 48 horas.

Dose (pg): 0 l10 lzo l4o lao l160 1320 ug
it i s s e
per 1 litro

"Controle"
Concentragao: <LD 10 20 40 80 160 320 pg/L
# Sobreviventes 9 8 9 8 2 0 1
(fora os 10 em
t = 96 Horas)
% Meortalidade: 10 20 10 40 80 100 90

Figura 3.2 — Exemplo de teste estatico de toxicidade (Di Toro et al., 2000)

Os resultados do teste de toxicidade sao utilizados para estabelecer uma relagao entre a
concentragado ou dose do elemento téxico, cobre no caso, e a resposta do organismo a
este elemento. Os resultados do teste sdo apresentados na forma de uma curva dose-
resposta, como ilustrado na figura 3.3. Conforme pode ser observado, para concentragdes
< 20 pug/L, a mortalidade é < 20-25%, consistente com condigdes normalmente

observadas mesmo em amostras-controle (sem a carga metalica).

Para concentracdes mais elevadas, efeitos crescentes sdo observados, até que uma
resposta maxima (100% de mortalidade) ocorre para uma concentragao de cerca de 100
Mg/L de Cu ou mais. Um ponto extremamente importante ao longo da curva dose-resposta
é a LC50, a concentragdo do elemento que resulta em 50% de mortalidade dos
organismos-teste (lethal concentration). Técnicas numeéricas, incluindo a utilizagdo de
escala logaritimica no eixo das ordenadas, sao utilizadas para dar uma forma sigmoidal a

curva, com a LC50 sendo um dos parametros importantes para a analise dos resultados.



g

2 3 38 B

Mortalidade (%)

N
[4)]
T

25 W I Y =l Lcso .....

1 10 100 1000
Cobre dissolvido (ug/L)

Figura 3.3 — Exemplo de curva dosagem-resposta para testes de cobre com C. dubia
(Di Toro et al., 2000)

Pagenkopf e colaboradores (1974) foram os primeiros a empregar um modelo de
equilibrio quimico como uma maneira de explicar como a quimica da agua afeta a
especiagao do cobre em solugdo e como isto se relaciona a toxicidade do cobre para os
peixes. Eles concluiram que o cobre iénico (Cu®**) estava mais diretamente ligado a

toxicidade, e que o primeiro hidroxicomplexo (CuOH") era também uma espécie metdlica
potencialmente toxica.

Baseada no trabalho de Sunda e Hansen (1979), a figura 3.4, também apresentada em Di
Toro et al. (2000), ilustra como as caracteristicas da qualidade da agua afetam a

especiagao do cobre, considerando a concentragao de carbono organico dissolvido.
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Figura 3.4 — Exemplo de especiagao do cobre em agua de rio, pH=7, em funcao da
concentracao de carbono orgéanico dissolvido, adaptado de Sunda e Hansen
(1979)

Apesar da dificuldade de se medir rotineiramente a concentracdo de matéria organica
dissolvida, modelos de equilibrio quimico tém sido desenvolvidos para predizer a
distribuicdo do cobre dentre as varias formas. Entretanto, em pH 7, os complexos Cu-
matéria organica respondem pela maior parte do cobre em solugéo, cerca de 60-99% ao
longo da faixa de niveis de carbono organico dissolvido (COD) mostrado (0,1-5,0 mg/L), e
mais de 98% quando o COD excede 1 mg/L, um nivel muito baixo para muitas aguas
naturais. O cobre i6nico, indicado pela segunda curva mais elevada, e mais diretamente
relacionado a toxicidade por Pagenkopf et al. (1974), ocorre na ordem de apenas 1% do
cobre total, a 1 mg/L de COD, e cerca de 10 vezes menos (0,1% do cobre total) a 5 mg/L
de COD, um nivel tipico em muitas aguas naturais. O balang¢o do cobre é completado pela

presencga de hidroxido e carbonato, primariamente CuOH e CuCOa,.

Em uma série de experimentos para investigar interagdes entre os metais e a guelra dos

peixes, Playle e colaboradores (1992) mostraram que cations em solu¢gdo competem entre
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si pelo numero limitado de locais na guelra, e que esta competicdo afeta o grau de
acumulagao do metal na superficie da guelra. Trabalhos posteriores (Playle et al., 1993a e
1993b) avaliaram densidades locais (na guelra) e outras constantes de estabilidade
condicionais que poderiam ser utilizadas no contexto do modelo quimico de equilibrio
para predizer os efeitos interativos da concentragdo, competicdo e complexacéo de cobre
na sua acumulagao na guelra. Esta acumulagéo mostrou um padréo tipico da isoterma de
adsorcao de Langmuir, e foi um importante avancgo, visto que o nivel de acumulagio do
metal na guelra reflete a integragao de efeitos resultantes tanto da complexacao do metal
na agua como da competicdo do metal com outros cations por locais de aderéncia na
superficie da guelra. O que faltou nos experimentos, contudo, foi uma maneira de

relacionar os niveis de acumulagao na guelra com o efeito toxico.

Esta conexdo foi entdo conseguida por meio de experimentos realizados por MacRae
(1994) e MacRae et al. (1999), conforme relatado por Di Toro et al. (2001), quando peixes
foram expostos a concentragbes constantes de cobre dissolvido, ajustando o cobre livre
pela variagdo de carbono orgéanico dissolvido na agua. Estes experimentos foram feitos
usando uma concentragdo constante de cobre dissolvido (10 ug/L). A concentragédo de
cobre na guelra foi regulada pela adigdo de ligantes organicos a agua de teste, com
diferentes afinidades pelo cobre. Uma curva dosagem-resposta foi obtida, relacionando a
mortalidade a acumulagao de cobre na guelra, mais do que ao cobre dissolvido ou a

atividade do cobre na agua.

Como mostrado na figura 3.5, a LC50 para cobre na guelra foi estimado em 22
nmol/grama yeso amigo (NMoOI/gy), € @ concentragéo de cobre na guelra associada a um efeito
nulo para a truta, em aproximadamente 10-12 nmol/g,,. Este nimero compara-se com o
nivel de background para cobre na guelra do peixe fluvial (fathead minnow),
aproximadamente 12 nmol/g,,., medido por Playle et al. (1992), na auséncia de cobre
adicionado. Baseado nestes resultados, a LC50 para cobre na guelra deveria ser
aproximadamente 10 nmol/g,, (LC50 do cobre na guelra inicialmente medido menos o

nivel de background).
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Figura 3.5 — Curva dosagem-resposta para a mortalidade de rainbow trout, como funcéo
da acumulacao de cobre na guelra, conforme MacRae (1994)

Objetivamente, MacRae et al. (1999) concluiram que a medi¢cao da acumulacao de cobre
na guelra era uma alternativa aceitavel para a determinagcdo da afinidade de ligagdo de
cobre na guelra (log K), baseada na toxicidade. Dada esta informacao, o trabalho restante
necessario foi formular um modelo que fizesse a predigdao da acumulagdo do cobre na
guelra para uma faixa de condi¢des de qualidade da agua (dureza, pH, COD, alcalinidade,
Na e outros), e que pudesse utilizar estes resultados para prever os efeitos. Para um dado

conjunto de caracteristicas da agua, a LC50 previsto pelo modelo deveria corresponder a
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concentracao de cobre na agua que resultaria numa acumulagao de cobre na guelra igual

a LAS50 (lethal accumulation).

A capacidade de predizer realisticamente a LC50 a partir da quimica da agua € que gerou
a possibilidade do desenvolvimento de uma alternativa computacional ao WER (water

effect ratio), visto que estes testes envolvem a necessidade da realizagdo de bioensaios.

O WER é definido como a razao entre a LC50 da agua do corpo receptor e a LC50 da
agua de laboratorio, para as espécies testadas (USEPA, 1994). O WQC (Water Quality
Criteria) foi um padrao de protecdo de vida aquatica desenvolvido pelo USEPA na década
de 1980, que considerava inicialmente a fracado total do metal, e depois foi revisto para
considerar apenas a fracdo dissolvida — aquela filtrada em membrana de 0,45 um, antes
da preservacéao por acidificagdo (USEPA, 1985). Ainda assim, os indices obtidos sempre
se mostravam excessivamente restritivos, pois ndo consideravam todos os fatores de
atenuacéo relacionados a quimica do corpo d’agua receptor. Com o desenvolvimento das
pesquisas, 0 WQC padrao passou a ser multiplicado pelo WER para definir o WQC

especifico para o local, conforme as relagées a seguir:

WER = LC50local/LC50lab (1)
WQCioca = WER x WQCpadréo (2)

Apesar do método WER prover uma base ldgica para o ajuste do WQC as condicdes
locais, o método pode ser caro e demorado, freqlientemente produzindo resultados
erraticos e de dificil interpretagao e aplicacdo. Desta forma, a alternativa materializada foi
a utilizacdo do BLM (Biotic Ligand Model). Por isto, o BLM pode ser visto como uma
maneira de fazer o teste WER em um computador (com economia de tempo, esforgo e
dinheiro), quando as variaveis mais importantes de qualidade da agua forem medidas
(pH, carbono organico e metais dissolvidos, dureza). Ainda, dados experimentais para

obtencao do WER tém sido utilizados frequientemente para calibragdo do BLM.

O termo geral biotic ligand é empregado ao invés de gill (guelra), porque o BLM considera
o local de acdo do metal como o ‘ligante bidtico”, de forma mais genérica do que

simplesmente a guelra do peixe, para enfatizar que o modelo pode ser aplicado a
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quaisquer outros organismos em que este local de agéo esta diretamente em contato com
0 ambiente aquoso externo. A estrutura genérica do BLM pode ser observada na figura
3.6, pois a premissa do modelo € de que a resposta toxicoldgica ira variar de uma
maneira previsivel e sistematica, refletindo tanto a quimica do ambiente aquatico como a
fisiologia do organismo. Isto, por sua vez, permite utiliza-lo para estabelecer parametros

regulatérios.
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Figura 3.6 — Representacao esquematica do Biotic Ligand Model e as interrelagdes entre
quimica, fisiologia, toxicologia e regulamentagao (in Almeida, 2006,
adaptado de Paquin et al., 2002)

Baseado em elementos conceituais desenvolvidos previamente por outros modelos, o
BLM utiliza uma abordagem relativamente sofisticada para representar interagdes metal-
matéria organica na predigdo da biodisponibilidade do cobre e, em seguida, na predi¢ao
da acumulagdo do cobre na guelra (LA50), baseada na competicdo deste com outros

cations em solugao. A acumulagao de cobre prevista é utilizada para predizer a letalidade.

3.2.2 Aprimoramento dos modelos de toxicidade

A estrutura conceitual do BLM é uma adaptacao do Gill Site Interaction Model (GSIM)
originalmente proposto por Pagenkopf (1983) e mais recentemente utilizado por Playle e

colaboradores (Playle et al., 1992; Playle et al., 1993a ; Playle et al. 1993b; Janes e
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Playle, 1995; Hollis et al., 1997; Playle, 1998; Wood et al., 1999), e também do Free lon
Activity Model (FIAM) (Morel, 1983; Campbell, 1995). GSIM e FIAM s&o os “ancestrais

tedricos” dos modernos BLM.

O FIAM é um modelo conceitual que descreve como as variagdes nos niveis de efeito dos
metais podem ser explicadas com base na especiagdo dos metais e nas interagdes com o
organismo. McGeer et al. (2000) trouxeram recentes e importantes contribuicbes do ponto

de vista de entendimento dos mecanismos fisiolégicos, para aplicacdo ao BLM.

Enquanto a descricdo inicial do FIAM era primariamente conceitual, o GSIM foi utilizado
para interpretar resultados de testes de toxicidade para metais. Embora o FIAM e o GSIM
contenham muitas das caracteristicas incorporadas ao BLM, e sejam muito similares a
este, nos principios, eles ndo foram prontamente aceitos pelas agéncias regulatérias para
utilizagdo no estabelecimento de WQC (Water Quality Criteria) para metais. Embora estas
razdes nao estejam muito claras, a contribuicdo destes modelos para o desenvolvimento

do BLM é plenamente reconhecida hoje.

O BLM é fundamentalmente um modelo baseado no equilibrio quimico. A correlacao entre
exposicao e efeito é feita computacionalmente, da mesma forma que seria feita num teste
de toxicidade no laboratério, entre um ion e um organismo teste. Na verdade, um
equilibrio verdadeiro ndo se aplica, mas como as reacdes no local de ligagdo do
organismo (ex: guelra) ocorrem muito mais rapidamente do que a resposta patoldgica, os

principios de um modelamento em equilibrio podem ser utilizados.

Como comentado anteriormente, o papel da complexagao do metal é critico, visto que a
formacdo de complexos metalicos organicos e inorganicos representa uma fragao
significativa do metal n&o-biodisponivel. Como mostrado na figura 3.6, o metal dissolvido
existe em solugéo parcialmente como ion metalico livre. Esta espécie é hipoteticamente
considerada como a espécie biodisponivel nas versbes mais simplificadas do modelo
FIAM. O resto do metal existiia como complexos nao-biodisponiveis resultantes das
reagdes com ligantes organicos ou inorganicos. Naturalmente, ndo & possivel verificar
diretamente quais espécies sao biodisponiveis, mas pode-se, por outro lado, verificar se

as consequéncias das hipoteses corroboram as observagdes. Esta é a razdo pela qual se
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compara a toxicidade prevista com a observada como uma maneira de testar a utilidade

do modelo.

A principal caracteristica que distingue o BLM em relacdo a hipétese que considera
apenas o ion metalico livre como espécie tdxica, € que este compete com outros cations,
como Ca? e H*, na ligagdo com ligantes biéticos, como mostrado na fig. 3.6. Como
resultado, a presenga destes cations em solugdo podem mitigar a toxicidade, sendo esta

atenuacao dependente de suas concentracdes e da forgca de aderéncia ao ligante bidtico.

Conforme Paquin et al. (2002), estudos desenvolvidos principalmente ao longo dos
ultimos 70 anos tém avancado na identificacdo dos processos fisiolégicos que ocorrem
nas guelras. Estes processos estdo relacionados, sem se limitar, a reacbées de regulacao
ibnica e acido-base, troca de gases e excrecdo de nitrogénio. Estas funcbes sao
mediadas por uma complexa série de proteinas negativamente carregadas na superficie
das membranas, que se ligam aos ions metédlicos positivamente carregados. Os
mecanismos fisioldgicos da toxicidade para a maioria dos metais podem ser divididos
genericamente em trés categorias: metais monovalentes (Ag’, Cu’), que afetam o
transporte de Na*, da mucosa para o sangue; metais divalentes (Cd?*, Zn®*), que rompem
o metabolismo de Ca®'; e metais que passam pela guelra e agem no sistema nervoso
central (Pb*, Hg?). No caso do cobre, é importante notar que, embora ele ocorra
predominantemente como Cu?* no meio aquoso, é provavelmente reduzido para Cu*

antes de ser transportado ao longo das membranas bioldgicas.

3.2.3 Especiacao quimica e o BLM

Os calculos computacionais para especiagcao quimica sdo padrao e podem ser feitos por
um dos muitos programas existentes. No caso do BLM, foi escolhido o CHESS (Chemical
Equilibria in Soils and Solutions) (Santore e Driscoll, 1995). A especiag&o inorganica é a
parte mais direta dos calculos porque os ligantes sdo bem caracterizados e suas
constantes bem conhecidas. A parte mais dificil € modelar a complexacao de metais pela
matéria organica. Neste caso, o que se buscou foi um modelo que ja tivesse sido
calibrado para multiplos conjuntos de dados, para o maior nimero de metais possivel, de

tal forma que este modelo pudesse ser aplicado sem necessidade de calibracbes
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adicionais. Neste caso, foi escolhido o WHAM versédo V (Windermere Humic Aqueous
Model) (Tipping e Hurley, 1992; Tipping, 1993; Tipping, 1994).

WHAM (V) é um dos modelos de complexagcdo metal-matéria organica. Ele contém um
modelo detalhado de ligagdo de prétons, o qual é posteriormente expandido para incluir
ligacbes metalicas catibnicas. No modelo, prétons ligam-se a carboxila (tipo A) ou fendis
(tipo B). Uma distribuicdo uniforme de pK é especificada para cada tipo destes, os quais
sdo parametrizados pelo pKa € pKg médios e suas respectivas faixas ApKa e ApKg. Dados
experimentais utilizando o modelo permitem considera-lo robusto o suficiente para o

calculo mais complexo da especiacao, isto €, a complexagado metal-matéria organica.

3.2.4 Primeira aplicacédo do modelo BLM e observagdes sobre os efeitos dos paradmetros

quimicos na toxicidade

A primeira aplicagdo do modelo BLM foi feita por Erickson et al. (1996) utilizando uma
série de experimentos em que o peixe foi exposto a concentragdes crescentes de cobre,
com determinagao da LC50, e os resultados estdo apresentados em Di Toro et al. (2000)
e Di Toro et al. (2001). Variacbes sistematicas de importantes paradmetros quimicos da
agua foram feitas para produzir LC50 como fungéo destas concentragdes, conforme esta

descrito a seguir.

Efeito do carbono orgéanico dissolvido (COD) na toxicidade

Este efeito esta mostrado na figura 3.7. O pH e a dureza foram mantidos
aproximadamente constantes. A parte superior da figura mostra que a LC50 para Cu total
aumenta com a concentracdao de COD. Como resultado, quando COD aumenta, mais
cobre é necessario para exercer 0 mesmo grau de toxicidade. A figura do meio mostra o
cobre livre (Cu®*) correlacionado & LC50. A LC50 foi calculado utilizando-se o WHAM (V),
baseado nos parametros da figura superior. Os resultados sao relativamente variados e
aproximadamente independentes da concentragdo de COD. Isto é consistente com o

modelo FIAM, no qual a toxicidade esta diretamente ligada a concentragéo de cobre livre.
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Figura 3.7 — Relagao da LC50 para cobre com variagdes na concentragdo de matéria
organica, segundo Erickson et al., 1996 (Di Toro et al., 2000)

A parte inferior da figura demonstra que a concentragao calculada de cobre na guelra do
peixe esta associada a LC50. Esta concentracido foi calculada utilizando-se o modelo
WHAM para complexos metalicos humicos e o CHESS para computar a acumulagao na
guelra. Foram utilizados ainda a densidade local da guelra e as constantes de

estabilidade Cu®**, Ca®* e H*/guelra, estimadas por Playle et al. (1993).

A média da LC50 para o Cu intercambiavel na guelra é ligeiramente < 5 nmol/g,. O fato
deste numero ser aproximadamente constante ao longo de toda a faixa de COD indica
que a concentracdo de cobre na guelra pode ser utilizada para predizer a mortalidade

aguda quando a concentragio de cobre varia.
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Efeito da dureza na toxicidade

O efeito das variagbes da concentragdo do Ca na LC50 do Cu é demonstrado na figura
3.8. Os experimentos foram feitos com COD e pH constantes. Na faixa das condi¢des
experimentais, entre 0,5 e 2,5 meq Cal/lL, a razdo Ca:Mg foi aproximadamente 2:1 e a
dureza correspondente variou de 75 a 375 mg CaCOs/L. Como no caso do COD, a LC50
para Cu total medido cresce proporcionalmente ao aumento da concentragao de Ca (parte
superior da figura).
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Figura 3.8 — Relagao da LC50 para cobre com variagées na dureza/concentracdo de Ca,
segundo Erickson et al. (1996)

A mesma situagdo, para o caso do Cu livre, é apresentada no grafico intermediario da
figura 3.8. Percebe-se uma variacdo da LC50 do cobre livre em fungédo da variagao da
concentracdao de Ca, sendo que o indice LC50 ndo esta associado somente a

concentracao do ion cobre. Isto ndo é surpreendente, visto que o cation Cu ndo forma
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complexos com o Ca ou com outros cations. Por isto, ndo ha interagbes entre Cu e Ca na
agua. Comparando-se com os resultados apresentados na figura 3.7, estes resultados
indicam que existe uma variagdo de mais de 5 vezes do ion cobre (0,015 a 0,15 pymol/L)
associado a LC50 do cobre para peixes. Isto indica que considerar somente o cobre livre

como ligante biodisponivel ndo pode ser utilizado para explicar estes dados.

Em contraste com os resultados do ion cobre, as concentragbes calculadas de Cu na
guelra, mostradas na figura inferior, indicam uma concentragao relativamente consistente
para a faixa de concentracdes da Ca testadas. A média de Cu na guelra dos peixes esta
em razoavel concordancia com a concentracdo de Cu observada na figura anterior
(experimento com COD). A razao pela qual o cobre na guelra tende a ser relativamente
constante, mesmo quando a concentragao de cobre livre cresce, € que o Ca compete com
o ion cobre para a ligagdo no ligante biotico. Consequentemente, um nivel mais elevado
de ion cobre é requerido para alcangar a mesma concentracdo de cobre na guelra

associada a mortalidade, quando aumenta a concentragéo de Ca.

Welsh et al. (2000) e Naddy et al. (2002) apontaram uma maior complexidade na relagéo
dureza-toxicidade. Seus estudos mostraram que Ca e Mg podem modificar a toxicidade
em diferentes niveis, dependendo da concentragcdo destes ions, separadamente, ou de

sua razao em diferentes espécies.
Efeito do pH na toxicidade

O efeito das variagbes do pH na LC50 do cobre esta mostrado na figura 3.9. A parte
superior mostra a LC50 para cobre total em fungao do pH. Este indice cresce de 0,1 para
2 pg/L quando o pH cresce de 6,5 para 8,8. As variagbes nas concentragdes de cobre na
guelra refletem variagbes nas medicbes do ion cobre. Contudo, a média de
aproximadamente 7 nmol/g,, de cobre na guelra esta dentro da faixa de resultados para

os dois tipos de experimentos anteriores (COD e dureza).

No contexto da estrutura do BLM, o pH afeta a toxicidade do cobre de varias maneiras. O
modelo prediz que a toxicidade decrescera com o pH crescente, como resultado do efeito

do pH na especiagao e complexacao do cobre. Quando o pH cresce, a fragado do cobre
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que existe como complexos de carbonato de cobre cresce, conseqlientemente reduzindo
a toxicidade. Adicionalmente, a deprotonacdo do COD em pH mais elevado aumenta o
grau de complexagdo COD-cobre, o que também reduz a biodisponibilidade do metal.
Estes efeitos na toxicidade sdo de certa forma compensados pela competicdo entre ions
H* e Cu®* aderidos ao ligante bidtico, pois quando o pH cresce (com a diminuicdo da

concentragdo de H* ), maior concentracdo de Cu®* pode ocorrer no ligante biético.
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Figura 3.9 - Relagdo da LC50 para cobre com variagdes no pH, segundo Erickson et al.,
1996 (Di Toro et al., 2000)

Os resultados apresentados anteriormente indicaram que o Biotic Ligand Model descrevia
as variacdes de toxicidade do cobre de maneira bastante razoavel. A LC50 calculado para
0 cobre na guelra do peixe, variando de 5 a 12 nmol/g, nas faixas de COD, dureza e pH
testados, mostrava razoavel concordancia com a LC50 para o cobre na guelra do peixe
rainbow trout (10 nmol/g,). Este resultado era consistente com as sensibilidades

comparadas para este peixe, em relagdo ao cobre.
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Desta forma, concluiu-se que o BLM podia explicitamente explicar as variagdes na
toxicidade resultantes ndo somente de mudangas na dureza, mas também de variacbes

locais especificas no conteudo de COD, pH e alcalinidade.
3.2.5 Equacgbes de equilibrio quimico do modelo (Di Toro et al., 2001)

O BLM considera a hipotese de que a interagdo metal-ligante bidtico pode ser
representada, da mesma forma, como qualquer outra reagdo de uma espécie metalica
com um ligante organico ou inorganico. Considerando um ligante biético organico L, e um
metal divalente M** , a concentragcdo do complexo metal-ligante é determinada pela

equacgao
[MiLs"] = Kuio[M{Z*][Ls ] (3)

onde Ky, € a constante de estabilidade do complexo metal-ligante e os colchetes

representam a concentragao molar.

Assume-se que a protonagcdo também pode ocorrer, com a formacao de um complexo

préton-ligante bidtico HL,, com concentragao [HL,] e constante de estabilidade K .y :

[HLo] = Kho [H][Ls ] 4)
A equacgao do balango de massa associada ao ligante bidtico Ly, &

[LoTr = [Lo] + [HLo] + ™y [MiL"] (5)
onde [Ly]r € a densidade total do local de aderéncia no ligante biotico (por exemplo, nmol
de locais disponiveis/g de tecido na guelra), [HL,] € a concentragdo de locais protonados
e Nyi € o numero de complexos metalicos ML,", por exemplo, CuL,” , CaL," , que sdo

formados com o ligante bidtico Ly

Equagbes analogas para o cation metalico M?* e outros ligantes presentes no meio

aquoso L, que formam complexos metal-ligante, sédo
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[ML;T = KnigIMZ*TILyT (6)
[HL] = Ky [HIL1] (7)
[Lir = [T+ [HL] + 2™ ML) (8)

onde Ky e Ku; sé&o as constantes de estabilidade para estes ligantes. A equagdo do

balanco de massa para os cations metalicos em solugao é
[MZTr = [MZT + [MiLo'] + 2" MiL] (9)

onde N;; € o numero de complexos metal-ligante, incluindo complexos hidroxilicos,

formados pelo M?".

A quantidade de metais ligados ao ligante bidtico MiL," & usualmente insignificante
relativamente as espécies aquosas, a menos que a concentragao da biota no experimento

seja muito grande. Assim, a equagao (9) torna-se
[MZTr = M + N ML (10)

Os parametros requeridos, especificos para o BLM, sdo as constantes de estabilidade
condicionais Ky, € Ky, i=1... Ny para o préton e os complexos metal-ligante bidtico (eq.
3 e 4), e a densidade total do local de aderéncia no ligante biético [L,]r (eq. 5). Para
peixes, a densidade e as constantes de estabilidade sdo determinadas com base em
medicdes experimentais na guelra, e sdo disponiveis para alguns metais, incluindo cobre,
cadmio e prata. Para outros organismos, os valores s&o obtidos ajustando o modelo aos

dados de mortalidade, como discutido a seguir.

O modelo é baseado na idéia de que a mortalidade (ou outro efeito tdxico) ocorre se a

concentracao de metal no ligante bidtico atinge uma concentracéao critica Cy*:

Cu* = [Mil—b+] (11)
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Esta concentragao critica para mortalidade somente pode ser determinada a partir de
experimentos de toxicidade que estabelecem as concentragdes para LC50 ou o EC50
(aquelas que causam mortalidade — LC50 — ou outro efeito — EC50 — para 50% dos
organismos). Uma vez que as densidades e as constantes de estabilidade séao
conhecidas, a concentragao critica pode ser determinada computando a concentragdo no
ligante bidtico que corresponde a concentragdo LC50 ou EC50 do metal no meio aquoso.
A validade do BLM pode ser estabelecida somente se a concentracao critica Cy* for a

mesma para toda a faixa de variagcdo da composi¢cao quimica da fase aquosa testada.

3.3 Versdes posteriores do BLM

Niyogi e Wood (2004) apresentam uma avaliagao critica de diferentes versdes do BLM
para cobre e outros metais. Estas versdes posteriores foram desenvolvidas para calibrar

o modelo, considerando outros organismos, como os microcrustaceos (dafinideos).

Sao mencionadas quatro versdées do BLM para cobre, sendo trés para testes agudos (“A,
B e C”) e uma para testes cronicos (‘D”). A versdo A é considerada a original
desenvolvida para peixes e adaptada para dafinideos (Di Toro et al., 2001 e Santore et
al., 2001). A “B” é a versdo aguda desenvolvida para Daphnia magna por De
Schamphelaere e Jansen (2002); a “C” é a versao refinada da “B” (De Schamphelaere et
al., 2002); e a “D” é o modelo crénico para Daphnia magna, desenvolvido por De

Schamphelaere e Jansen (2004a).

As principais diferencas entre as trés versdes para o modelo agudo sdo:

- diferentes constantes de afinidade para algumas ligagdes complexo catiénico-ligante
bidtico;

- diferentes premissas sobre as formas de cobre que podem se ligar ao ligante bidtico;

- diferentes constantes para os complexos inorganicos de cobre;

- diferentes premissas em relagéo a ligagdo Cu-matéria organica;

- diferentes valores de LA50 para Daphnia sp.
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Ao contrario dos modelos agudos, no crénico nenhum efeito significativo do Ca®*, Mg?* ou
dos dois, de forma combinada, foi observado. Por outro lado, as constantes de afinidade
dos complexos Cu’-ligante bidtico e o efeito de competicdo do Na* no modelo crénico s&o
semelhantes aos do modelo agudo. Além disto, um aumento na competigdo dos protons e
na biodisponibilidade do CuOH" e CuCO; foi observada. Também foi assumido um
percentual 6timo para FA (fulvic acids), derivado da estimativa de diferentes capacidades
de complexacao para diferentes tipos de matéria orgénica, ao invés da premissa de 50%
FA reativo para as versbdes B e C. A qualidade da matéria organica parece ser muito
menos importante neste modelo cronico, pelo menos para Daphnia magna (De
Schamphelaere e Jansen, 2004b). E importante ressaltar, desde ja, que neste trabalho foi
utilizada a versao disponibilizada pela HydroQual (2007) na internet, desenvolvida para
toxicidade aguda e “calibrada” para toxicidade crénica, conforme detalhado no item 4.4.
Esta versdo é uma evolugdo e consolidagao de todas as pesquisas desenvolvidas por

diferentes autores ao longo dos ultimos anos.

Villavicencio et al. (2005) avaliaram as trés versdes do modelo agudo citadas
anteriormente em comparacao a testes de 48 h LC50, para trés espécies de daphnideos,
em ftrinta e cinco aguas naturais do Chile, com faixas abrangentes de pH, dureza e
conteudo de matéria organica. Todas as versdes tiveram resultados satisfatérios (dentro

da faixa de aceitagao de duas vezes, para mais ou para menos, em 75% dos casos).

Gensemer et al. (2002) trabalharam com Ceriodaphnia dubia e tiveram sucesso aplicando
a versdo A ligeiramente modificada e ajustada para dados de toxicidade da literatura,
para esta espécie. Foi adicionado um log K para o complexo Mg®*-ligante biético na
predicdo do EC50 (48 h). Ao contrario, Long et al. (2004) tiveram sucesso limitado
aplicando a versao A para prever toxicidade de cobre para Daphnia magna. Com base
nestes resultados, Niyogi e Wood (2004) consideraram prematuro recomendar

especificamente uma versido do BLM.

Mais recentemente, De Schamphelaere et al. (2004) utilizaram uma abordagem nova
(medicado do percentual de acido fulvico na matéria organica por meio do coeficiente de
absorcdo UV — ultravioleta) para enfatizar os efeitos de protecédo de diferentes tipos de

matéria organica no modelo agudo para Daphnia magna. Estes autores utilizaram a
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versao C do BLM e 90% dos resultados para EC50 (48 h) estiveram dentro de uma faixa
de até 1,3 vezes do valor observado nos testes, o que pode ser considerado bastante

satisfatorio.

3.4 Observacoes recentes, especulacoes e necessidades de desenvolvimento do modelo

Como ja mencionado, a principal razao para a utilizagado do BLM, ao invés do gill model, &
a expectativa de sua aplicagao para outros organismos, além do peixe. No caso de alguns
microcrustaceos, por exemplo, dafinideos, nenhuma concentragcdo de metal no ligante
bidtico esta disponivel, e assim n&o existe uma maneira de determinar esta concentragéo
critica associada a 50% de mortalidade (C'vi — eq. 11). Nestes casos, o BLM é ajustado
para estes organismos, determinando a concentragdo critica no ligante bidtico, para o
metal de interesse, que reproduz a LC50 observado (Paquin et al., 1999 e Santore et al.,
2001). Desta forma, é assumido que as constantes de ligacdo para os metais sdo as
mesmas, independentemente da espécie considerada. Naturalmente, a Unica forma de
comprovar esta hipétese é comparar os resultados de LC50 para uma extensa faixa de

variacao das condigdes quimicas da agua, conforme mostrado na figura 3.10.

Esta figura mostra valores de LC50 calculados (predicted) e observados (measured) para
Cu e Ag, para peixes (fathead minnow e rainbow trout) e Daphnia pulex. As linhas
tracejadas delineam um fator de duas vezes a incerteza. Para cada um dos metais, a
unica diferenca entre 0 modelo para peixes e para Daphnia pulex é a concentracao critica

no ligante bistico (C'yi — eq. 11).

As necessidades de desenvolvimento do modelo, apontadas por Paquin et al. (2002), s&o:

(i) no modelo para toxicidade aguda os ligantes mais fortes estao saturados e nao
exercem uma influéncia grande sobre a especiagdo do metal; ao contrario, no caso
da toxicidade cronica, em que as concentragdes do metal sdo menores, estes ligantes
fortes tém que ser considerados relevantes (matéria organica e outros);

(i)  investigar o grau em que outras espécies, além do metal livre (M™), por exemplo

M(OH)*, aderem ao ligante bidtico e exercem a toxicidade;
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Figura 3.10 — Comparacgao da LC50 previsto pelo BLM e medido em laboratério, para
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cobre e prata, e diferentes organismos, segundo Erickson et al. (1996);
Dunbar (1996); Bury et al.(1999); Bills et al. (1997)

deve-se considerar os aspectos termodindmico e cinético das reagbes; o BLM
assume que a acumulagdo de metais no ligante bidtico esta sob controle
termodinamico, isto &, que a internalizagdo é lenta relativamente ao transporte do
metal da solugao aquosa para a superficie biolégica e depois sua reagéo na interface
epitelial; desta forma, considera que ha tempo de ocorrer uma resposta na
biodisponibilidade do metal, relativamente as mudangas na especiagéo; por outro
lado, sob certas condigdes, por exemplo, concentracbes metalicas baixas, esta taxa
de difusdo no meio aquoso é a etapa limitante, e por isto é necessario entender sob
quais condicbes isto ocorre e para quais metais;

o BLM assume que apos certo tempo ocorre um equilibrio entre a superficie da guelra
€ 0 meio aquoso; entretanto, o fato de que os organismos podem adicionar aménia e

CO3 na agua, influenciando a quimica da agua e, consequientemente, a especiagao
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metalica no micro-ambiente da guelra, leva a necessidade de uma melhor
investigacao deste aspecto;

(v)  estudar melhor o comportamento de outras espécies;

(vi) estudar melhor alguns aspectos nos ensaios de toxicidade crbnica, pois as
densidades do local de ligacdo e constantes de estabilidade mudam em resposta a
exposicdes mais longas (Szebedinsky et al., 2001), além de ocorrer uma recuperagao
fisiologica dos niveis de Na* (Lauren e Wood, 1987; Galvez et al., 1998; Galvez e
Wood, 2002);

(vii)  considerar as novas informacbes sobre fisiologia, a fim de esclarecer melhor os
mecanismos de interagao dos metais nos ligante biéticos;

(viii)  considerar a natureza e as propriedades dindmicas do ligante bidtico, visto que
atualmente o modelo considera uma estabilidade metal(cations)-ligante que n&o varia,
independente da quimica do meio aquoso; entretanto, o ligante bidtico é parte de um
organismo vivo e pode mudar suas propriedades, por exemplo, como resposta a
perturbacbes ambientais;

(ix) considerar um refinamento do modelo, jd que estudos em nivel molecular tém
demonstrado que pode n&o existir simplesmente um unico valor de log K entre um
metal e um ligante biético, mas muitos, e que a abundancia metalica relativa de cada
“porgcao” da ligacao varia de acordo com alguns fatores, como a exposigao prévia aos

metais.

Trabalhos posteriores, mais recentes, (De Schamphelaere e Jansen, 2002 e Heijerick et
al., 2002) mostram que prétons (pH) mitigam a toxicidade do cobre em D. magna e do
zinco em algas, mas exercem efeito oposto no caso do zinco em dafinideos. Isto ressalta
a necessidade de se estar atento ao fato de que o efeito da quimica da agua na

toxicidade do metal é dependente tanto do metal como do organismo-teste.

Bell et al. (2002) abordam o BLM e mecanismos moleculares na célula para correlacionar
especiacdo metalica e toxicidade. Sao apresentadas situagdes em que o critério de
equilibrio termodinamico utilizado no BLM nao pode ser considerado e as implicagoes
disto na sua capacidade de predicdo. Os mecanismos moleculares sado discutidos em
termos de como um metal “classe B” (ex: Cu, Ag, Hg) pode entrar na célula, como sao

distribuidos e como a célula responde a isto. Como estes metais ligam-se fortemente ao
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enxofre, todas as espécies S* devem ser consideradas nos sistemas aquaticos, mesmo

sob condigdes oxidantes.

Também, Niyogi e Wood (2004) apontaram necessidades de desenvolvimento do modelo,

conforme a seguir:

(i) o BLM foi originalmente concebido para peixes e em alguns casos foi recalibrado para
Daphnia pelo ajuste da LA50, para se adequar aos resultados dos testes de
ecotoxicidade; com isto, questbes a serem consideradas s&o: a natureza arbitraria
destes ajustes; possiveis diferencas de mecanismo entre Daphnia e peixes, que
podem alterar o valor de log K (afinidade), particularmente para Ca** e Mg**;

(i) a LA50 nado é necessariamente a carga de metal na guelra do peixe ou em todo o
corpo da Daphnia, mas a quantidade real de metal ligada a uma proteina “receptora”,
como uma enzima ionoregulatoria; portanto, um refinamento importante a considerar
€ a necessidade futura de incorporar propriedades verdadeiras de ligagdo do metal
(Bmax, l0g KgL.me, LA50) ao local-chave de toxicidade;

(i)  necessidade de considerar, no caso da matéria organica, os diferentes log K para os
multiplos locais de ligacdo do metal;

(iv)  estudar melhor os efeitos dos sulfetos na prevencao da toxicidade, ja que os Unicos

estudos foram feitos para Ag (Bianchini e Bowles, 2002).

Batley et al. (2004) apresentam uma revisdo dos avangos ocorridos nos ultimos vinte anos

nos estudos sobre especiacdo de metais e biodisponibilidade. Biodisponibilidade é

definido como a capacidade de um metal ser transportado até a membrana bioldgica e

presumivelmente atravessa-la. Um modelo atualmente aceito sobre biodisponibilidade é

apresentado na figura 3.11.

Os extremos deste modelo sdo: a) a taxa de internalizacdo do metal de um lado para
outro da superficie biologica é relativamente lenta comparada a taxa de difusdo na
superficie da célula, e o metal rapidamente entra em pseudo-equilibrio com o metal na
solugéo total (biodisponibilidade do metal sob controle termodindmico); e b) a taxa de
internalizagdo é rapida comparativamente a taxa de difusdo das espécies metalicas na

superficie da célula. Sob estas condi¢des, existe um gradiente de concentragdo em volta
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Figura 3.11 — Modelos de carreamento de metais numa célula biolégica (Batley et al.,
2004)

da superficie da célula, e os complexos metalicos podem se dissociar para se
contraporem a perturbagdes locais ao equilibrio. Nesta situagdo, a biodisponibilidade &
controlada por fatores cinéticos. O entendimento de qual fator é predominante, isto é,
termodindmico ou cinético, € essencial na determinacdo de qual procedimento de
medi¢cdo da especiacdo deveria ser utilizado. No primeiro caso, é recomendada a
medi¢ao das concentragdes de equilibrio do ion metalico livre (ou outras espécies que se
ligam aos locais de recepgdo). Em situagbes mais dindmicas, a biodisponibilidade seria
melhor estimada por meio da medicdo da concentragao da fracdo biodisponivel do metal.
Esta fracdo considera as espécies metalicas que se dissociam ao longo do tempo em que

se encontram na camada de borda de difusdo em torno do organismo.

Playle (2004) faz uma consideragdo sobre o fato de que os modelos tipo BLM foram
desenvolvidos considerando apenas um metal individualmente, mas que misturas de
metais sdo comuns no ambiente. Desta forma, ele desenvolveu modelos para interagoes
metal-ligante, considerando de dois a seis metais, e testou seus diferentes
comportamentos em relacdo ao conceito de unidade toxica ou “TU” (toxic unit). Foi
assumido que, quando metade dos locais de ligagao nos ligantes sdo preenchidos por um
metal, metade dos organismos morrem (LAS50, lethal accumulation; Paquin et al., 2002), e
que a concentragdo de um metal na agua em que ocorre esta mortalidade é definida
como LC50, a qual foi tomada como unidade téxica ou “TU” (toxic unit). A concluséo

obtida foi de que os modelos para multiplos metais comportam-se de forma previsivel mas
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nao-linear em concentragdes relativamente baixas de matéria organica. Estes modelos
calculam uma aditividade maior que a estrita em baixas concentragdes de metais (£ Me <
1 TU), devido a nao linearidade dos modelos (ex: “facil” preenchimento dos locais de
ligacdo em baixas concentragcdes metalicas); em altas concentragées metalicas (Z Me > 1
TU), o modelo calcula uma aditividade menor que a estrita, devido em parte a sua nao
linearidade, mas principalmente devido a competicdo entre os metais pelos locais de

ligacdo; em concentragdes intermediarias (X Me = 1 TU), aplica-se a aditividade estrita.

Slaveykova e Wilkinson (2005) fizeram uma analise critica do BLM. Segundo estes
autores, um estudo acurado da biodisponibilidade de metais-traco depende dos diferentes
fluxos (difusivo, internalizagdo, dissociagdo, etc.), de acordo com a figura 3.12. A
magnitude dos fluxos ira variar de acordo com a natureza quimica dos compostos sendo
acumulados, o tamanho e tipo de organismo e a natureza fisico-quimica do meio, dentre
outros fatores. Isto posto, o FIAM e o BLM seriam estritamente aplicaveis somente para

determinadas situagdes, que abrangeriam, dentre outras, as seguintes caracteristicas:

(i) a membrana biolégica é o local primario de interagdo do metal-traco com os
organismos, e é considerada quimicamente homogénea;
(i) o transporte de massa em direcao a membrana bioldgica ndo é limitante (camadas de
difusdo podem ser desconsideradas);
(i)  a constante de dissociacdo M-Rs tem 0 mesmo valor dos dois lados da membrana (Rs

- membrana biolégica, local de agao téxica).

Os autores concordam que o BLM tem se mostrado util na predicao dos efeitos de metais
sobre a biota aquatica e no entendimento do mecanismo de interagdo com a superficie
biolégica, mas que pesquisas adicionais tém que ser conduzidas em relacido aos
seguintes aspectos: a) melhor entendimento e quantificagdo da relacdo entre
bioacumulacgao e toxicidade; b) melhor entendimento sob quais circunstancias os modelos
dinAmicos se prestam adequadamente na predigdo de fenbmenos como transporte de
massa, adsorgédo e outros); c) determinacdo de concentracdes (e atividades) do ligante
bidtico; d) estabelecimento de uma relagdo entre complexos que transportam metais,

fluxos de acumulagao e concentragao total dos metais no ligante bidtico; e) modificacao
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Transporte de massa
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Figura 3.12 — Modelo conceitual de processos fisico-quimicos envolvidos no carreamento
de metais em microrganismos aquaticos (Slaveykova e Wilkinson, 2005)

do BLM, de modo que este leve em conta o caso ambientalmente mais relevante da
exposicdo de metais do BLM, de modo que este leve em conta o caso ambientalmente
mais relevante da exposi¢cdo de metais em baixas concentragbes e de forma crénica;f)
identificacdo e quantificagdo de outras importantes fontes de acumulagcao de metais (ex:

dieta do organismo).

Schwartz e Vigneault (2007) desenvolveram e testaram um modelo BLM para toxicidade
cronica de cobre em Ceriodaphnia dubia. Os efeitos da competicdo catibnica, pH e
complexagao de matéria organica para cobre foram utilizados para desenvolver o modelo.
Este foi validado considerando a IC25 (concentracdo que causa 25% de inibicdo na
reproducio), gerado com amostras de seis aguas de superficie naturais coletadas no
Canada. WHAM VI foi utilizado para calcular a especiagdo do cobre em cada agua
natural. O IC25 previsto foi obtido com sucesso, dentro de uma faixa de 3 vezes em

relacdo ao IC25 obtido em laboratério.

De Schamphelaere et al. (2007) estudaram o efeito do soédio na toxicidade aguda para
cobre, em organismos aquaticos, e concluiram que, ao contrario do que prediz o BLM, um
limite superior de protecao foi observado para algumas populag¢des, em concentragbes de

Na maiores que 4 mM. Isto sugere que outros processos, além da simples competicao
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Cu-Na no ligante bidtico, podem estar envolvidos na toxicidade do cobre, sendo

necessario um melhor entendimento para o refinamento do BLM.

Borgmann et al. (2008) modelaram a bioacumulagao e a biodisponibilidade de misturas de
metais e concluiram que o BLM deve ser utilizado com cautela neste caso. A toxicidade
total dos metais pode ser do tipo “cumulativa (aditivo)”, previsivel a partir de suas
concentragdes individuais, mas esta € a mais simples das interagdes a serem modeladas,

representando apenas uma das multiplas possibilidades.

Kamo e Nagai (2008) também estudaram a aplicacdo do BLM para misturas de metais.
Segundo os autores, os mecanismos téxicos de metais “pesados” ndo sdo completamente
compreendidos, mas a hipocalcemia é sugerido como o mais provavel para alguns
destes. O BLM foi modificado para predizer a toxicidade pela propor¢ao de nao-metais
que esta disponivel para a acumulagao de calcio, considerando a hipétese de que os
organismos morrem devido a hipocalcemia, quando alguns poucos ligantes estao
disponiveis para receber este elemento. Ja que a proporcédo entre multiplos metais pode
ser computada, podem ser também preditos os efeitos téxicos das misturas. A toxicidade
de zinco, cobre e cadmio para a “truta arco-iris” (Oncorhynchus mykiss) foi considerada,
utilizando varios dados da literatura. A proporgédo nao € influenciada pela quimica da agua
ou pelas espécies metalicas. Usando uma proporgdo constante, foram calculadas as
toxicidades dos metais. Os efeitos toxicos das misturas foram considerados como a soma
simples da toxicidade de cada metal (efeito aditivo), correspondentes as suas formas
biodisponiveis. Em termos de concentragao total de metais em agua, porém, efeitos nao-

aditivos, como antagonismo e sinergismo, sdo possiveis.

Ryan et al. (2009) estudaram a influéncia do pH, dureza, concentragdo de carbono
organico dissolvido e natureza da matéria organica na toxicidade aguda para cobre
(Daphnia magna) em aguas de baixa dureza nos EUA. Concentracdo de matéria organica
e pH tiveram influéncia significativa nos resultados (atenuante). Setenta por cento dos
dados situaram-se dentro da faixa de aceitacéo, na correlacédo entre resultados medidos e
previstos pelo modelo. De qualquer forma, sdo sugeridos alguns ajustes no modelo, para
melhoria de sua performance (calibracdo de constantes de ligagdo complexos-ligante

biotico).
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CAPITULO 4: MATERIAIS E METODOS

4.1 Procedimentos de campo

Foram realizadas 3 campanhas de amostragem, abrangendo o ciclo hidrolégico, nas
épocas de seca e de chuvas (agosto/2006, janeiro/2007 e julho/2007). Em cada
campanha, foram coletadas amostras de agua em 3 pontos na area da Mina do Sossego
e em 3 pontos na area do Projeto Salobo, conforme mapas apresentados nas figuras 4.1
ed?2.

Figura 4.2 — Pontos de amostragem no PrOJeto Salobo
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A Mina do Sossego é um empreendimento para lavra e beneficiamento de minério de

cobre ja em operagéo, isto €, a area ja vem sofrendo os impactos ambientais associados

a esta atividade, ao passo que a area do Projeto Salobo permanecia praticamente

intocada, ja que as obras de implantagdo ainda nao haviam sido iniciadas. Os pontos em

cada area foram selecionados considerando sua posi¢ao geografica, isto €, proximidade e

localizagdo (jusante/montante) em relagcdo a estruturas que podem gerar impacto

ambiental de alteragdo na qualidade das aguas (ex: pilhas de minério/estéril, diques de

contencao de finos, barragens de rejeito).

Na area da Mina do Sossego foram selecionados os seguintes pontos:

(i)

(ii)

(iii)

SS1: Rio Parauapebas, a jusante da confluéncia com o Igarapé Sossego e de
toda a area diretamente afetada pelo empreendimento;

SS2: Igarapé Sossego, a montante do empreendimento, mas recebendo a
influéncia de drenagens que fluem da area diretamente afetada pelo mesmo;
SS3: Rio Parauapebas, a montante da confluéncia com o Igarapé Sossego e

mais proximo da area diretamente afetada pelo empreendimento.

Na area do Projeto Salobo foram selecionados os seguintes pontos:

(i)

(ii)

(iif)

SB1: Igarapé Salobo, a jusante da area diretamente afetada pelo
empreendimento e préximo a uma futura barragem de contencgao de finos;
SB2: Igarapé Salobo, a montante do ponto anterior e mais préximo da area
diretamente afetada pelo empreendimento, em especial da futura barragem de
rejeitos;

SB3: Rio Cinzento, numa outra sub-bacia, a sul do empreendimento, e a cerca
de 3 km de distédncia de uma futura barragem de conteng&o de finos, cuja

drenagem flui em dire¢do ao ponto.

A Tabela IV.1, a seguir, apresenta as coordenadas UTM dos pontos de amostragem:
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Tabela IV.1 — Coordenadas dos pontos de coleta de amostras de agua

PONTO DE COLETA COORDENADAS UTM
SS1 - Sossego 9.292.644 N/606.570 E
SS2 - Sossego 9.292.346 N/602.338 E
SS3 - Sossego 9.289.590 N/605.869 E

SB1 - Salobo 9.356.226 N/556.280 E
SB2 - Salobo 9.361.172 N/551.201 E
SB3 - Salobo 9.353.290 N/551.440 E

O Anexo | mostra uma sequéncia de fotos tomadas durante a realizagdo dos trabalhos de

campo para coleta das amostras de agua.

A coleta e preservacao foram realizadas de acordo com a norma ABNT - NBR 9898 —
(1987) - Preservacdo e Técnicas de Amostragem de Efluentes Liquidos e Corpos
Receptores, que recomenda os tipos de frascos a serem utilizados, o preenchimento dos
mesmos, o0 volume das amostras, o periodo entre a coleta e a analise e o tipo de

preservagao.

Em cada ponto de amostragem foram feitas as seguintes coletas de amostras de agua:

I- 20 L, para ensaios de toxicidade;

[I- 1 L (cada frasco), para analises de:

(). metais totais (Ca, Mg, Cu, Na, K, Mn, Fe, Al); preservagao com acido nitrico

(ii). metais dissolvidos (Ca, Mg, Cu, Na, K, Mn, Fe, Al); filtragem e preservagdo com
acido nitrico in situ

(iii).  solidos totais e em suspensao; in natura

(iv).  sulfetos; preservacao com acetato de zinco e NaOH

(v). alcalinidade de bicarbonatos, alcalinidade de carbonatos, alcalinidade total,
cloretos, nitrato e sulfato; in natura

[lI- 100 mL, para analise de carbono organico dissolvido; filtragem e preservagdo com
acido sulfarico in situ.

Todas as amostras foram acondicionadas em caixas de isopor com gelo e preservadas

também por refrigeragédo, desde o momento da coleta até a chegada ao laboratdrio.
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A filtragem para analise de metais dissolvidos e carbono organico foi feita em campo,
utilizando-se seringas hipodérmicas (50 ml) e filtros de membrana (0,45 um). Os
parametros medidos em campo (in situ) foram pH, condutividade, temperatura e Eh. Os
trés primeiros foram medidos utilizando-se o instrumento WTW, modelo MULTI 340 i e o
Eh utilizando-se o instrumento HANDYLAB, modelo 1 SCHOTT. Em todos os dias, antes
das medicbes, foram feitas as devidas calibragbes dos instrumentos, com utilizagdo das

solugdes-padrao (para pH, solugdes-tampao —pH 4 e 7).

4.2 Procedimentos de laboratorio

Os parametros de laboratério foram selecionados por sua importancia para uma
caracterizacdo convencional de amostras de agua, pelo fato de serem facilmente
mensuraveis em laboratorio e, o mais importante, por serem os requeridos pelo modelo

BLM. O cobre, naturalmente, é o metal objeto do estudo.

As analises quimicas de todos os pardmetros mencionados anteriormente, com exceg¢ao
de carbono organico dissolvido, foram realizadas no laboratério SGS-Geosol, em Belo
Horizonte, conforme os métodos descritos em Standard Methods for the Determination of
Water and Wastewater 21° Ed. (2005):

i.  Metais totais e dissolvidos: SMEWW 3030B e 3120 B (ICP)

ii.  Alcalinidade bicarbonato e carbonato: SMEWW 2320 B (titulometria H,SO,)
iii.  Alcalinidade total: SMEWW 2320 B (titulometria H,SOy4)

iv.  Cloreto: SMEWW 4500CI B (titulometria)

v.  N.Nitrico (nitrato): SMEWW 4500NO3 B — espectrometria ou colorimetria
vi.  Sulfato: 4500S04 E (turbidimetria BaCly)
vii.  Sulfetos: SMEWW 4500 — S,. D (colorimetria — azul de metileno)

viii.  Sdlidos totais e em suspensao: SMEWW 2540 - gravimetria

Neste laboratério, utilizou-se analise em duplicata de sélidos suspensos (erro médio de

4.69%) e de brancos do proprio laboratério, para controle de qualidade.
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Diante das baixas concentragbes do metal de interesse nesta pesquisa, na segunda e
terceira campanhas de campo as andlises de cobre total e dissolvido foram também
realizadas através de espectrometria de massas com fonte de plasma (ICP-MS) - Perkin
Elmer Elan 9000 no Laboratério de Processamento Aquoso do Departamento de
Metalurgia e Materiais da UFMG (DEMET/UFMG), em Belo Horizonte. Nestes casos, o
laboratorio SGS-Geosol separou uma aliquota das amostras enviadas para as analises de

metais totais e dissolvidos, para encaminhamento ao laboratério do DEMET/UFMG.

As amostras filtradas para determinacdo de carbono organico dissolvido foram
encaminhadas para o Laboratério de Processamento Aquoso do Departamento de
Metalurgia e Materiais da UFMG (DEMET/UFMG), em Belo Horizonte, e analisadas em
um equipamento Shimadzu, modelo TOC-VCSN. A analise de carbono total (TC) baseia-
se na oxidagao ou decomposi¢ao de todo carbono contido na amostra, a CO, no tubo de
combustado, a 680°C. A medigdo do carbono inorganico (IC) baseia-se em acidificacédo e
decomposig¢ao dos carbonatos a CO, , que é purgado com o O, e analisado. O carbono

organico é obtido pela diferenga entre TC e IC.

4.3 Ensaios toxicolégicos

4.3.1 Introdugao

Estes ensaios foram realizados para avaliagdo de toxicidade aguda e cronica do cobre
nas amostras de agua coletadas em campo, tendo sido realizados nos laboratorios
TECAM - Tecnologia Ambiental, em Sao Paulo. Os ensaios de toxicidade aguda avaliam
uma resposta severa e rapida dos organismos aquaticos a um estimulo que se manifesta,
em geral, num intervalo de 48 horas. Normalmente, o efeito observado é a letalidade ou
outra manifestacdo do organismo que a anteceda, como o estado de imobilidade em

alguns microcrustaceos.

Para avaliar os efeitos agudos dos agentes toxicos em testes de toxicidade usa-se,
geralmente, a concentragéo efetiva (CE50) que causa mortalidade ou imobilidade a 50%
dos organismos-teste. Assim, a exposicdo a uma concentracdo de agentes todxicos,

mesmo que por curto periodo de tempo, pode causar efeitos deletérios aos organismos
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aquaticos pertencentes a diferentes niveis tréficos, embora o senso comum relacione a

toxicidade apenas a mortandade de peixes.

Os ensaios de toxicidade cronica, por sua vez, avaliam a agao das substancias cujo efeito
traduz-se pela resposta a um estimulo que continua por longo tempo, geralmente por
periodo que vai de 1/10 do ciclo vital até a totalidade da vida do organismo. De modo
geral, porém nao exclusivo, esses efeitos sdo sub-letais e observados em situagdes em
que as concentragdes do agente tdxico permitem sua sobrevivéncia, mas afetam uma ou
varias de suas fungbes biologicas, interferindo, por exemplo, na reprodugéao,
desenvolvimento de ovos, crescimento, maturagcdo e comportamento em geral. No
ambiente aquatico, observam-se os efeitos cronicos quando substancias com alguma
toxicidade sdo lancadas continuamente nos corpos receptores. Desta forma, os
organismos podem se expor a estas concentragdes por longos periodos de tempo,

ocasionando efeitos crénicos a niveis sub-letais e até mesmo letais.

4.3.2 Organismo-teste

O organismo (bioindicador) utilizado nos ensaios foi a Ceriodaphnia dubia. As chamadas
“pulgas d’agua‘, tanto a Daphnia como a Ceriodaphnia, sdo microcrustaceos comumente
encontrados em ambiente fluvial de paises de clima temperado, tendo espécies similares
no Brasil. Medem cerca de 0,1 a 5,0 mm de comprimento e possuem uma carapaga
transparente do tipo bivalve. Em condi¢gdes naturais, alimentam-se basicamente de algas,
bactérias, protozoarios e de uma grande variedade de detritos organicos, os quais séo
capturados através de seu sistema de filtragem. Por meio de varios mecanismos
complexos, as particulas alimentares coletadas séo transferidas para um sulco alimentar
meio-ventral, onde sdo envolvidas em muco e depois movidas para frente até as maxilas,

que empurram o alimento para o interior da boca.

A locomocgdo das “pulgas d’agua“ € efetuada principalmente através das segundas
antenas birremes que funcionam como se fossem remos. O movimento €
predominantemente vertical e aos pulos, justificando a denominagéo popular. Os olhos
compostos e sésseis encontram-se fundidos em um unico olho mediano rotacionavel e é

utilizado para orientar o animal na natagdo. As trocas gasosas sdo efetuadas por
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estruturas especializadas, situadas nos apéndices do tronco, denominadas branquias. A
presenga da hemoglobina depende frequentemente da concentragdo de oxigénio
existente no meio, de forma que os animais tornam-se incolores em aguas bem aeradas e

alaranjados em aguas estagnadas.

O coracao dos cladéceros € um pequeno saco globular com somente um par de 6éstios, o
qual repousa dorsalmente na parte anterior do tronco. O sistema arterial restringe-se a
uma curta aorta anterior ndo ramificada. Sua reprodugéo, em condi¢gdes normais, ocorre
por partenogénese, ou seja, assexuadamente, como em muitos rotiferos. Os ovos
diploides partenogenéticos eclodem dando origem a fémeas, podendo uma Unica fémea
produzir uma sucessado de geragdes. O desenvolvimento é direto e o jovem (neonata),
deixa a camara incubadora e passa a viver independentemente. Porém, condicbes
desfavoraveis (tais como alteracbes de temperatura, escassez de alimento,

superpopulacao, entre outros fatores) provocam o aparecimento de machos.

Com o surgimento de machos, ocorre a reproducdo sexuada, originando um ovo de
resisténcia chamado efipio. Os efipios flutuam, afundam ou aderem a objetos, podendo
suportar o0 ressecamento, 0 congelamento e até as enzimas digestivas.
Consequentemente, os ovos eclodem rapidamente quando encontram as condigdes
ideais, dando origem a uma fémea que reinicia o ciclo partenogenético. Por meio destes

ovos ocorre a dispersdo e a perpetuacao dessas espécies.

Para a primeira campanha de amostragem foram realizados apenas ensaios de toxicidade

crbnica para as seis amostras coletadas, pois o método para realizacdo dos trabalhos

ainda _estava sendo consolidado. Nas segunda e terceira campanhas foram realizados

ensaios tanto agudos como cronicos.

4.3.3 Método para ensaios de toxicidade aguda

Os ensaios foram realizados durante um periodo de quarenta e oito horas. Ao término dos
testes, foi estimada a concentragdo nominal das amostras que causou imobilidade a 50%

dos organismos, nas condicoes teste - CE50; 48h. O método utilizado para a realizagao
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do ensaio esta descrito no Methods for measuring the acute toxicity of effluents and

receiving waters to freshwater and marine organisms (USEPA, 2002).

O principio do método consiste na exposi¢do de organismos jovens a varias diluicbes da
amostra (solugdes-teste). Para cada diluicio devem ser adicionados no minimo 20
organismos, distribuidos em pelo menos duas replicatas. Apds 48 horas, registra-se o
numero de organismos moveis e o maior percentual de imobilidade, para determinagao do
CE50. A agua de diluicdo utilizada para a realizacdo dos ensaios foi coletada nos
diferentes pontos de amostragem (agua de rio). Para o controle também foram utilizadas
as amostras de agua de rio. Controle adicional foi feito com amostras de agua de represa
(dgua padrao). Os testes foram do tipo estatico, isto €, sem renovagao periddica do meio

(4gua).

Para cada amostra foi preparada inicialmente uma solugdo-estoque com o reagente
sulfato de cobre pentaidratado P.A. (CuS0O,4.5H,0), marca F. Maia Industria e Com. Ltda.,
na concentracao 100,0 mg/L. A partir desta, foi preparada outra solugao-estoque (10,00
mg/L), e a partir da menor solugado-estoque foram feitas as diluigdes utilizadas nos testes
(0,075; 0,150; 0,300; 0,600; 1,200 mg/L Cu). Todas as solugdes foram preparadas com as

amostras de agua de rio coletadas nos pontos de amostragem.

Jovens com 6 a 24 horas de idade foram selecionados da cultura isolada 24 horas antes
do inicio do teste. Foram colocados cinco jovens do organismo-teste (C. dubia) em cada
béquer com 25mL de solucdo-teste e um controle com agua de rio, com quatro réplicas
em cada concentracdo. Adicionalmente, foi preparado um controle com agua de represa
do Tecam, utilizada para o cultivo dos organismos (agua padrado). Apdés 48 horas de
exposicdo, foram contados os animais iméveis em cada béquer. Sdo considerados
iméveis os animais incapazes de nadar durante um periodo de 15 segundos de
observagao, apos agitagdo leve do frasco, e também os aprisionados na superficie da
agua, mesmo que moveis. No inicio e no final dos testes foram realizadas medigdes de
pH e teor de oxigénio dissolvido da agua padrdo, da agua de diluigdo e de trés
concentracdes preparadas. Valores de oxigénio dissolvido inferiores a 1,0 mg/L e pH fora
da faixa de 5 a 9 podem interferir no resultado do ensaio, mas isto ndo ocorreu em

nenhum momento. Além dessas analises, foi também determinada a dureza total das
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amostras de agua, para comparagao com os resultados obtidos no laboratério SGS-
GEOSOL e posterior interpretacao dos resultados dos bioensaios, verificando possiveis

correlacdes.

A concentracéo efetiva inicial mediana apés 48 horas de exposicdao — CE50; 48h — e
respectivo intervalo de 95% de confianga foram estimados através do método Spearman-
Karber modificado (Hamilton et al., 1977), que consiste num método estatistico

apropriado.para este tipo de calculo.

4.3.4 Método para ensaios de toxicidade cronica

Estes ensaios avaliaram os efeitos sobre a sobrevivéncia e reproducdo da C. dubia
exposta a diferentes concentragdes da substancia, durante um periodo de 7 dias. Ao
término dos testes foram estimadas a concentracdo de efeito ndo observado (CENO —
concentracdo mais elevada que ndo causa efeitos deletérios aos organismos) e a
concentracao de efeito observado (CEO — concentracdo mais baixa que causa efeitos

deletérios).

O método utilizado para a realizacao dos testes seguiu os procedimentos da ABNT (2005)
e U.S. Environmental Protection Agency (USEPA, 2002), descrita a seguir. Para cada
amostra foi preparada inicialmente uma solugao-estoque com o reagente sulfato de cobre
pentaidratado P.A. (CuS0Q,.5H,0), marca F. Maia Industria e Com. Ltda., na concentragao
100,0 mg/L. A partir desta, foram preparadas duas outras solugdes-estoque (10,00mg/L e
1,00mg/L), e a partir destas foram feitas as diluigdes utilizadas nos testes (0,005; 0,009;
0,019; 0,038; 0,075; 0,150 mg/L Cu). Todas as solugbes foram preparadas com as
amostras de agua de rio coletadas nos pontos de amostragem. Organismos jovens com 6
a 24 horas de idade foram selecionados da cultura isolada 24 horas antes do inicio do
teste. Em cada béquer foi colocado um organismo jovem e 20 mL de solugao-teste ou
agua de rio (controle), com 10 réplicas para cada tratamento. Os animais foram
alimentados diariamente durante o periodo do teste com alga Pseudokirchneriella
subcapitata e ragdo de peixe fermentada. Adicionalmente, foi preparado um controle com

agua de represa do Tecam, utilizada para o cultivo dos organismos (agua padréo).
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Os testes foram realizados em sistema semi-estatico (troca de solugdes a cada 48 horas
aproximadamente). Ao serem transferidos para as novas solug¢des-teste, os animais foram
observados quanto a mortalidade e ao numero de jovens produzidos por animal. Ao final
do teste, os animais que n&o produziram descendentes foram observados sob
estereomicroscépio, para determinagcdo do sexo. Os machos, quando presentes, foram
excluidos das analises estatisticas de reprodugédo. Para cada novo preparo de solucdes
foram realizadas analises de pH, condutividade e teor de oxigénio dissolvido, além da

dureza total das amostras e da agua de diluicdo no inicio do teste.

As analises estatisticas utilizadas para a determinacdo dos parametros CENO e CEO

foram as seguintes:

i. Teste F et (Zar, 1999), para comparagéo da reproducao do controle com agua de
represa (Tecam) com os demais controles com amostras de agua de rio
i. Prova Exata de Fisher (Zar, 1999), para comparacao da mortalidade do controle
com a das demais solucdes-teste
iii. Teste de Normalidade do Chi-Quadrado (USEPA, 2002)
iv.  Teste de Bartlett, para homogeneidade de variancia (USEPA, 2002)
v. Teste de Williams (Gelber et al., 1985; Williams, 1971, 1972), para comparagao da

reproducdo média do controle com a das demais solugdes-teste

O Anexo Il mostra algumas fotos tomadas durante a realizagdo dos ensaios toxicologicos

no laboratério TECAM, além de uma imagem de Ceriodaphnia dubia.

4.4 Utilizacdo do modelo BLM

O Biotic Ligand Model (BLM) é um software que pode ser utilizado para calcular a
especiagdo quimica de um metal dissolvido, incluindo a complexagcdo com ligantes
organicos, inorganicos e bidticos (HydroQual, 2007). O ligante biotico representa um
receptor discreto ou um local de agdo em um organismo, onde a acumulagdo de um metal
tem como resultado a toxicidade. O BLM pode assim ser utilizado para predizer a
acumulagdo de metal neste local, a partir de sua concentracdo na agua e de sua

especiacao quimica.
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De acordo com a estrutura conceitual do BLM, a acumulagdo de um metal ao ligante
bidtico, a partir de uma determinada concentragao (threshold), conduz a toxicidade. Esta
acumulacéo critica no ligante bidtico € chamada de LAS5O, isto €, a acumulagéo letal de
um metal que resulta em 50% de mortalidade em uma exposicao toxicolégica. A LA50 é
expresso na unidade NmMol/g peso umidco dO ligante bidtico. Desde que o BLM inclui a
especiagao quimica do metal, sua complexagdo e competicdo com outros metais (ex: Ca,
Na, Mg) no ligante bidtico, a quantidade de metal dissolvido necessaria para atingir o
threshold (LAS50) ira variar, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas da agua.
Portanto, além de calcular a especiagao quimica, o BLM também pode ser utilizado para
predizer a concentragcdo de metal que resultara em toxicidade, num determinado sistema

aquatico.

A versdo utilizada do (BLM) foi obtida diretamente da internet, no site
http://www.hydroqual.com/bim. Esta versdo é de Junho de 2007 (Biotic Ligand Model
Windows Interface, Version 2.2.3). E muito importante ressaltar que esta versdo foi

desenvolvida e calibrada considerando apenas ensaios para toxicidade aguda.

A figura 4.3 mostra a tela de abertura do programa. Como pode ser observado, as
informacdes sobre qualidade da agua que devem preenchidas nesta tela, para rodar o
programa, sao: temperatura; pH; carbono orgéanico dissolvido; cations principais (Ca, Mg,
Na e K); anions principais (SO,4 e Cl); alcalinidade; e sulfetos. O campo “HA” refere-se a

fragdo de acido humico do carbono orgéanico dissolvido (Humic Acid Fraction of DOC).

O BLM utiliza o Windermere Humic Aqueous Model (WHAM, Version 1.0) para modelar a
interagdo entre metais e a matéria organica, sendo que este modelo leva em
consideracdo a presenca tanto de acidos humicos como fulvicos. Desta forma, é
necessario especificar a porcentagem de cada uma destes tipos. Infelizmente, esta
caracterizacdo nao é feita de forma rotineira e, na auséncia desta classificagdo, um valor
de 10% para o conteudo de acidos humicos € o recomendado para a maioria das aguas
naturais, tendo sido utilizado para as simulagbes de toxicidade aguda e também crbnica
(Aiken, 1985).


http://www.hydroqual.com/blm

45

. Bt Ligani Fodel, Yersion 2,00 - Research Mode: =00 x|
Fils B Iy Hels

7 B4y

- [aard Sabections
[ B B O s T | Mest o D Fthasd Mirnow Prisciction Mo Teoishy

| |
Bie Labal Toiarmgie Latl [Trmm] o] Ta]__DOC]_ WAl Tal ] [T K sod] T Alainty =
o1 wgtegla] x| wgh] wmgt]  mgfl  omgd]  repf] eel|egl CaDY gl

ﬁﬁﬁﬁﬁ

Figura 4.3 — Tela de abertura do programa BLM

Pesquisa bibliografica foi realizada com o objetivo de buscar mais informagdes sobre
conteudo e composigdo de matéria orgénica dissolvida em agua, na regido amazénica, de
forma a permitir a utilizagdo do modelo BLM com parédmetros ajustados e consistentes.
Pouquissimos dados estdo disponiveis. Benedetti et al. (2002) estudaram a matéria
organica natural nos rios Amazonas e Negro e verificaram caracteristicas diferentes,
dependendo do local, sendo o carbono coloidal do Rio Amazonas predominantemente do
tipo fulvico, enquanto que as fracdes particuladas e coloidais do Rio Negro sao
predominantemente do tipo humico. No primeiro caso, a relacao FA/HA pode chegar até a
5,17. De qualquer forma, a variabilidade do conteddo da matéria organica dissolvida em
diferentes tipos de agua nao é considerado um parametro critico para o modelo e poucos
beneficios sdo alcangcados por meio de sua caracterizagao, além das concentragbes do
carbono organico dissolvido (HidroQual, 2007). Esta premissa pode ser justificada pelo
fato de que, na natureza, a matéria organica nao ocorre fracionada em acidos humicos e

fulvicos, e sim em conjunto.

Apds o preenchimento de todos os campos, foi feita a selegdo das unidades utilizadas

para os diferentes parametros, conforme exemplo mostrado na figura 4.4.
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Figura 4.4 — Tela do BLM utilizada para seleg¢édo das unidades dos diferentes parametros

Antes de utilizar o programa, foi feita a selecdo do elemento quimico considerado nos

estudos (cobre) e também do organismo utilizado nos ensaios de toxicidade (C. dubia),

conforme exemplo mostrado na figura 4.5.
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Figura 4.5 — Tela do programa BLM utilizada para sele¢do do organismo e do elemento

Considerando que o programa foi originalmente desenvolvido e calibrado para ensaios

agudos, foi necessario fazer as calibragdes e ajustes para ensaios de toxicidade crénica.



47

Neste caso, seguiu-se as orientacbes do pesquisador Dr. Karel De Schamphelaere,
incorporando alguns arquivos a atual versdao do BLM e selecionando a opgéo “user
selected metal/organism”, conforme mostrado na figura 4.5. O Dr. Karel De
Schamphelaere realizou diversos estudos e apresentou varios trabalhos sobre toxicidade
aguda e crbnica. Em De Schamphelaere e Jansen (2004a) foram apresentados estudos
para desenvolvimento e validagdo de campo do BLM, na predicdo de toxicidade crbnica
em Daphnia magna. Dos trés modelos testados, o “modelo 3” foi o que apresentou melhor
capacidade de predicdo. As orientagdes repassadas pelo Dr. Karel De Schamphelaere
para este trabalho foram baseadas neste “modelo 3", especialmente naquilo que se refere
aos valores de log K para ligagdes de alguns compostos de cobre e de outros metais com
o ligante bidtico, e também para um valor critico da concentragao de Cu no ligante bidtico
do organismo-teste (“sensibilidade” ou LA50). Como este valor critico foi obtido para
Daphnia magna, foi necessario ajusta-lo, considerando que o organismo utilizado nos
ensaios foi a Ceriodaphnia dubia. Este ajuste foi feito de forma empirica, isto é, alterou-se
o0 seu valor, sequencialmente, até que viesse a ser obtida uma boa correlagado entre
resultados medidos e previstos. Além disto, foram feitas também outras simulagoes,
variando-se a concentracdo de matéria organica e a porcentagem de acido humico (em
relagdo ao acido fulvico), até que se obtivesse os graficos mais consistentes de
correlagéao entre toxicidade medida e prevista para os ensaios crénicos. Neste trabalho,
os resultados mais consistentes foram obtidos quando considerou-se a concentracao total
de carbono organico dissolvido (e nao uma fragéo desta), 10% de acidos humicos e 10

nmol/g,, como concentragao critica de cobre no ligante bidtico.

Outra consideragcdo muito importante a ser feita na utilizacdo do BLM para ensaios de
toxicidade crénica refere-se aos parametros obtidos em laboratério. Os resultados destes
ensaios foram expressos segundo CENO - concentracdo de efeito ndo observado
(concentracdo mais elevada que nao causa efeitos deletérios aos organismos) e CEO -
concentracao de efeito observado (concentragdo mais baixa que causa efeitos deletérios).
Como CENO e CEO séo obtidos por meio de tratamentos estatisticos de variabilidade, a
partir de um valor de concentracao de teste pré-estabelecido, neste caso podem ser
considerados como padrdes “tendenciosos” e inadequados para o modelo BLM, pois nao
sdo medidas pontuais, obtidas a partir de uma curva concentragao-efeito (Di Toro et al.,

2001). Assim, foi necessario “converter” os valores de CENO e CEO para outros valores
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que nao dependiam de analise estatistica de variabilidade, a partir dos dados brutos
obtidos nos ensaios. Os parametros CI50 ou CI25 (concentragdo de inibigdo mediana)
avaliam a concentragdo da amostra que causa inibicdo em 50% ou 25% da populagao
testada, para ensaios crénicos. Esta inibigdo pode ser crescimento, reprodugido ou outro

parametro. Um bom exemplo esta apresentado em Schwartz e Vigneault (2007).

Com o objetivo de converter os parametros CENO e CEO, a partir dos dados brutos, para
Cl25 e CI50, foi utilizado o software ICp 2.0 (Inhibition Concentration Approach),
desenvolvido pela EPA - U.S. Environmental Protection Agency. Este programa faz a
interpolacéo linear dos dados brutos e gera os valores de concentracéo de inibicdo. Neste
estudo, foram considerados os resultados da concentragio de inibicao para a reproducao
de 50% dos organismos (CI50), porque sua correlagdo com os valores previstos foi

melhor.
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CAPITULO 5: RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Parametros fisico-quimicos

Os laudos das analises quimicas estdo apresentados no Anexo lll, assim como uma
tabela-resumo de todos os pardmetros fisico-quimicos medidos em campo e em
laboratério. No caso das analises para carbono organico, onde Ié-se carbono organico
total (TOC), entenda-se carbono organico total dissolvido, ja que a amostra enviada para

analise foi filtrada em campo (membrana 0,45 uym).

A figura 5.1 mostra graficos dos resultados dos parametros fisico-quimicos coletados em
campo e a figura 5.2 graficos dos resultados dos pardmetros quimicos medidos em
laboratério, incluindo o cobre dissolvido, em trés campanhas de campo, para trés pontos

de coleta em cada area.

Conforme pode ser observado na figura 5.1, os valores do parametro condutividade
elétrica na area da Mina do Sossego foram sempre maiores do que aqueles na area do
Projeto Salobo, indicando que a atividade de mineragdo proporcionou uma maior
solubilizagao de cations e anions para os cursos d’agua da regido. Esta situagao pode ser
comprovada também por meio da analise dos valores de pH, alcalinidade, cloreto, Mg,
Ca, Na, K, sulfato e carbono organico dissolvido (figura 5.2), em geral maiores nas
amostras coletadas na area da Mina do Sossego. As principais excegdes para esta
situagao ocorreram no ponto SS2, que apresentou valores de alguns parametros menores
do que aqueles para os pontos da area do Projeto Salobo. O ponto SS2 esta situado no
Igarapé Sossego, a montante da area da mina, e pode ser considerado um ponto de
referéncia (background) para a area, por sua situagdo geografica menos vulneravel aos

impactos do empreendimento.

Na segunda campanha, os valores de cobre dissolvido variaram entre 2,5 e 5,0 pg/L nas
amostras da Mina do Sossego, e entre 1,4 e 2,9 pg/L nas amostras do Projeto Salobo. Na
terceira campanha, os valores de cobre dissolvido variaram entre 6,2 e 25,8 ug/L nas

amostras da Mina do Sossego e entre 2,8 e 3,7 ug/L nas amostras do Projeto Salobo.
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Figura 5.2 — Alguns parametros quimicos medidos em laboratério (mg/L; Cu em ug/L) a partir da amostragem realizada em trés
pontos nas areas da mina do Sossego (SS) e do Projeto Salobo (SB), nas campanhas de campo de agosto/2006
— estacao seca (preto), janeiro/2007 — estagédo chuvosa (cinza-escuro) e julho/2007 — estagdo seca (cinza-claro)
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O valor elevado de cobre dissolvido no ponto SS3 (18,7 ug/L) foi acompanhado por uma
elevagao também significativa na concentragdo de sulfato (17,6 mg/L), mas isto nao
ocorreu para o ponto SS2, onde o valor de cobre dissolvido foi de 25,8 ug/L e o de sulfato
apenas 2,24 mg/L, nao tendo sido possivel, nesta situacao, identificar o ligante do cobre

responsavel pelo seu valor elevado.

E importante também fazer uma analise dos resultados considerando a sazonalidade das
campanhas, ja que a primeira € a terceira foram realizadas em época seca (agosto/2006 e
julho/2007), e a segunda em época chuvosa (janeiro de 2007). Desta forma, observa-se
que os parametros alcalinidade e Mg apresentaram, em geral, valores mais elevados nas
campanhas da estacdo seca, quando comparado a estacdo chuvosa, comprovando,
nestes casos, o principio da diluicdo quimica, que considera menores concentragdes do
elemento quanto maior o volume de agua. Ao contrario, os pardmetros Na, K, Mn, Fe, Al,
sOlidos totais e carbono orgénico dissolvido apresentaram, em geral, valores mais
elevados na campanha da época chuvosa, quando comparados aos da época seca, 0 que
pode ser explicado por uma maior solubilizacdo dos cations, &nions e matéria organica,
nesta estacdo. Para reforcar esta interpretacdo, observa-se que os pardmetros ferro e
aluminio, que normalmente ocorrem na forma de hidroxidos e sdo bastante comuns em
paises tropicais devido ao intemperismo fisico e quimico, apresentam os valores total e
dissolvido mais elevados na segunda campanha, mostrando uma maior solubilizagdo na
época de chuva (Vasconcelos et al., 2004). De qualquer forma, esta interpretacao da
influéncia da sazonalidade nos resultados é dificultada pelos baixos valores dos
parametros, pela relativa proximidade dos resultados, em alguns casos, e pela pouca

quantidade de dados.

5.2 Avaliagao da toxicidade aguda pelo modelo BLM

O relatorio dos resultados dos ensaios de toxicidade aguda obtidos em laboratério para a
segunda e terceira campanhas estdo apresentados no Anexo IV (Relatorio Final
RL0932/2007 — 1.0CD-Agudo-A; TECAM Tecnologia Ambiental), assim como uma tabela-
resumo dos resultados. Conforme ja ressaltado anteriormente, para a primeira campanha

nao foram realizados ensaios agudos, pois 0 método para o trabalho ainda estava sendo
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consolidado. A figura 5.3 apresenta um grafico com os resultados de toxicidade aguda

obtidos em laboratério, para a segunda e terceira campanhas.
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Figura 5.3 — Resultados de toxicidade aguda (laboratério) na segunda e terceira
campanha de campo (CE50, ug/L Cu)

A figura 5.4 mostra a correlagao entre os resultados de toxicidade previstos pelo modelo
BLM e os obtidos nos ensaios de toxicidade aguda, na segunda e terceira campanha de
campo. A reta com trago continuo expressa a perfeita correlacao e as retas tracejadas
delimitam a faixa de aceitagdo da dispersao dos pontos, correspondendo a mais ou

menos 2 vezes.

O grafico da figura 5.4 mostra que quase todos os pontos que correlacionam resultados
medidos e previstos situam-se dentro da faixa de aceitacdo de dispersdo. Apenas os
pontos SB1 (segunda campanha) e SS3 (terceira campanha) encontram-se fora desta

faixa, mas assim mesmo bem préximos ao limite da reta superior.

E possivel perceber a existéncia de dois conjuntos de pontos: um mais & esquerda do
grafico, representado pelas amostras coletadas na area do Projeto Salobo (série “SB”), e
outro mais a direita, representado pelas amostras coletadas na area da Mina do Sossego
(série “SS”). As amostras do Projeto Salobo apresentam menores valores da CE50, isto é,

tém maior toxicidade do que as da Mina do Sossego.
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Conforme ja comentado anteriormente, esta situagdo reflete um efeito mitigador
proporcionado por uma maior solubilizacdo de cations e anions para os corpos hidricos,
provocado pelas atividades de mineragdo, com exposigdo e movimentagao do solo e das
rochas. Ao contrario, a area do Projeto Salobo é mais virgem e preservada, estando,
portanto, mais vulneravel aos impactos do langamento de metais na agua. Desta forma,
impactos negativos da atividade de mineracdo em corpos hidricos podem ser atenuados
por esta mesma atividade, desde que a solubilizagdo de determinados elementos nao

seja suficientemente elevada para provocar efeitos adversos.

Observa-se também que todos os resultados da CE50, inclusive aqueles das amostras do
Projeto Salobo, ficaram acima do valor maximo permitido para corpos hidricos Classe 2,
segundo a Resolugdo CONAMA 357/2005. A faixa de valores da CE50 estd dentro
daquela comumente citada na literatura, que pode variar de 10 a 1000 ug/L Cu (ex: Di
Toro et al., 2001; De Schamphelaere et al., 2002; De Schamphelaere e Jansen, 2002; De
Schamphelaere et al., 2004; Bossuyt et al., 2004; Villavicencio et al., 2005; Hyne et al.,
2005; De Schamphelaere et al., 2007).

A toxicidade das amostras coletadas na Mina do Sossego obedeceu a sequéncia dos
pontos de amostragem SS3<SS1<SS2. Conforme também ja comentado anteriormente, o
ponto SS2 esta localizado no Igarapé Sossego, a montante do empreendimento, e
portanto numa situagdo de maior preservagdo e ao mesmo tempo de menor protegao
contra impactos adversos, 0 que explica sua maior vulnerabilidade e menor valor da
CE50. Para as amostras coletadas nesta area, observa-se uma 6tima correlagédo entre os
resultados medidos e previstos na segunda campanha, fato evidenciado pela posigcao dos
pontos proxima a reta central. Na terceira campanha, a melhor correlacdo entre os
resultados medidos e previstos foi a do ponto SS1 e a pior a do ponto SS3, fato

evidenciado pela posicédo destes em relacéo a reta central.

As amostras coletadas na area do Projeto Salobo apresentaram maior toxicidade (menor
CE50). Na segunda campanha, a ordem crescente da toxicidade foi SB3<SB2=SB1.
Embora os resultados de toxicidade medidos para os pontos SB1 e SB2 sejam iguais, os
resultados previstos pelo modelo BLM apresentaram toxicidade no ponto SB1 maior que

no ponto SB2. Além disto, a correlacido entre resultados medidos e previstos nao foi tao
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consistente quanto aquela da Mina do Sossego, fato evidenciado por um maior
afastamento da reta central. Na terceira campanha, a ordem crescente da toxicidade foi
SB3<SB1<SB2 e a correlacao entre resultados medidos e previstos foi melhor para as
amostras do Projeto Salobo do que para aquelas da Mina do Sossego, ao contrario do
observado na segunda campanha, fato evidenciado por uma maior proximidade dos

pontos em relacéo a reta central.

O ponto SB3, que sempre apresentou os menores valores de toxicidade (maior CE50) na
area do Projeto Salobo, esta situado numa outra sub-bacia, a sul das estruturas
projetadas (Rio Cinzento), ao contrario dos demais, que estdo na sub-bacia do Igarapé
Salobo. A amostra coletada neste ponto apresentou alguns valores de parametros fisico-
quimicos mais elevados que a propria amostra coletada no ponto SS2, na Mina do
Sossego, 0 que possivelmente aumentou sua capacidade de atenuacao contra os efeitos
téxicos do cobre. Como ndo ha atividade antropica nesta area, supde-se que esta seja

uma condicao natural no local do ponto SB3.

Comparando-se os mesmos pontos, todos os valores de toxicidade medida na segunda
campanha foram menores que na terceira, isto €, os valores da CE50 foram sempre
maiores na segunda campanha. A segunda campanha foi feita na época de chuva e os
parametros Na, K, Mn, Fe, Al, sélidos totais e carbono orgéanico dissolvido apresentaram,
em geral, valores mais elevados do que aqueles da terceira campanha (época seca),
sendo isto decisivo para a obtengdo de menores valores de toxicidade, ainda que os
parametros alcalinidade e Mg também tenham sido menores na segunda campanha. A
diminuigao significativa dos valores de carbono organico dissolvido na terceira campanha
(em até 4,2 vezes, como no caso do ponto SS1), em relagdo a segunda, parece ter sido o
fator principal a explicar o aumento da toxicidade. O ponto SS3, por exemplo, apresentou
uma diminuicdo significativa nas concentragdes de carbono organico dissolvido na
terceira campanha (3,4 vezes em relacdo a segunda) e um aumento da toxicidade em
mais de 100%. Os valores para sulfetos foram sempre menores que o limite de deteccao
do método, ndo permitindo nenhuma analise. Isto ja era esperado devido aos baixos

valores de Eh obtidos em campo.
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Os graficos apresentados nas figura 5.5 e 5.6 mostram a variagao da toxicidade aguda —
CE50 - para cobre dissolvido em Ceriodaphnia dubia, em funcao de diferentes pardmetros
fisico-quimicos e por meio de regressao linear, com intervalos de confianca de 95%, para
a segunda e terceira campanha de campo, respectivamente. Na segunda campanha,
observa-se que pH, Mg e K foram os parametros que apresentaram maior sensibilidade
para a variacdo da CE50, o que pode ser comprovado pelo maior coeficiente de
inclinacédo da reta. Em termos de correlagao entre o parametro considerado e a toxicidade
(CE50), observa-se que Na, K e carbono organico dissolvido foram os paradmetros com
melhor correlagdo (maior R?). Na terceira campanha, observa-se que pH, carbono
organico dissolvido e K foram os parametros que apresentaram maior sensibilidade para a
variacdo da CE50. Em termos de correlagao, observa-se que alcalinidade, Na e cloreto

foram os parametros com melhor correlagao (maior R?).

De forma geral, os pardmetros pH, alcalinidade, cloreto, Mg, Ca, Na, K, sulfato e carbono
organico dissolvido mostraram boa correlagdo com a toxicidade aguda, devido a efeitos
combinados da especiagido, complexagado do cobre e competicao pela ligagdo deste com
outros metais no ligante bidtico, resultando numa diminuigdo da toxicidade quando ocorre
0 aumento nos valores destes parémetros (efeito protetor para a biota aquatica). As
mesmas conclusdes foram apresentadas por diversos autores em trabalhos anteriores,
como Erickson et al. (1996), Di Toro et al. (2000), Di Toro et al. (2001), Kim et al. (2001),
Santore et al. (2001), De Schamphelaere e Jansen (2002), Paquin et al. (2002), De
Schamphelaere et al. (2004c) e Hyne et al. (2005).

As correlagbes entre os parametros fisico-quimicos e os resultados de toxicidade sao
fundamentais para o entendimento dos resultados do modelo e para a avaliagdo de sua
capacidade de predicdo. No caso deste estudo, a boa correlacédo entre os parametros pH,
alcalinidade, cloreto, Mg, Ca, Na, K, sulfato e carbono orgénico dissolvido, e os resultados
de toxicidade (figuras 5.5 e 5.6), aliado a boa capacidade de predigdo (comparagéo dos
resultados previstos e medidos — figura 5.4) é extremamente significativa e comprova a
robustez do modelo e a possibilidade de sua aplicabilidade mesmo em ambientes com
caracteristicas ambientais bem diferentes daquelas onde foi desenvolvido e amplamente

testado até entdo.
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Figura 5.5 — Graficos de correlagdo entre os resultados de alguns parametros fisico-quimicos (mg/L) e os resultados de

toxicidade aguda medidos (CE50, ug/L Cu) para a segunda campanha de campo. Barras verticais representam
intervalos de confianca de 95%.
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Figura 5.5 — Graficos de correlagdo entre os resultados de alguns parametros fisico-quimicos (mg/L) e os resultados de
toxicidade aguda medidos (CE50, ug/L Cu) para a terceira campanha de campo. Barras verticais representam
intervalos de confianca de 95%.
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5.3 Avaliacao da toxicidade crénica pelo modelo BLM

Os resultados dos ensaios de toxicidade crbnica obtidos em laboratério para a primeira,
segunda e terceira campanhas estdo apresentados no Anexo V (Relatério Final
RL0932/2007 — 2.0 CD — Crénico; TECAM Tecnologia Ambiental). Estes resultados estao
apresentados por meio dos valores estimados da concentracdo de efeito ndo observado
(CENO) e concentracao de efeito observado (CEO), expressas em miligramas de cobre
por litro. Conforme mencionado no item 4.4, CENO e CEO foram transformados em CI25
e CI50, a partir dos dados brutos dos ensaios de laboratério. Estes dados também estao

apresentados no Anexo V.

A figura 5.7 apresenta um grafico com os resultados de toxicidade crbénica obtidos em
laboratério, para as trés campanhas, apds a conversdo do parametro CENO
(“Concentracédo de Efeito Nao-Observado”) pelo programa ICp 2.0. Neste estudo, foram
considerados os resultados da concentragao de inibicdo para a reproducao de 50% dos

organismos (C150). O resultado da CI50 para o ponto SS2 na segunda campanha n&o

esta apresentado, pois o programa ICp 2.0 ndo encontrou a consisténcia necessaria nos

dados para que os calculos fossem efetuados.

0,16
0,14
0,12 -

0.1 -
0,08 1
0,06 -
0,04
0,02

B 1a campanha - seca

@ 2a campanha - chuva

B 3a campanha - seca

CI50 (mg/L Cu)

SS1 §82 SS3 SB2 SB3

Pontos de amostragem

Figura 5.7 — Resultados de toxicidade crénica (laboratorio) nas trés campanhas de campo

A figura 5.8 mostra a correlagao entre os resultados de toxicidade previstos pelo modelo

BLM e os obtidos nos ensaios de toxicidade cronica, nas trés campanhas de campo. A
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figura 5.8A é um detalhe da figura 5.8, na area onde ha maior concentragdo de pontos. A
reta com trago continuo expressa a perfeita correlagao e as retas tracejadas delimitam a

faixa de aceitagcao da dispersao dos pontos, correspondendo a mais ou menos 2 vezes.

Uma analise integrada dos resultados de toxicidade crénica nas trés campanhas permite
dizer que estes ndo seguiram um mesmo padrdo, ocorrendo diferengas significativas
entre eles. Somente na primeira campanha o modelo previu de forma coerente a
toxicidade crénica para todos os pontos, quando se faz a comparagdo com os resultados
obtidos a partir dos dados brutos de laboratério (todos os pontos situam-se dentro da faixa
de aceitagdo). Nesta campanha, o modelo conseguiu ainda fazer a separacdo dos dois
grupos de amostras, o da Mina do Sossego (“SS”), mais a direita (menor toxicidade), e o
do Projeto Salobo (“SB”), mais a esquerda (maior toxicidade). Conforme ja comentado
anteriormente, esta situacao reflete um efeito mitigador proporcionado por uma maior
solubilizacao de cations e anions para os corpos hidricos, provocado pelas atividades de
mineragcdo na Mina do Sossego, com exposi¢do e movimentagdo do solo e das rochas.
Ao contrario, a area do Projeto Salobo é mais virgem e preservada, estando, portanto,
mais vulneravel aos impactos do langamento de metais na agua. Desta forma, impactos
negativos da atividade de mineragdo em corpos hidricos podem ser atenuados por esta
mesma atividade, desde que a solubilizacdo de determinados elementos n&o seja
suficientemente elevada para provocar efeitos adversos. E importante ressaltar,
entretanto, que os resultados previstos pelo BLM foram obtidos a partir de uma Unica
concentracao de cobre dissolvido (5 upg/L), ja que todas as analises quimicas deste
parametro, nesta primeira campanha, apresentaram resultados abaixo do limite de

deteccao do método, conforme observado anteriormente.

Na anadlise do grafico das figuras 5.8 e 5.8A para a segunda campanha observa-se
também dois conjuntos de pontos: um mais a esquerda e completamente fora da faixa de
aceitacao, representado pelas amostras coletadas na area da Mina do Sossego (série
“SS”), e outro mais a direita, dentro da faixa de aceitacdo, representado pelas amostras

coletadas na Projeto Salobo (série “SB”).
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Figura 5.8 — Relagao entre resultados previstos (BLM) e medidos para toxicidade crénica - CI50; 7 dias — nas trés
campanhas de campo nas areas da Mina do Sossego (SS) e do Projeto Salobo (SB), expressos como
cobre dissolvido para Ceriodaphnia dubia. A linha continua indica correlacao perfeita entre CI50 prevista e
medida e as linhas tracejadas delimitam a faixa de aceitacdo de dispersdo dos resultados. As retas
pontilhadas indicam o valor maximo permitido (VMP) para Cu dissolvido, de acordo com a Resolugao
CONAMA 357/2005 (9 pg/L).
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Figura 5.8A — Detalhe da figura 5.8, na regido de maior concentragao de pontos,
mostrando a relagdo entre resultados previstos (BLM) e medidos para
toxicidade cronica - CI50; 7 dias — nas trés campanhas de campo nas
areas da Mina do Sossego (SS) e do Projeto Salobo (SB), expressos
como cobre dissolvido para Ceriodaphnia dubia. A linha continua
indica correlacao perfeita entre CI50 prevista e medida e as linhas
tracejadas delimitam a faixa de aceitacéo de dispersao dos resultados.

O ponto SS2 nao apareceu, pois 0 programa ICp 2.0 ndo pode calcular a CI50 a partir

dos dados brutos, dentro de um intervalo de confianga estatisticamente aceitavel. No
caso da terceira campanha, observa-se também dois conjuntos de pontos: um mais a
esquerda e completamente fora da faixa de aceitagao, representado pelas amostras
coletadas na area do Projeto Salobo (série “SB”), e outro mais a direita, dentro da faixa
de aceitacdo, representado pelas amostras coletadas na Mina do Sossego (série

“SS”). O ponto SB2 também n&o apareceu, pois seu valor da CI50 foi tdo pequeno que

localizou-se fora da escala do grafico.

Comparando-se os resultados dos pontos que situam-se dentro da faixa de aceitagao
para toxicidade crénica (figuras 5.8 e 5.8A) com aqueles de toxicidade aguda (figura
5.4), observa-se que, com excec¢do dos pontos SS1 e SS3 (segunda campanha/tox.
aguda), todos os demais apresentam valores de toxicidade crénica (C150) maiores que

de toxicidade aguda (CES50). Valores de toxicidade crbnica obtidos na literatura
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variaram de 20 a 350 pg/L Cu (De Schamphelaere e Jansen, 2004a; De
Schamphelaere e Jansen, 2004b; Schwartz e Vigneault, 2007). De Schamphelaere e
Jansen (2004a) apontam que a diferenga mais importante entre as exposi¢cdes aguda
e crbnica é que, provavelmente, os componentes fisiolégicos da toxicidade do cobre
tornam-se mais importantes com uma maior duragcdo da exposi¢do, visto que isto
permite o estabelecimento de respostas para a aclimatagcao. Bossuyt e Jansen (2001)
verificaram que organismos expostos a concentragdes subletais de cobre podem se
aclimatar, resultando em toxicidade menor. Além disto, deve ser considerado que o
metal pode ser adsorvido nas algas que sao utilizadas para alimentacido dos
organismos, diminuindo sua disponibilidade e, portanto, a toxicidade dos organismos

(De Schamphelaere e Jansen, 2004a).

Pela analise dos resultados apresentados nas figuras 5.8 e 5.8A, considerando-se as
trés campanhas, pode-se afirmar que o modelo BLM para toxicidade crénica foi capaz
de modelar significativa parte dos pontos (2/3), que encontram-se dentro da faixa de
aceitacdo, mas nao teve sensibilidade suficiente para separar os valores de toxicidade
por area amostrada e por época (sazonalidade). Os doze pontos que situam-se dentro
da faixa de aceitacao tém valores da CI50 acima do valor maximo permitido para
cobre em corpos hidricos Classe 2 (0,009 mg/L), segundo a Resolugdo CONAMA
357/2005. Todos os pontos da primeira campanha tém valores de CI50 mais elevados
e situam-se dentro da faixa de aceitagdo, com comportamento coerente (CI50
Sossego > Salobo). Por outro lado, todos os pontos da segunda e terceira campanhas
que tém baixos valores de CI50 medidos, independentemente da area amostrada,
ficaram fora da faixa de aceitacdo ou nao puderam ser modelados (SS2, segunda
campanha). O modelo BLM também previu, para a maioria dos pontos, valores de

CI150 maiores que os medidos.

Ressalta-se que as amostras de agua coletadas nos pontos SS2 e SB3, na segunda
campanha, e em todos os pontos na terceira campanha, com excegdo do SS3,
apresentaram toxicidade cronica na sua condicado natural. Esta avaliagao foi feita por
meio da aplicacao dos testes “F e t” (Zar, J.H., 1999) aos dados de reprodugéo destas
amostras, em comparagao a amostra “controle” (dgua de represa), antes do inicio dos
testes com concentragdes de cobre. Isto significa que os efeitos das concentragdes de
cobre observados nestas amostras (CEO, CENO e CI50) podem ter sido alterados em

funcdo desta toxicidade natural, mas nao ficou claro em que medida este fato
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influenciou os resultados finais, visto que alguns destes pontos foram modelados pelo
BLM de forma consistente (SB3, segunda campanha; todos os pontos “SS” da terceira
campanha) e outros nao (SS2, segunda campanha; todos os pontos “SB” da terceira

campanha).

A complexidade para a interpretacdo destes resultados é reforgcada por dados
fisioldgicos apresentadas por Lauren e Wood (1987), Galvez et al. (1998) e Galvez e
Wood (2002), que constataram que a perturbacao ionoregulatéria no ligante bidtico
(reducdo do Na*), causada inicialmente pelos metais, é seguida, apoés um periodo de 7
a 14 dias, por uma recuperagéo nos niveis de Na*, enquanto outros padrées podem
manter-se perturbados, como a taxa Na/K-ATPase ou o fluxo de Na' . Ainda,
Szebedinsky et al. (2001) mostraram que as caracteristicas do ligante biético, como a
densidade nos locais de ligagdo e as constantes de estabilidade, também mudam em
resposta a exposi¢des prolongadas. Todos estes fatores, associados ao fato de que o
programa BLM utilizado (HydroQual, 2007) foi desenvolvido para toxicidade aguda,
tendo sido calibrado para modelar a toxicidade crbnica segundo o ajuste do log K/Cu-
ligante bidtico (“modelo 3”, De Schamphelaere e Jansen, 2004a), certamente influiram
nos resultados finais obtidos pelo BLM e tornaram sua interpretagdo mais complexa.
Ressalta-se ainda o fato de que a calibracdo do modelo apresentado em De
Schamphelaere e Jansen (2004a) foi feita para o organismo Daphnia magna, e nao
para Ceriodaphnia dubia, que foi o organismo utilizado nos ensaios de laboratério
deste estudo. Daphnia magna é cultivada e testada em aguas com dureza mais
elevada (200-300 mg/L CaCO3), quando comparado a Ceriodaphnia dubia (40-48
mg/L CaCQOj3;). Uma maior dureza significa maior efeito protetor e menor toxicidade,
trazendo assim mais um fator de incerteza para a interpretacdo dos resultados dos

ensaios cronicos.

5.4 Aplicagado do BLM no contexto regulatério

O Water Quality Criteria (WQC) inicialmente desenvolvido pela agéncia ambiental dos
Estados Unidos em 1985 (USEPA, 1985) e atualizado posteriormente era baseado
numa relagdo empirica apenas entre dureza e toxicidade. Recomendagdes mais
recentes (USEPA, 1994 e 2001) atualizaram este critério incorporando ajustes
relacionados a caracteristicas quimicas especificas da agua local, além da dureza

(WER — Water Effect Ratio). Para o calculo do WQC, inicialmente a LC50 em varias
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durezas era normalizado em relagdo a um valor de referéncia por meio de regressao,
e esta LC50 normalizada para cada espécie biolégica. A média destes valores gerava
os parametros SMAV (Species Mean Acute Values) e GMAV (Genus Mean Acute
Values). O quinto percentil do GMAV era o “valor agudo final” — FAV (Final Acute
Value) e o critério de maxima concentragdo (CMC - Criterion Maximum Concentration)
era obtido dividindo-se o FAV por dois, visando garantir a protecdo das espécies mais
sensiveis. Um procedimento similar era utilizado para avaliar o critério de protecéo
para toxicidade crénica (CCC — Criteria Continuous Concentration), sendo que este
era determinado dividindo-se o FAV pelo FACR (Final Acute-to-Chronic Ratio),
também obtido com base nos dados de ensaios de laboratério. Em 2007 ocorreu uma
revisdo nas recomendacgbes do (USEPA, 2007), de forma que o CMC passou a ser
calculado por meio do BLM e n&o mais por meio de formulas de regressdo baseadas
apenas na dureza. O procedimento de calculo pelo BLM faz a normalizagao da LC50
incluindo varios parametros fisico-quimicos, conforme a fundamentagao tedrica do

modelo.

Neste estudo, foi utilizada a ultima versdo do BLM (HydroQual, 2007) para calculo do
CMC e do CCC, ou valor maximo de cobre para protecdo de comunidades aquaticas
(WQC EPA-BLM), considerando cada ponto de amostragem, em todas as campanhas
de campo. No caso da toxicidade aguda, os valores calculados pelo modelo foram
comparados com os valores de CE50 medidos em laboratério e previstos pelo préprio
BLM, divididos por dois, de forma a equalizar o critério de protecdo. Todos estes
valores foram comparados com o valor maximo permitido (VMP) para cobre, segundo
a Resolugdo CONAMA 357/2005. As figuras 5.9 e 5.10, a seguir, apresentam estes
resultados. Tabelas com os calculos que geraram estes resultados estdo

apresentadas no Anexo VI.

Para os pontos coletados na Mina do Sossego observa-se que todos os critérios de
protecdo da vida aquatica e preservagao da qualidade da agua apresentaram valores
maiores do que aqueles estabelecidos na norma regulatéria brasileira, sendo o ponto
SS3 aquele em que se observou as maiores diferengas. No caso dos pontos coletados
na area do Projeto Salobo, na segunda campanha apenas o ponto SB2 apresentou um
valor de WQC EPA-BLM menor do que a norma brasileira, embora tenham ocorrido
alguns outros valores bem proximos (WQC EPA-BLM no ponto SB3 e CE50/2 — BLM
no préprio ponto SB2). Na terceira campanha de campo, para todos os pontos os

valores de WQC EPA-BLM foram menores do que os da norma brasileira. Outros
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valores bem préximos também ocorreram, tanto no caso da CE50/2 medida como do

prevista.
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Figura 5.9 — Comparacgao entre o water quality criteria (WQC) para cobre — toxicidade
aguda — calculado diretamente pelo BLM, valores de CE50 previstos pelo
modelo e medidos em laboratorio (divididos por dois) e o valor maximo
permitido para cobre segundo a Resolugao CONAMA 357/2005 (0,009
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Figura 5.10 - Comparagéao entre o water quality criteria (WQC) para cobre — toxicidade
aguda — calculado diretamente pelo BLM, valores de CE50 previstos pelo
modelo e medidos em laboratério (divididos por dois) e o valor maximo
permitido para cobre segundo a Resolugao CONAMA 357/2005 (0,009
mg/L), para as amostras de agua coletadas na terceira campanha de

campo na Mina do Sossego (“SS”) e no Projeto Salobo (“SB”)
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No caso da toxicidade cronica, os valores calculados diretamente pelo modelo (WQC
EPA-BLM) foram comparados com os valores de CE50 medidos em laboratério e
também com aqueles previstos pelo préprio BLM, divididos pelo FACR (Final Acute-to-
Chronic Ratio), de forma a equalizar o critério de protecdo. Todos estes valores foram
comparados com o valor maximo permitido (VMP) para cobre, segundo a Resolugao
CONAMA 357/2005. A figura 5.11, a seguir, apresenta estes resultados. Tabelas com

os calculos que geraram estes resultados estdo apresentadas no Anexo VII.

Para os pontos coletados na Mina do Sossego observa-se que todos os critérios de
protecdo da vida aquatica e preservagao da qualidade da agua apresentaram valores
maiores do que aqueles estabelecidos na norma regulatéria brasileira, com exceg¢ao
do ponto SS2 na primeira campanha, para o indice WQC (EPA-BLM), e para este
mesmo ponto na terceira campanha, para o indice CE50/FACR medido. As maiores
diferengcas em relacdo ao VMP da Resolucdo CONAMA 357/2005 sempre foram
observadas no ponto SS3, em todas as campanhas. No caso dos pontos coletados na
area do Projeto Salobo, todas as amostras na primeira e terceira campanhas, para
todos os pardmetros de protecado da vida aquatica, apresentaram valores menores do
que o VMP da norma brasileira. Na segunda campanha, parte dos valores esteve

acima e parte esteve abaixo do VMP da norma brasileira.
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cronica - calculado diretamente pelo BLM, valores de CE50 previstos pelo
modelo e medidos em laboratdrio (divididos pelo FACR) e o valor maximo
permitido para cobre segundo a Resolu¢gao CONAMA 357/2005 (0,009
mg/L), para as amostras de agua coletadas nas trés campanhas de
campo na Mina do Sossego (“SS”) e no Projeto Salobo (“SB”); na primeira
campanha nao houve ensaios de toxicidade aguda, razao pela qual ndo

aparecem os indices CE50/FACR previsto e medido
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5.5 Consideracgoes finais

A estrutura conceitual para 0 modelo BLM vem sendo desenvolvida desde a década
dos anos 1980. Inumeros trabalhos foram elaborados ao longo dos ultimos vinte e
cinco anos, em universidades e centros de pesquisa, acumulando uma grande base

de dados tedricos e experimentais.

O modelo utiliza reagdes de equilibrio de cobre e de outros cations ocorrendo em um
Unico tipo de superficie ligante, onde sdo expressados todos os efeitos das condigbes
fisico-quimicas do meio sobre a toxicidade, e neste aspecto é uma representacdo
simples e aproximada. Os efeitos dos outros cations podem envolver outros
mecanismos que ndo a competicdo no ligante. O microambiente na branquia pode
alterar a especiacao de cobre. Multiplos mecanismos podem ocorrer como reagdes
diferentes a condicbes do meio externo, afetando igualmente a biodisponibilidade de
cobre e a toxicidade. Processos que ndo ocorrem em equilibrio podem ser
importantes, especialmente nas reagdes cobre-ligante. No entanto, apesar destas
ressalvas, deve-se considerar sempre que qualquer modelo é uma simplificagado da
realidade e a existéncia de incertezas nao invalida sua utilizacdo e justificativas.
Apesar da sua simplicidade, o BLM fornece uma estrutura bastante razoavel para os
efeitos ja bem estabelecidos da especiacao do cobre, especialmente quanto a sua
biodisponibilidade. Ele também inclui um mecanismo importante que permite indicar os
efeitos dos cations e calcular as concentragbes requeridas de varias espécies
quimicas. Mesmo que as descricdes mecanicistas sejam incompletas, este modelo
permite claramente que os mais importantes efeitos empiricos entre ligantes
complexantes e cations sejam descritos de forma mais abrangente e razoavel que
outras abordagens (USEPA, 2007).

Como esse modelo é usado como critério para prever os efeitos adversos da
exposicao aos fatores fisico-quimicos do meio, sua utilidade pode ser julgada com
base na sua capacidade de predicdo. Neste aspecto, também varios trabalhos
publicados nos ultimos anos atestam sua validagéo (ex: Di Toro et al. 2000; Di Toro et
al., 2001; Kim et al., 2001; De Schamphelaere e Jansen, 2002; De Schamphelaere et
al., 2002; Gensemer et al., 2002; De Schamphelaere e Jansen, 2004a; De
Schamphelaere e Jansen, 2004b; De Schamphelaere et al., 2004; Hyne at al., 2005;
Villavicencio et al., 2005; Kamo e Nagai, 2008; Ryan et al., 2009). Estes trabalhos
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foram desenvolvidos com diferentes espécies de microrganismos, em diferentes
regides e para diferentes espécies quimicas, embora cobre, zinco, cadmio e prata
tenham sido os principais objetos dos estudos. Vale ressaltar ainda que o BLM é a
ferramenta utilizada pelo MERAG (Metals Environmental Risk Assessment Guidance)
para avaliagdo da especiagido, mobilidade e biodisponibilidade dos metais no ambiente
aquatico. O MERAG contempla os conceitos cientificos mais avangados para avaliar o
risco representado pela presenca de metais e compostos inorgénicos metalicos no
ambiente. O projeto foi lancado pelo ICMM (International Council on Mining and
Metals) e pela Eurometaux, e desde entdo vem sendo apoiado por diferentes paises,
que terminaram por adotar o MERAG como ferramenta para avaliagdo de riscos
ambientais (ICMM, 2007). Estas informagbes atestam, corroboram e fortalecem os
resultados alcangcados neste estudo, para toxicidade aguda, pois 0s mesmos
mostraram correlacdo bastante razoavel entre resultados previstos e medidos,
comprovando a robustez do modelo. Por sua vez, os resultados obtidos para
toxicidade crénica, embora situados na maior parte (dois tercos) dentro da faixa de
aceitagao de erro, apontam ainda para uma necessidade de maior desenvolvimento e
compreensao dos multiplos fatores que relacionam caracteristicas fisico-quimicas do

meio, mecanismos fisioldgicos e toxicidade, ndo tendo sido totalmente conclusivos.

Quanto ao aspecto regulatério, é imprescindivel destacar que o USEPA optou por
utilizar o BLM para atualizar o seu critério de qualidade da agua (toxicidade aguda),
visto que o modelo leva em conta todos as complexagdes importantes do cobre
(organicas e inorganicas), assim como a competicdo com outros cations no ligante
bidtico. A capacidade do modelo em incorporar as reagdes de especiagao do metal e
as interagcbes com o0s organismos permite prever os efeitos para uma grande
variedade de espécies e para um vasto leque de condi¢cées de qualidade da agua.
Assim, o BLM foi considerado como uma ferramenta atraente para derivar critérios de
qualidade da agua, pois tem o potencial de reduzir substancialmente a necessidade de
fazer ajustes em critérios de qualidade de agua locais (ex: WER — water effect ratio). O
critério de qualidade de agua (WQC — water quality criteria) baseado no BLM poder3,
em alguns casos, se mostrar mais severo que o anterior, baseado apenas na dureza,
e em outros, mais brando (USEPA, 2007).

A comparagéao entre o parametro regulatério brasileiro (valor maximo permitido — VMP
- Resolugdo CONAMA 357, 2005) e demais indices obtidos neste estudo (item 5.4)
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nao tem, obviamente, a pretensdo de mudar a legislagdo. Entretanto, aponta para a
necessidade de se comecar a pensar seriamente na possibilidade do estabelecimento
de critérios de qualidade de agua locais, com base nas caracteristicas fisico-quimicas
dos diferentes meios, num pais de dimensbes continentais e com ecossistemas e
biomas tao diversos. Por certo, esta revisdo deveria vir acompanhada pela obtencéao
de uma base mais ampla e consistente de informagdes sobre organismos (toxicidade)

e ambientes brasileiros.
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CAPITULO 6: CONCLUSOES

- A variabilidade dos parametros fisico-quimicos nas duas areas estudadas (Mina do
Sossego e Projeto Salobo) refletiu-se diretamente nos resultados de toxicidade aguda,
visto que uma maior solubilizagao de cations e anions para os cursos d’agua,
correlacionada a atividade da Mina do Sossego, contribuiu significativamente para a

atenuacao dos efeitos adversos do cobre e diminuicao da toxicidade.

- Os parametros pH, alcalinidade, cloreto, Mg, Ca, Na, K, sulfato e carbono orgéanico
dissolvido, quando analisados separadamente, por campanha, mostraram forte
correlacdo com a toxicidade aguda, devido a efeitos combinados da especiacao,
complexagao do cobre e competicdo pela ligagdo deste com outros metais no ligante
bidtico, resultando numa diminuicdo da toxicidade quando ocorreu o aumento nos

valores destes parametros (efeito protetor para a biota aquéatica).

- Para a toxicidade aguda, pode-se afirmar que o modelo mostrou-se robusto porque
conseguiu predizer a toxicidade do cobre com grande margem de acerto, para duas

areas diferentes na regido de Carajas e em duas campanhas de campo.

- Para a toxicidade crbnica, uma analise integrada dos resultados para as trés
campanhas mostrou que estes nao seguiram um mesmo padrao, ocorrendo diferencas
significativas entre eles; assim, apesar do BLM ter sido capaz de modelar significativa
parte dos pontos (2/3), que se encontram dentro da faixa de aceitagcdo, nido teve
sensibilidade suficiente para separar os valores de toxicidade por area amostrada e
por época (sazonalidade), indicando um elevado grau de incerteza na interpretacéo

dos resultados.

- Do ponto de vista regulatério, comparando-se os resultados dos critérios de
qualidade de agua obtidos a partir do BLM com o valor maximo permitido (VMP) da
norma brasileira (Resolucdo CONAMA 357/2005), pode-se dizer que, apesar do
pequeno numero de amostras coletadas em cada area e também do numero restrito
de campanhas de campo, o VMP para cobre em aguas Classe 2 (0,009 mg/L),
segundo a norma brasileira, mostrou-se consistente para a protecdo de comunidades
aquaticas na area do Projeto Salobo, mas relativamente conservador para a area da

Mina do Sossego.



74

- Os resultados obtidos permitem elaborar analises de risco ambiental mais
consistentes para as areas de mineragao de cobre estudadas, tendo em vista que esta
sendo apresentada uma “linha de base” com resultados fisico-quimicos e toxicoldgicos

para as amostras de agua das duas areas.
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CAPITULO 7: RELEVANCIA DOS RESULTADOS

A relevancia dos resultados apresentados esta baseada nos seguintes fatos:

(i)

(iif)

(iv)

(v)

caracterizagao fisico-quimica de alguns corpos hidricos na regido de Carajas,
Para, permitindo fazer uma avaliacdo da variacdo sazonal dos resultados e
também uma comparacdo entre uma area ja com atividade de mineracido em

operagao e outra com minimo impacto antrépico;

apresentacdo de dados inéditos sobre toxicidade aguda e crbnica para cobre,

medidas em laboratério, em alguns corpos hidricos da regidao de Carajas, Para;

apresentacdo de dados inéditos sobre toxicidade aguda e crbnica para cobre,
previstos a partir da aplicagdo do modelo Biotic Ligand Model, em alguns corpos

hidricos da regido de Carajas, Par3§;

trata-se de um dos primeiros estudos com aplicacdo do BLM em ambiente
amazodnico, permitindo avaliar sua eficacia na predicdo dos resultados de

toxicidade aguda e crbnica para Ceriodaphnia dubia;

a partir da aplicagdo do modelo, foi possivel comparar diferentes indices de
protecdo das comunidades aquaticas para cobre, tanto para toxicidade aguda
como crbnica, com valores da norma regulatéria brasileira, mostrando a
necessidade de se obter dados mais especificos e consistentes no

estabelecimento de critérios de qualidade da agua nas diferentes regides do pais.
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CAPITULO 8: SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apresenta-se a seguir as seguintes sugestdes para trabalhos futuros:

(i)

(iif)

(iv)

(v)

coleta de um maior nimero de amostras de agua, em diferentes pontos e sub-
bacias hidrograficas na regido de Carajas, em campanhas sazonais, com
caracterizacao fisico-quimica e toxicolégica (aguda e crbnica) em laboratério, de
forma a estabelecer um background mais abrangente e seguro para toda esta

regido de estudo;

avaliacdo da possibilidade de utilizacdo de organismos-teste mais caracteristicos

de ambientes tropicais nos bioensaios de toxicidade em laboratério;

avaliagdo da possibilidade de utilizagcdo do modelo BLM para estes organismos-
teste, com os devidos ajustes, para comparagdo com os resultados medidos em

laboratério e verificacdo da eficacia da predicao;

avaliacdo da influéncia dos diferentes parametros fisico-quimicos na toxicidade
aguda e crbnica, determinando-se os mais relevantes em diferentes condicdes

naturais;

utilizagdo dos resultados do BLM em analises de risco ambiental para as areas de

mineragao de cobre estudadas;

envolvimento dos agentes regulatérios brasileiros nas discussdes sobre o
estabelecimento de critérios de protecdo das comunidades aquaticas, com
esclarecimentos sobre 0 modelo BLM e seu histérico de utilizacdo em outros

paises (ex: EPA, Estados Unidos da América).
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Fotos obtidas durante a realizacao das

campanhas de campo



g s

= '\-l—l..\'
. S - -

hﬁ'ﬁﬁ%ﬁwﬁu o







ANEXO Il

Fotos obtidas durante a realizacao dos
bioensaios no laboratério TECAM e C. dubia
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ANEXO Il

Laudos das analises quimicas das trés
campanhas (SGS-GEOSOL e Laboratorio de
Processamento Aquoso do Departamento de

Metalurgia e Materiais - DEMET/UFMG) e tabela-
resumo de todos os parametros fisico-quimicos
medidos em campo e em laboratorio
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%% GEOSOL

SGS GEOSOL LABORATORIOS LTDA.
Rua Sao Vicente, 255B - Belo Horizonte - MG
Bairro Olhos d'Agua - Cep: 30.390-570
Fone: (31) 2122-0022 - Fax: (31) 2122-0023

CVRD- Gamik
Attn : Patricia Cristina

Br 381 Km 450 - Distrito Industrial Simao da Cunha

guarta-feira, 27 de setembro de 2006

Datarec. : 23 agosto 2006

SGL Report : LG4315-AUGO06

Ref. Cliente : Carta n°:
GAD-ALMO-001/06

Santa Luzia-MG.
Cep: 33.040-900

CERTIFICADO DE ANALISES

Sample ID data_rece Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico
data_rece mg CaCO3/L mg CaCO3/L mgCaCO3/L mgCI-/L mg NO3-N/L
1: SS1-C1 23/08/06 102 102 N.D. 9.3 0.08
2:SS2-C1 23/08/06 56 56 N.D. 6.8 0.17
3:8S3-C1 23/08/06 129 129 N.D. 13 <0.05
4: SB1-C1 23/08/06 31 31 N.D. 4.4 0.20
5: SB2-C1 23/08/06 34 34 N.D. 5.4 0.18
6: SB3-C1 23/08/06 36 36 N.D. 4.4 0.21
7-STD: ARAMB 10 20 0.24
Sample ID Mg Total Mg Dis. Ca Total CaDis. Cu Total Cu Dis.
mg Mg/L mg Mg/L mg Cal/L mg Ca/L mg Cu/L mg Cu/L
1: SS1-C1 9.83 8.93 15.3 11.8 <0.01 <0.01
2:SS2-C1 7.84 6.88 7.65 6.10 <0.01 <0.01
3:SS3-C1 125 12.4 22.0 19.7 <0.01 <0.01
4: SB1-C1 2.45 241 4.64 2.87 <0.01 <0.01
5: SB2-C1 2.39 211 4.32 2.69 <0.01 <0.01
6: SB3-C1 2.52 2.35 4.86 2.45 <0.01 <0.01
7-STD: ARAMB 0.05 0.05
Sample ID Na Total Na Dis. K Total K Dis. Mn Total Mn Dis.
mg Na/L mg Na/L mg K/L mg K/L mg Mn/L mg Mn/L
1: SS1-C1 13.6 12.0 3.03 2.42 0.13 0.04
2:SS2-C1 4.83 4.16 117 1.09 0.03 <0.02
3:SS3-C1 215 21.5 3.60 3.57 0.15 <0.02
4: SB1-C1 4.01 3.09 161 1.45 0.02 <0.02
5: SB2-C1 4.15 3.76 1.95 1.80 0.03 0.03
6: SB3-C1 4,57 4.24 1.58 1.46 0.03 0.03
7-STD: ARAMB 0.32 0.32 0.62 0.62 0.16 0.16
Sample ID Fe Total Fe Dis. Al Dis. Solid.Tot  Soli.Susp Sulfato Sulfeto
mg Fe/L mg Fe/L mg Al/L mg solid mg solid mg SO4/L mg S2/L
tot/L susp/L
1: SS1-C1 0.63 <0.05 <0.05 151 13.0 2.93 <0.002
2:SS2-C1 0.19 <0.05 <0.05 103 <10.0 2.70 < 0.002
3:SS3-C1 <0.05 <0.05 <0.05 166 <10.0 3.11 < 0.002
4: SB1-C1 147 0.33 <0.05 52.7 10.7 2.26 < 0.002
5: SB2-C1 1.40 0.21 <0.05 62.7 12.0 2.20 < 0.002
6: SB3-C1 147 0.29 <0.05 61.4 15.7 2.23 <0.002
7-STD: ARAMB 0.12 0.12 0.48 184 104
Pagina 1 de 2

Certificados 1SO 9001:2000 e ISO 14001:2004 (ABS 32982 e ABS 39911).
Os resultados expressos neste Certificado se referem somente ao material recebido.
Proibida a reproducéo parcial deste documento.

Dados de emissédo conferidos por: Francio de Castro.



%% GEOSOL

SGL Report : LG4315-AUGO06

Sample ID data_rece Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico
data_rece mg CaCO3/L mgCaCO3/L mgCaCO3/L mgCI-/L mg NO3-N/L
8: Data de realizagéo dos ensaios 23-ago-06 23-ago-06 23-ago-06 13-set-06 24-ago-06
9: Método 2320-B 2320-B 2320-B 4500CI-B 4500NO3-B
Sample ID Mg Total Mg Dis. Ca Total CaDis. Cu Total Cu Dis.
mg Mg/L mg Mg/L mg Cal/L mg Cal/L mg Cu/L mg Cu/L
8: Data de realizagéo dos ensaios 06-set-06 06-set-06 06-set-06 06-set-06 06-set-06 06-set-06
9: Método 3030,3120-B  3030,3120-B  3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B  3030,3120-B
Sample ID Na Total Na Dis. K Total K Dis. Mn Total Mn Dis.
mg Na/L mg Na/L mg K/L mg K/L mg Mn/L mg Mn/L
8: Data de realizag¢éo dos ensaios 06-set-06 06-set-06 06-set-06 06-set-06 06-set-06 06-set-06
9: Método 3030,3120-B  3030,3120-B  3030,3120-B 3030,3120-B  3030,3120-B  3030,3120-B
Sample ID Fe Total Fe Dis. Al Dis. Solid.Tot  Soli.Susp Sulfato Sulfeto
mg Fe/L mg Fe/L mg Al/L mg solid mg solid mg SO4/L mg S2/L
tot/L susp/L
8: Data de realizagao dos ensaios 06-set-06 06-set-06 06-set-06 29-ago-06 29-ago-06  11-set-06 24-ago-06
9: Método 3030,3120-B  3030,3120-B  3030,3120-B 2540-B 2540 D 4500S0O4-E 4500 S2- E

Matriz: liquida (agua).
Responséavel pela amostragem: Cliente.

Local de amostragem: ndo informado pelo cliente.

N.D.: Nao Detectado.

Amostra analisada em duplicata para solidos suspensos erro medio 4.69%

Amostra com identificacdo STD: Amostra de Referéncia para Controle de Qualidade.
Referéncia Analitica: Standard Methods For the Examination of Water and Wastewater 21°

Ed. (2005).

Eduardo Lyse Carvalho
CRQ IV 04125181
Diretor Técnico

OnLine
LIMS

Pagina 2 de 2
Certificados 1SO 9001:2000 e 1SO 14001:2004 (ABS 32982 e ABS 39911).
Os resultados expressos neste Certificado se referem somente ao material recebido.
Proibida a reproducéo parcial deste documento.
Dados de emissédo conferidos por: Francio de Castro.
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SGS GEOSOL LABORATORIOS LTDA.
Rua Sao Vicente, 255B - Belo Horizonte - MG
Bairro Olhos d'Agua - Cep: 30.390-570
Fone: (31) 2122-0022 - Fax: (31) 2122-0023

CVRD- Gamik sexta-feira, 2 de marco de 2007

Attn : Patricia Cristina Datarec.: 26 janeiro 2007
SGL Report : SG4355-JANO7
Ref. Cliente : Carta n°:

Br 381 Km 450 - Distrito Industrial Simao da Cunha, Santa Luzia GAM-ALMO-001/07

MG, Cep: 33.040-900
Phone: (31) 36914376, Fax:(31) 36914375

CERTIFICADO DE ANALISES

Sample ID Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico Mg Total Ca Total
mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CaCO3/L mgCI-/L mg NO3-N/L mg Mg/L mg Cal/L
1: SS1-C2 52 52 N.D. 9.4 0.05 5.65 11.1
2: SS2-C2 40 40 N.D. 4.4 <0.05 5.39 7.58
3: SS3-C2 53 53 N.D. 9.4 0.06 5.68 11.4
4-STD: ARAMB 10 20 0.25
5: Data de realizag¢éo dos ensaios 26-jan-06 26-jan-07 26-jan-07 29-jan-07 27-jan-07 13-fev-07 13-fev-07
6: Método 2320-B 2320-B 2320-B 4500CI-B  4500NO3-B  3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Cu Total Cu Dis. Na Total K Total Mn Total Mn Dis. Fe Total
mg Cu/L mg Cu/L mg Na/L mg K/L mg Mn/L mg Mn/L mg Fe/L
1: SS1-C2 <0.01 <0.01 17.9 3.76 0.14 0.10 2.26
2: SS2-C2 <0.01 <0.01 6.14 1.47 0.06 0.02 1.62
3:8S3-C2 <0.01 <0.01 18.7 4.20 0.18 0.13 2.13
4-STD: ARAMB 0.07 0.07 0.35 0.79 0.13 0.13 0.14
5: Data de realizagdo dos ensaios 13-fev-07 13-fev-07 13-fev-07 13-fev-07 13-fev-07 13-fev-07 13-fev-07
6: Método 3030,3120-B  3030,3120-B  3030,3120-B  3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Fe Dis. Al Dis. Solid.Tot  Soli.Susp Sulfato Sulfeto Al Total pH
mg Fe/L mg Al/L mg solid mg solid mg SO4/L mg S2/L mg Al/L
tot/L susp/L
1: SS1-C2 1.47 0.17 146 10.0 4.44 < 0.002 0.37 7.66
2: SS2-C2 0.72 <0.05 83.7 <10 2.16 <0.002 0.28 7.73
3: SS3-C2 1.60 <0.05 157 13.0 5.88 < 0.002 0.15 7.70
4-STD: ARAMB 0.14 0.42 209 10.9 0.42 6.89
5: Data de realizag&o dos ensaios 13-fev-07 13-fev-07 30-jan-07  30-jan-07 20-fev-07  30-jan-07 13-fev-07 26-jan-07
6: Método 3030,3120-B  3030,3120-B 2540-B 2540 D 4500SO4-E  4500S2-E  3030,3120-B 4500H+-B

Matriz: liquida (4dgua).

Responsavel pela amostragem: Cliente.

Local de amostragem: ndo informado pelo cliente.

N.D.: Nao Detectado.

Amostra com identificacdo STD: Amostra de Referéncia para Controle de Qualidade.
Referéncia Analitica: Standard Methods For the Examination of Water and Wastewater 21°
Ed. (2005).

Eduardo Lyse Carvalho
CRQ 1V 04125181

Pagina 1 de 1 Diretor Técnico

Certificados 1SO 9001:2000 e ISO 14001:2004 (ABS 32982 e ABS 39911).
Os resultados expressos neste Certificado se referem somente ao material recebido.
Proibida a reproducéo parcial deste documento.

Dados de emissédo conferidos por: Viviane Oliveira Costa
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%% GEOSOL

SGS GEOSOL LABORATORIOS LTDA.
Rua Sao Vicente, 255B - Belo Horizonte - MG
Bairro Olhos d'Agua - Cep: 30.390-570
Fone: (31) 2122-0022 - Fax: (31) 2122-0023

CVRD- Gamik sexta-feira, 2 de marco de 2007

Attn : Patricia Cristina Datarec.: 29 janeiro 2007
SGL Report : SG4356-JANO7
Ref. Cliente : Carta n°:

Br 381 Km 450 - Distrito Industrial Simao da Cunha, Santa Luzia GAM-ALMO-001/07

MG, Cep: 33.040-900
Phone: (31) 36914376, Fax:(31) 36914375

CERTIFICADO DE ANALISES

Sample ID Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico Mg Total Ca Total
mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg Cl-/L mg NO3-N/L mg Mg/L mg Ca/L

1: SB1-C2 26 26 N.D. 25 0.08 4.58 4.98

2: SB2-C2 24 24 N.D. 2.5 0.08 3.92 4.34

3: SB3-C2 25 25 N.D. <20 0.08 3.79 3.58

4-STD: ARAMB 10 - - 20 0.24 - -

5: Data de realizacédo dos ensaios 29-jan-07 29-jan-07 29-jan-07  06-fev-07  30-jan-07 13-fev-07  13-fev-07

6: Método 2320-B 2320-B 2320-B 4500CI-B  4500NO3-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Cu Total Cu Dis. Na Total K Total Mn Total Mn Dis. Fe Total

mg Cu/L mg Cu/L mg Na/L mg K/L mg Mn/L mg Mn/L mg Fe/L

1: SB1-C2 <0.01 <0.01 4.83 1.45 0.04 0.02 1.46

2: SB2-C2 <0.01 <0.01 4.22 1.33 0.05 0.03 1.80

3: SB3-C2 <0.01 <0.01 6.64 2.01 0.06 0.03 2.13

4-STD: ARAMB 0.07 0.07 0.35 0.79 0.13 0.13 0.14

5: Data de realizagdo dos ensaios 13-fev-07  13-fev-07  13-fev-07  13-fev-07  13-fev-07  13-fev-07  13-fev-07

6: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Fe Dis. Al Dis. Solid.Tot  Soli.Susp  Sulfato Sulfeto Al Total pH

mg Fe/L mg Al/L  mg solid tot/L mg solid mg SO4/L mg S2/L  mg Al/L
susp/L

1: SB1-C2 0.81 <0.05 82.0 42.0 1.92 <0.002 0.65 7.56
2: SB2-C2 0.60 <0.05 75.4 11.7 1.67 <0.002 0.33 7.43
3: SB3-C2 1.17 0.14 61.4 14.7 3.79 <0.002 0.35 7.44
4-STD: ARAMB 0.14 0.42 209 - 10.9 0.42 6.89
5: Data de realizagdo dos ensaios 13-fev-07  13-fev-07 30-jan-07 30-jan-07 20-fev-07 30-jan-07 13-fev-07 26-jan-07
6: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 2540-B 2540 D 4500S04-E 4500S2-E 3030,3120-B 4500H+-B

Matriz: liquida (4dgua).

Responsavel pela amostragem: Cliente.

Local de amostragem: ndo informado pelo cliente.

N.D.: Nao Detectado.

Amostra com identificacdo STD: Amostra de Referéncia para Controle de Qualidade.
Referéncia Analitica: Standard Methods For the Examination of Water and Wastewater 21°
Ed. (2005).

Eduardo Lyse Carvalho
CRQ 1V 04125181
Diretor Técnico

Pagina 1 de 1
Certificados 1SO 9001:2000 e ISO 14001:2004 (ABS 32982 e ABS 39911).
Os resultados expressos neste Certificado se referem somente ao material recebido.
Proibida a reproducéo parcial deste documento.
Dados de emissédo conferidos por: Viviane Oliveira Costa
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SGS GEOSOL LABORATORIOS LTDA.
Rua Sao Vicente, 255B - Belo Horizonte - MG
Bairro Olhos d'Agua - Cep: 30.390-570
Fone: (31) 2122-0022 - Fax: (31) 2122-0023

CVRD- Gamik terca-feira, 7 de agosto de 2007

Attn : Patricia Cristina Datarec.: 05 julho 2007
SGL Report : SG4123-JUL0O7

Ref. Cliente : Carta n°:
Br 381 Km 450 - Distrito Industrial Simao da Cunha, Santa Luzia GAD-ALMO-001/07
MG, Cep: 33.040-900
Phone: (31) 36914376, Fax:(31) 36914375

CERTIFICADO DE ANALISES

Sample ID Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico
mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CIl-/L mg NO3-N/L

1: SS1-C3 72 72 N.D. 8.8 0.11
2-STD: ARAMB 10 20 0.23
3: Data de realizagédo dos ensaios 05-jul-07 05-jul-07 05-jul-07 17-jul-07 06-jul-07
Sample ID Mg Total Mg Dis. Ca Total Ca Dis. Cu Total

mg Mg/L mg Mg/L mg Ca/L mg Ca/L mg Cu/L

1: SS1-C3 8.77 7.95 10.8 8.94 <0.01
2-STD: ARAMB 0.10 0.10 0.09 0.10 0.06
3: Data de realizagéo dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Cu Dis. Na Total Na Dis. K Total K Dis.
mg Cu/L mg Na/L mg Na/L mg K/L mg K/L

1: SS1-C3 <0.01 10.8 10.7 1.71 1.56

2-STD: ARAMB 0.06 0.36 0.36 0.63 0.63

3: Data de realiza¢é@o dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Mn Total Mn Dis. Fe Total Fe Dis. Al Dis.
mg Mn/L mg Mn/L mg Fe/L mg Fe/L mg Al/L

1: SS1-C3 0.08 0.04 0.62 0.45 0.14

2-STD: ARAMB 0.14 0.14 0.13 0.13 0.49

3: Data de realiza¢é@o dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Solid.Tot Soli.Susp Sulfato Sulfeto Al Total pH
mg solid tot/L mg solid mg SO4/L mg S2/L mg Al/L
susp/L
1: SS1-C3 142 12.0 4.84 <0.002 0.19 7.87
2-STD: ARAMB 196 --- 9.65 0.49 6.89

3: Data de realiza¢do dos ensaios 30-jul-07 06-jul-07 17-jul-07  10-jul-07 26-jul-07 05-jul-07
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SGL Report: SG4123-JULO7

Sample ID Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico
mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CI-/[L mg NO3-N/L

4: Método 2320-B 2320-B 2320-B 4500CI-B  4500NO3-B

Sample ID Mg Total Mg Dis. Ca Total Ca Dis. Cu Total
mg Mg/L mg Mg/L mg Ca/L mg Ca/L mg Cu/L

4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Cu Dis. Na Total Na Dis. K Total K Dis.
mg Cu/L mg Na/L mg Na/L mg K/L mg K/L
4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Mn Total Mn Dis. Fe Total Fe Dis. Al Dis.
mg Mn/L mg Mn/L mg Fe/L mg Fe/L mg Al/L
4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Solid.Tot Soli.Susp Sulfato Sulfeto Al Total pH
mg solid tot/L mg solid mg SO4/L mg S2/L mg Al/L
susp/L
4: Método 2540-B 2540 D 4500S0O4-E 4500S2-E 3030,3120-B 4500H+-B

Matriz: liquida (4dgua).

Responsavel pela amostragem: Cliente.

Local de amostragem: ndo informado pelo cliente.

N.D.: Nao Detectado.

Amostra com identificacdo STD: Amostra de Referéncia para Controle de Qualidade.
Referéncia Analitica: Standard Methods For the Examination of Water and Wastewater 21°
Ed. (2005).

Este certificado substitui o de mesmo numero enviado anteriormente devido alteracdo da
identificacdo da carta

Eduardo Lyse Carvalho
CRQ 1V 04125181
Diretor Técnico
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SGS GEOSOL LABORATORIOS LTDA.
Rua Sao Vicente, 255B - Belo Horizonte - MG
Bairro Olhos d'Agua - Cep: 30.390-570
Fone: (31) 2122-0022 - Fax: (31) 2122-0023

CVRD- Gamik terca-feira, 7 de agosto de 2007

Attn : Patricia Cristina Datarec.: 05 julho 2007
SGL Report : SG4124-JUL07

Ref. Cliente : Carta n°:

Br 381 Km 450 - Distrito Industrial Simao da Cunha, Santa Luzia GAD-ALMO-001/07
MG, Cep: 33.040-900
Phone: (31) 36914376, Fax:(31) 36914375

CERTIFICADO DE ANALISES

Sample ID Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico
mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CIl-/L mg NO3-N/L

1: SS2-C3 40 40 N.D. 3.9 0.12
2-STD: ARAMB 10 20 0.23
3: Data de realizagédo dos ensaios 05-jul-07 05-jul-07 05-jul-07 17-jul-07 06-jul-07
Sample ID Mg Total Mg Dis. Ca Total Ca Dis. Cu Total

mg Mg/L mg Mg/L mg Ca/L mg Ca/L mg Cu/L

1: SS2-C3 6.92 6.33 4.70 4.70 0.03
2-STD: ARAMB 0.10 0.10 0.09 0.09 0.06
3: Data de realizagéo dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Cu Dis. Na Total Na Dis. K Total K Dis.
mg Cu/L mg Na/L mg Na/L mg K/L mg K/L

1: SS2-C3 <0.01 3.88 3.73 0.63 0.62

2-STD: ARAMB 0.06 0.36 0.36 0.63 0.63

3: Data de realiza¢é@o dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Mn Total Mn Dis. Fe Total Fe Dis. Al Dis.
mg Mn/L mg Mn/L mg Fe/L mg Fe/L mg Al/L

1: SS2-C3 0.03 <0.02 0.66 0.52 0.14

2-STD: ARAMB 0.14 0.14 0.13 0.13 0.49

3: Data de realiza¢é@o dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Solid.Tot Soli.Susp Sulfato Sulfeto Al Total pH
mg solid tot/L mg solid mg SO4/L mg S2/L mg Al/L
susp/L
1: SS2-C3 44 115 2.24 0.002 0.14 7.42
2-STD: ARAMB 196 --- 9.65 0.49 6.89

3: Data de realiza¢do dos ensaios 30-jul-07 0l-ago-07  17-jul-07  10-jul-07 26-jul-07 05-jul-07
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SGL Report : SG4124-JULO7

Sample ID Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico
mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CI-/[L mg NO3-N/L

4: Método 2320-B 2320-B 2320-B 4500CI-B  4500NO3-B

Sample ID Mg Total Mg Dis. Ca Total Ca Dis. Cu Total
mg Mg/L mg Mg/L mg Ca/L mg Ca/L mg Cu/L

4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Cu Dis. Na Total Na Dis. K Total K Dis.
mg Cu/L mg Na/L mg Na/L mg K/L mg K/L
4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Mn Total Mn Dis. Fe Total Fe Dis. Al Dis.
mg Mn/L mg Mn/L mg Fe/L mg Fe/L mg Al/L
4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Solid.Tot Soli.Susp Sulfato Sulfeto Al Total pH
mg solid tot/L mg solid mg SO4/L mg S2/L mg Al/L
susp/L
4: Método 2540-B 2540 D 4500S0O4-E 4500S2-E 3030,3120-B 4500H+-B

Matriz: liquida (4dgua).

Responsavel pela amostragem: Cliente.

Local de amostragem: ndo informado pelo cliente.

N.D.: Nao Detectado.

Amostra com identificacdo STD: Amostra de Referéncia para Controle de Qualidade.
Referéncia Analitica: Standard Methods For the Examination of Water and Wastewater 21°
Ed. (2005).

Este certificado substitui o de mesmo numero enviado anteriormente devido alteracdo da
identificacdo da carta

Eduardo Lyse Carvalho
CRQ 1V 04125181
Diretor Técnico
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SGS GEOSOL LABORATORIOS LTDA.
Rua Sao Vicente, 255B - Belo Horizonte - MG
Bairro Olhos d'Agua - Cep: 30.390-570
Fone: (31) 2122-0022 - Fax: (31) 2122-0023

CVRD- Gamik terca-feira, 7 de agosto de 2007

Attn : Patricia Cristina Datarec.: 05 julho 2007
SGL Report : SG4125-JUL07

Ref. Cliente : Carta n°:
Br 381 Km 450 - Distrito Industrial Simao da Cunha, Santa Luzia GAD-ALMO-001/07
MG, Cep: 33.040-900
Phone: (31) 36914376, Fax:(31) 36914375

CERTIFICADO DE ANALISES

Sample ID Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico
mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CIl-/L mg NO3-N/L

1: SS3-C3 106 97 8.9 15 0.25
2-STD: ARAMB 10 20 0.23
3: Data de realizagédo dos ensaios 05-jul-07 05-jul-07 05-jul-07 17-jul-07 06-jul-07
Sample ID Mg Total Mg Dis. Ca Total Ca Dis. Cu Total

mg Mg/L mg Mg/L mg Ca/L mg Ca/L mg Cu/L

1: SS3-C3 10.9 9.68 22.4 20.3 0.02
2-STD: ARAMB 0.10 0.10 0.09 0.09 0.06
3: Data de realizagéo dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Cu Dis. Na Total Na Dis. K Total K Dis.
mg Cu/L mg Na/L mg Na/L mg K/L mg K/L

1: SS3-C3 0.02 21.6 21.6 3.86 3.83

2-STD: ARAMB 0.06 0.36 0.36 0.63 0.63

3: Data de realiza¢é@o dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Mn Total Mn Dis. Fe Total Fe Dis. Al Dis.
mg Mn/L mg Mn/L mg Fe/L mg Fe/L mg Al/L

1: SS3-C3 0.06 0.04 0.23 0.23 0.15

2-STD: ARAMB 0.14 0.14 0.13 0.13 0.49

3: Data de realiza¢é@o dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Solid.Tot Soli.Susp Sulfato Sulfeto Al Total pH
mg solid tot/L mg solid mg SO4/L mg S2/L mg Al/L
susp/L
1: SS3-C3 183 11.0 17.6 <0.002 0.15 8.25
2-STD: ARAMB 196 --- 9.65 0.49 6.89

3: Data de realiza¢do dos ensaios 30-jul-07 0l-ago-07  17-jul-07  10-jul-07 26-jul-07 05-jul-07
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SGL Report : SG4125-JULO7

Sample ID Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico
mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CI-/[L mg NO3-N/L

4: Método 2320-B 2320-B 2320-B 4500CI-B  4500NO3-B

Sample ID Mg Total Mg Dis. Ca Total Ca Dis. Cu Total
mg Mg/L mg Mg/L mg Ca/L mg Ca/L mg Cu/L

4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Cu Dis. Na Total Na Dis. K Total K Dis.
mg Cu/L mg Na/L mg Na/L mg K/L mg K/L
4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Mn Total Mn Dis. Fe Total Fe Dis. Al Dis.
mg Mn/L mg Mn/L mg Fe/L mg Fe/L mg Al/L
4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Solid.Tot Soli.Susp Sulfato Sulfeto Al Total pH
mg solid tot/L mg solid mg SO4/L mg S2/L mg Al/L
susp/L
4: Método 2540-B 2540 D 4500S0O4-E 4500S2-E 3030,3120-B 4500H+-B

Matriz: liquida (4dgua).

Responsavel pela amostragem: Cliente.

Local de amostragem: ndo informado pelo cliente.

N.D.: Nao Detectado.

Amostra com identificacdo STD: Amostra de Referéncia para Controle de Qualidade.
Referéncia Analitica: Standard Methods For the Examination of Water and Wastewater 21°
Ed. (2005).

Este certificado substitui o de mesmo numero enviado anteriormente devido alteracdo da
identificacdo da carta

Eduardo Lyse Carvalho
CRQ 1V 04125181
Diretor Técnico
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SGS GEOSOL LABORATORIOS LTDA.
Rua Sao Vicente, 255B - Belo Horizonte - MG
Bairro Olhos d'Agua - Cep: 30.390-570
Fone: (31) 2122-0022 - Fax: (31) 2122-0023

CVRD- Gamik terca-feira, 7 de agosto de 2007

Attn : Patricia Cristina Datarec.: 06 julho 2007
SGL Report : SG4153-JULO7

Ref. Cliente : Carta n°:

Br 381 Km 450 - Distrito Industrial Simao da Cunha GAD-ALMO-002/07
Santa Luzia/MG
Cep: 33.040-900

CERTIFICADO DE ANALISES

Sample ID Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico
mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CIl-/L mg NO3-N/L

1: SB1-C3 26 26 N.D. 2.4 0.24
2-STD: ARAMB 10 20 0.23
3: Data de realizagédo dos ensaios 06-jul-07 06-jul-07 06-jul-07 17-jul-07 06-jul-07
Sample ID Mg Total Mg Dis. Ca Total Ca Dis. Cu Total

mg Mg/L mg Mg/L mg Ca/L mg Ca/L mg Cu/L

1: SB1-C3 4.87 4.50 3.66 3.04 <0.01
2-STD: ARAMB 0.10 0.10 0.09 0.09 0.06
3: Data de realizagéo dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Cu Dis. Na Total Na Dis. K Total K Dis.
mg Cu/L mg Na/L mg Na/L mg K/L mg K/L

1: SB1-C3 <0.01 3.37 3.20 <0.50 <0.50

2-STD: ARAMB 0.06 0.36 0.36 0.63 0.63

3: Data de realiza¢é@o dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Mn Total Mn Dis. Fe Total Fe Dis. Al Dis.
mg Mn/L mg Mn/L mg Fe/L mg Fe/L mg Al/L

1: SB1-C3 <0.02 <0.02 0.94 0.56 0.15

2-STD: ARAMB 0.14 0.14 0.13 0.13 0.49

3: Data de realiza¢é@o dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Solid.Tot Soli.Susp Sulfato Sulfeto Al Total pH
mg solid tot/L mg solid mg SO4/L mg S2/L mg Al/L
susp/L
1: SB1-C3 38 11.5 1.98 0.002 0.14 7.94
2-STD: ARAMB 196 9.60 0.49 6.88

3: Data de realiza¢do dos ensaios 30-jul-07 0l-ago-07  17-jul-07  10-jul-07 26-jul-07 06-jul-07
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SGL Report : SG4153-JULO7

Sample ID Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico
mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CI-/[L mg NO3-N/L

4: Método 2320-B 2320-B 2320-B 4500CI-B  4500NO3-B

Sample ID Mg Total Mg Dis. Ca Total Ca Dis. Cu Total
mg Mg/L mg Mg/L mg Ca/L mg Ca/L mg Cu/L

4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Cu Dis. Na Total Na Dis. K Total K Dis.
mg Cu/L mg Na/L mg Na/L mg K/L mg K/L
4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Mn Total Mn Dis. Fe Total Fe Dis. Al Dis.
mg Mn/L mg Mn/L mg Fe/L mg Fe/L mg Al/L
4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Solid.Tot Soli.Susp Sulfato Sulfeto Al Total pH
mg solid tot/L mg solid mg SO4/L mg S2/L mg Al/L
susp/L
4: Método 2540-B 2540 D 4500S0O4-E 4500S2-E 3030,3120-B 4500H+-B

Matriz: liquida (4dgua).

Responsavel pela amostragem: Cliente.

Local de amostragem: ndo informado pelo cliente.

N.D.: Nao Detectado.

Amostra com identificacdo STD: Amostra de Referéncia para Controle de Qualidade.
Referéncia Analitica: Standard Methods For the Examination of Water and Wastewater 21°
Ed. (2005).

Este certificado substitui o de mesmo numero enviado anteriormente devido alteracdo da
identificacdo da carta

Eduardo Lyse Carvalho
CRQ 1V 04125181
Diretor Técnico
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SGS GEOSOL LABORATORIOS LTDA.
Rua Sao Vicente, 255B - Belo Horizonte - MG
Bairro Olhos d'Agua - Cep: 30.390-570
Fone: (31) 2122-0022 - Fax: (31) 2122-0023

CVRD- Gamik terca-feira, 7 de agosto de 2007

Attn : Patricia Cristina Datarec.: 06 julho 2007
SGL Report : SG4154-JUL07

Ref. Cliente : Carta n°:
Br 381 Km 450 - Distrito Industrial Simao da Cunha, Santa Luzia GAD-ALMO-002/07
MG, Cep: 33.040-900
Phone: (31) 36914376, Fax:(31) 36914375

CERTIFICADO DE ANALISES

Sample ID Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico
mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CIl-/L mg NO3-N/L

1: SB2-C3 25 25 N.D. <20 0.15
2-STD: ARAMB 10 20 0.23
3: Data de realizagédo dos ensaios 06-jul-07 06-jul-07 06-jul-07 17-jul-07 06-jul-07
Sample ID Mg Total Mg Dis. Ca Total Ca Dis. Cu Total

mg Mg/L mg Mg/L mg Ca/L mg Ca/L mg Cu/L

1: SB2-C3 4.82 2.34 3.45 2.55 <0.01
2-STD: ARAMB 0.10 0.10 0.09 0.09 0.06
3: Data de realizagéo dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Cu Dis. Na Total Na Dis. K Total K Dis.
mg Cu/L mg Na/L mg Na/L mg K/L mg K/L

1: SB2-C3 <0.01 3.31 291 <0.50 <0.50

2-STD: ARAMB 0.06 0.36 0.36 0.63 0.63

3: Data de realiza¢é@o dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Mn Total Mn Dis. Fe Total Fe Dis. Al Dis.
mg Mn/L mg Mn/L mg Fe/L mg Fe/L mg Al/L

1: SB2-C3 <0.02 <0.02 0.72 0.41 0.13

2-STD: ARAMB 0.14 0.14 0.13 0.13 0.49

3: Data de realiza¢é@o dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Solid.Tot Soli.Susp Sulfato Sulfeto Al Total pH
mg solid tot/L mg solid mg SO4/L mg S2/L mg Al/L
susp/L
1: SB2-C3 38 125 2.05 <0.002 0.13 7.16
2-STD: ARAMB 196 9.60 0.49 6.88

3: Data de realiza¢do dos ensaios 30-jul-07 0l-ago-07  17-jul-07  10-jul-07 26-jul-07 06-jul-07
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SGL Report : SG4154-JULO7

Sample ID Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico
mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CI-/[L mg NO3-N/L

4: Método 2320-B 2320-B 2320-B 4500CI-B  4500NO3-B

Sample ID Mg Total Mg Dis. Ca Total Ca Dis. Cu Total
mg Mg/L mg Mg/L mg Ca/L mg Ca/L mg Cu/L

4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Cu Dis. Na Total Na Dis. K Total K Dis.
mg Cu/L mg Na/L mg Na/L mg K/L mg K/L
4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Mn Total Mn Dis. Fe Total Fe Dis. Al Dis.
mg Mn/L mg Mn/L mg Fe/L mg Fe/L mg Al/L
4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Solid.Tot Soli.Susp Sulfato Sulfeto Al Total pH
mg solid tot/L mg solid mg SO4/L mg S2/L mg Al/L
susp/L
4: Método 2540-B 2540 D 4500S0O4-E 4500S2-E 3030,3120-B 4500H+-B

Matriz: liquida (4dgua).

Responsavel pela amostragem: Cliente.

Local de amostragem: ndo informado pelo cliente.

N.D.: Nao Detectado.

Amostra com identificacdo STD: Amostra de Referéncia para Controle de Qualidade.
Referéncia Analitica: Standard Methods For the Examination of Water and Wastewater 21°
Ed. (2005).

Este certificado substitui o de mesmo numero enviado anteriormente devido alteracdo da
identificacdo da carta

Eduardo Lyse Carvalho
CRQ 1V 04125181
Diretor Técnico
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SGS GEOSOL LABORATORIOS LTDA.
Rua Sao Vicente, 255B - Belo Horizonte - MG
Bairro Olhos d'Agua - Cep: 30.390-570
Fone: (31) 2122-0022 - Fax: (31) 2122-0023

CVRD- Gamik terca-feira, 7 de agosto de 2007

Attn : Patricia Cristina Datarec.: 06 julho 2007
SGL Report : SG4155-JULO7

Ref. Cliente : Carta n°:
Br 381 Km 450 - Distrito Industrial Simao da Cunha, Santa Luzia GAD-ALMO-002/07
MG, Cep: 33.040-900
Phone: (31) 36914376, Fax:(31) 36914375

CERTIFICADO DE ANALISES

Sample ID Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico
mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CIl-/L mg NO3-N/L

1: SB3-C3 28 28 N.D. <20 0.07
2-STD: ARAMB 10 20 0.23
3: Data de realizagédo dos ensaios 06-jul-07 06-jul-07 06-jul-07 17-jul-07 06-jul-07
Sample ID Mg Total Mg Dis. Ca Total Ca Dis. Cu Total

mg Mg/L mg Mg/L mg Ca/L mg Ca/L mg Cu/L

1: SB3-C3 4.57 2.22 2.79 2.56 <0.01
2-STD: ARAMB 0.10 0.10 0.09 0.09 0.06
3: Data de realizagéo dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Cu Dis. Na Total Na Dis. K Total K Dis.
mg Cu/L mg Na/L mg Na/L mg K/L mg K/L

1: SB3-C3 <0.01 4.73 4.33 0.88 0.88

2-STD: ARAMB 0.06 0.36 0.36 0.63 0.63

3: Data de realiza¢é@o dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Mn Total Mn Dis. Fe Total Fe Dis. Al Dis.
mg Mn/L mg Mn/L mg Fe/L mg Fe/L mg Al/L

1: SB3-C3 <0.02 <0.02 1.42 0.67 0.10

2-STD: ARAMB 0.14 0.14 0.13 0.13 0.49

3: Data de realiza¢é@o dos ensaios 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07 26-jul-07

Sample ID Solid.Tot Soli.Susp Sulfato Sulfeto Al Total pH
mg solid tot/L mg solid mg SO4/L mg S2/L mg Al/L
susp/L
1: SB3-C3 74 18.5 2.96 <0.002 0.13 7.24
2-STD: ARAMB 196 9.60 0.49 6.88

3: Data de realiza¢do dos ensaios 30-jul-07 0l-ago-07  17-jul-07  10-jul-07 26-jul-07 06-jul-07

Pagina 1 de 2
Certificados 1SO 9001:2000 e ISO 14001:2004 (ABS 32982 e ABS 39911).
Os resultados expressos neste Certificado se referem somente ao material recebido.
Proibida a reproducéo parcial deste documento.
Dados de emisséo conferidos por: Rosemary Nascimento
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SGL Report : SG4155-JULO7

Sample ID Alc.Total Alc.HCO3- Alc.CO3= Cloreto N.Nitrico
mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CaCO3/L mg CI-/[L mg NO3-N/L

4: Método 2320-B 2320-B 2320-B 4500CI-B  4500NO3-B

Sample ID Mg Total Mg Dis. Ca Total Ca Dis. Cu Total
mg Mg/L mg Mg/L mg Ca/L mg Ca/L mg Cu/L

4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Cu Dis. Na Total Na Dis. K Total K Dis.
mg Cu/L mg Na/L mg Na/L mg K/L mg K/L
4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Mn Total Mn Dis. Fe Total Fe Dis. Al Dis.
mg Mn/L mg Mn/L mg Fe/L mg Fe/L mg Al/L
4: Método 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B 3030,3120-B
Sample ID Solid.Tot Soli.Susp Sulfato Sulfeto Al Total pH
mg solid tot/L mg solid mg SO4/L mg S2/L mg Al/L
susp/L
4: Método 2540-B 2540 D 4500S0O4-E 4500S2-E 3030,3120-B 4500H+-B

Matriz: liquida (agua).

Responséavel pela amostragem: Cliente.

Local de amostragem: ndo informado pelo cliente.

N.D.: Nao Detectado.

Amostra com identificacdo STD: Amostra de Referéncia para Controle de Qualidade.
Referéncia Analitica: Standard Methods For the Examination of Water and Wastewater 21°
Ed. (2005).

Este certificado substitui o de mesmo numero enviado anteriormente devido alteracdo da
identificacdo da carta

Eduardo Lyse Carvalho
CRQ IV 04125181
Diretor Técnico
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Proibida a reproducéo parcial deste documento.
Dados de emisséo conferidos por: Rosemary Nascimento



novas - Laboratorio de Analises Quimicas

N
Laboratorio de Analises Quimicas — Fone (31) 3238-1802 ! I 4\ ‘
Dep. de Engenharia Metalurgica e de Materiais-R. Espirito Santo, 35/206 ‘ 1
CEP 30.160-030-B. Horizonte-MG-(31) 3238-1810, Fax:(31)3238-1815
Lag.demet@yahoo.com.br

Certificado n2: 011/06 Data: 04/05/2007 nO \/ &

Material: Agua de Efluente — Correcdo dados (SSC3 e SB2) Inovagae e servigos
Solicitante: Flavio Café Proposta:
Procedéncia: CVRD

RESULTADOS
Ne¢ Lab. Referéncia da Amostra Cu
261/07 SS1 - C2 Metais Soluveis 5,0 ug/L
262/07 SS1 - C2 Metais Totais 6,9 ug/L
263/07 SS2 - C2 Metais Soluveis 2,5 ug/L
264/07 SS2 - C2 Metais Totais 5,4 ug/L
265/07 SS3 - C2 Metais Soluveis* 3,2 ug/L
266/07 SS3 — C2 Metais Totais* 4,7 ug/L
267/07 SB3 - C2 Metais Totais* 3,3 ug/L
268/07 SB3 — C2 Metais Soluveis* 2,9 ug/L
269/07 SB1 — C2 Metais Totais 5,7 ug/L
270/07 SB1 — C2 Metais Soluveis 2,1 ug/L
271/07 SB2 - C2 Metais Totais 6,0 ug/L
272/07 SB2 — C2 Metais Soluveis 1,4 ug/L

*Enviou-se amostras em duplicatas, porém as identificacdes nao estao claras.

Obs.: 1- O presente resultado so é valido para as amostras enviadas;
2- Determinacéo de Cobre: Analise por espectrometria de massas com fonte de
plasma (ICP-MS) — Perkin Elmer Elan 9000;

Dr. Julio C. J. Silva
Coordenador do Laboratério de Analises Quimicas

Laboratorio de Analises Quimicas — Fone (31) 3238 1802 E-mail: laq.demet@yahoo.com.br
Dp. de Engenharia Metalurgica e de Materiais-R. Espirito Santo, 35/206-CEP 30.160-030-B. Horizonte-MG-(31) 3238-1810, Fax:(31)3238-1815



novas - Laboratorio de Andlises Quimicas
Laboratério de Analises Quimicas — Fone (31) 3409-1 802

Dep. de Engenharia Metallrgica e de Materiais-R. Espirito Santo, 35/206
CEP 30.160-030-B. Horizonte-MG-(31) 3409-1810, Fax:(31)3409-1815
lag.demet@yahoo.com.br

Certificado n° 198-07 Data: 30/01/2008

Material: Agua superficial

inovagao e servicos

Solicitante: Flavio Café

Procedéncia: CVRD

RESULTADOS

N;O%a?b Ref. Amostra Cu (pg/L)
2880 SB2-C3 — Metais Soluveis 3,6
2879 SB1-C3 — Metais Totais 4,4
2882 SS1-C3 — Metais Soluveis 6,2
2883 SS1-C3 — Metais Totais 6,6
2881 SB3-C3 — Metais Totais 3,4
2885 SS3-C3 — Metais Solaveis 18,7
2884 SS2-C3 — Metais Totais 28,9

Obs.: 1- O presente resultado s6 é vélido paraasa mostras enviadas.
2- Determinagdo por Espectrometria de massas com fo  nte de plasma (ICP-MS) —
Perkin EImer Elan 9000.

Dr. Julio C. J. Silva
Coordenador do Laboratorio de Analises Quimicas

Laboratério de Analises Quimicas — Fone (31) 3409 1 802 E-mail: laq.demet@yahoo.com.br
Dp. de Engenharia Metallrgica e de Materiais-R. Esp  irito Santo, 35/206-CEP 30.160-030-B. Horizonte-MG- (31) 3409-1810, Fax:(31)3409-1815



novas - Laboratorio de Andlises Quimicas 7
Laboratério de Andlises Quimicas — Fone (31) 3409-1 802 A
Dep. de Engenharia Metallrgica e de Materiais-R. Espirito Santo, 35/206
CEP 30.160-030-B. Horizonte-MG-(31) 3409-1810, Fax:(31)3409-1815

lag.demet@yahoo.com.br nOV& ~z

Certificado n°: 117/07 Data: 30/01/2008 inovacgao e servigos
Material: agua

Solicitante: Flavio Café - CVRD Proposta:
Procedéncia: CVRD

RESULTADOS
N° Lab. Referéncia da Amostra Cobre/pgL ™
1894/07 SB1-C3 3.7
1895/07 SB2-C3 5.2
1896/07 SB3-C3 2.8
1897/07 SS1-C3 6.7
1898/07 SS2-C3 25.8
1899/07 SS3-C3 20.0

Obs.: 1- O presente resultado s6 é valido paraasa mostras enviadas.
2- Determinagéo de Cobre: Analise por espectrometria de massas com fonte de
plasma (ICP-MS). Equipamento ELAN 9000 — Perkin EIm er

Dr. Julio C. J. Silva
Coordenador do Laboratorio de Analises Quimicas

Laboratério de Analises Quimicas — Fone (31) 3409 1 802 E-mail: laq.demet@yahoo.com.br
Dp. de Engenharia Metallrgica e de Materiais-R. Esp  irito Santo, 35/206-CEP 30.160-030-B. Horizonte-MG- (31) 3409-1810, Fax:(31)3409-1815



Para: Coordenacdo de Meio Ambiente . \
CVRD - Cia. Vale do Rio Doce - GEEIM/DIMB s y

ATT.: Flavio Café

Email: flavio.cafe@cvrd.com.br P
Nnovas

LAUDO DE ANAL ISE inovagao e servicos

Laudo n°: HM 41a/2006.

Procedéncia da amostra: CVRD — RQ 824830
Servigo solicitado: Analise Carbono Orgéanico Total
Numero de amostras: 07

Os resultados de analises de carbono orgéanico total para as amostras enviadas estdo apresentados
na Tabela I. As analises foram realizadas no equipamento Shimadzu mod. TOC-VCSN. A analise de
carbono total (TC) baseia-se na oxidagdo ou decomposicdo de todo carbono contido na amostra a
CO, no tubo de combustao a 680°C. Na analise de carbono inorganico (IC) a amostra é acidificagédo
e 0 gas carbbnico gerado pela decomposi¢cao dos carbonatos € purgado com O, e analisado, 0

carbono orgéanico total (TOC) é obtido pela diferenca entre 0 TC e IC.

Tabela | — Analise de carbono organico total (TOC) em amostras aquosas

Caodigo Identificacao TOC (mg/L)
Laboratorio Amostra
HM 199/06 SB1-C1 2,7
HM 199/06 rep SB1-C1 2,9
HM 200/06 SB2-C1 2,9
HM 201/06 SB3-C1 2,6
HM 202/06 SS1-C1 4,1
HM 202/06 rep SS1-C1 4,6
HM 203/06 SS2-C1 2,5
HM 204/06 SS3-C1 6,9
HM 205/06 SS1-C1 Filtrada 4.4

Belo Horizonte,19 de Setembro de 2006.

Claudia Lima, Dr.
Chefe do Laboratério de Processamento Aquoso e
Caracterizagéo de Sélidos Particulados

Novas - Nucleo de Inovacgao e Servigos
Universidade Federal de Minas Gerais ¢ UFMG e Depto. Engenharia Metallrgica e de Materiais
Rua Espirito Santo, 35/223 e Centro ¢ 30160-030 ¢ Belo Horizonte e Minas Gerais o Brasil o Tel.: 55 31 3238 1810 ¢ Fax: 55 31 3238 1815
novas@demet.ufmg.br
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Para: Coordenacdo de Meio Ambiente . \
CVRD - Cia. Vale do Rio Doce - GEEIM/DIMB s y

ATT.: Flavio Café

Email: flavio.cafe@cvrd.com.br

Laudo n°: HM 05/2007.
Procedéncia da amostra: CVRD — RQ 824830

Servigo solicitado: Analise Carbono Orgéanico Total
Numero de amostras: 06

novas

LAUDO DE ANAL ISE inovagao e servicos

Os resultados de analises de carbono orgéanico total para as amostras enviadas estdo apresentados

na Tabela I. As analises foram realizadas no equipamento Shimadzu mod. TOC-VCSN. A analise de

carbono total (TC) baseia-se na oxidagdo ou decomposicdo de todo carbono contido na amostra a

CO, no tubo de combustao a 680°C. Na analise de carbono inorganico (IC) a amostra é acidificagédo

e 0 gas carbbnico gerado pela decomposi¢cao dos carbonatos € purgado com O, e analisado, 0

carbono orgéanico total (TOC) é obtido pela diferenca entre 0 TC e IC.

Tabela | — Analise de carbono organico total (TOC) em amostras aquosas

Caodigo Identificacao TOC (mg/L)

Laboratério Amostra

HM 10/2007 SS1-C2 13,9
HM 11/2007 SS2-C2 4.4
HM 12/2007 SS3-C2 16,4
HM 12/2007 SS3-C2rep 17,6
HM 13/2007 SB1-C2 5,99
HM 13/2007 SB1-C2 rep 6,1
HM 14/2007 SB2-C2 2,6
HM 15/2007 SB3-C2 5,0
HM 15/2007 SB3-C2rep 5,2

Belo Horizonte, 22 de Fevereiro de 2007.

Claudia Lima, Dr.
Chefe do Laboratério de Processamento Aquoso e
Caracterizacéo de Sélidos Particulados

Novas - Nucleo de Inovacgao e Servigos
Universidade Federal de Minas Gerais ¢ UFMG e Depto. Engenharia Metallrgica e de Materiais
Rua Espirito Santo, 35/223 e Centro ¢ 30160-030 ¢ Belo Horizonte e Minas Gerais o Brasil o Tel.: 55 31 3238 1810 ¢ Fax: 55 31 3238 1815

novas@demet.ufmg.br
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Para: Coordenacdo de Meio Ambiente C

CVRD - Cia. Vale do Rio Doce - GEEIM/DIMB nOV&
ATT.: Flavio Café inovacao e servicos 7
Email: flavio.cafe@cvrd.com.br

Os resultados de analises de carbono orgéanico total para as amostras enviadas estdo apresentados
na Tabela I. As analises foram realizadas no equipamento Shimadzu mod. TOC-VCSN. A analise de
carbono total (TC) baseia-se na oxidagdo ou decomposicdo de todo carbono contido na amostra a
CO; no tubo de combustédo a 680°C. Na analise de carbono inorgéanico (IC) a amostra é acidificacédo
e 0 gas carbbnico gerado pela decomposicdo dos carbonatos € purgado com O, e analisado, o

carbono orgéanico total (TOC) é obtido pela diferenca entre 0 TC e IC.

Tabela | — Andlise de carbono orgénico total (TOC) em amostras aquosas enviadas em Julho/2007

Amostra TC (mg/L) IC (mg/L) TOC (mg/L)
SB1-C3 5.5 2.7 2.8
SB2-C3 5.1 2.6 2.5
SB3-C3 5.8 2.3 3.5
SS1-C3 12.2 8.9 3.3
SS2-C3 6.7 3.4 3.3
SS3-C3 14.0 9.0 5.0
SS3-C1 6.2 0.2 6.0

Belo Horizonte, 03 de Outubro de 2007.

Claudia Lima, Dr.
Chefe do Laboratério de Processamento Aquoso e
Caracterizagéo de Sélidos Particulados

Novas - Nucleo de Inovacgao e Servigos
Universidade Federal de Minas Gerais ¢ UFMG e Depto. Engenharia Metallrgica e de Materiais
Rua Espirito Santo, 35/223 e Centro ¢ 30160-030 ¢ Belo Horizonte e Minas Gerais o Brasil o Tel.: 55 31 3238 1810 ¢ Fax: 55 31 3238 1815
novas@demet.ufmg.br
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Ponto de amostragem

Parametro Campanha SS1 SS2 SS3 SB1 SB2 SB3
C1 7,81 7,60 8,46 7,45 7,50 7,28
C2 7,4 7,55 7,5 7,33 7,2 7,04
pH C3 7,86 7,65 8,30 7,20 7,16 7,15
C2 (LAB) 7,66 7,73 7,70 7,56 7,43 7,44
C3 (LAB) 7,87 7,65 8,30 7,20 7,16 7,15
C1l 194 167 176 175 183 195
Eh (mV) C2 275 196 220 180 516 443
C3 205 200 200 210 227 250
C1 391 364 373 372 380 392
Eh (mv)
corrigido C2 472 393 417 377 713 640
C3 402 397 397 407 424 447
C1l 30,5 28,7 31,5 24 24,4 25,9
Temperatura Cc2 25 29,1 28,5 24,1 23,7 28,3
C3 24,5 29,2 28,7 24,3 25,2 26,9
Condutividade C1l 175 102 297 60 77 90
Elétrica C2 151 101 199 75 71 73
C3 180 110 221 64 71 88
C1 102 56 129 31 34 36
Alc total Cc2 52 40 53 26 24 25
C3 72 40 106 26 25 28
C1 102 56 129 31 34 36
Alc. HCO3- C2 52 40 53 26 24 25
C3 72 40 97 26 25 28
C1l ND ND ND ND ND ND
Alc. HCO3-- C2 ND ND ND ND ND ND
C3 ND ND 8,9 ND ND ND
C1l 9,3 6,8 13 4.4 5,4 4.4
Cloreto C2 9,4 4.4 9,4 2,5 2,5 0,02
C3 8,8 3,9 15 2,4 0,02 0,02
C1l 0,08 0,17 0,05 0,2 0,18 0,21
N. Nitrico C2 0,05 0,05 0,06 0,08 0,08 0,08
C3 0,11 0,12 0,25 0,24 0,15 0,07
C1l 9,83 7,84 12,5 2,45 2,39 2,52
Mg total C2 5,65 5,39 5,68 4,58 3,92 3,79
C3 8,77 6,92 10,9 4,87 4,82 4,57
C1l 8,93 6,88 12,4 2,41 2,11 2,35
Mg diss. C2 X X X X X X
C3 7,95 6,33 9,68 4,5 2,34 2,22
C1 15,3 7,65 22 4,64 4,32 4,86
Catotal C2 11,1 7,58 11,4 4,98 4,34 3,58
C3 10,8 4.7 22,4 3,66 3,45 2,79
C1l 11,8 6,1 19,7 2,87 2,69 2,45
Ca diss. C2 X X X X X X
C3 8,94 4,7 20,3 3,04 2,565 2,56
C1l <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Cu total* C2 6,9 5,4 4.7 5,7 6 3,3
C3 6,6 28,9 20 4.4 5,2 3,4
C1l 5 5 5 5 5 5
Cu diss.* C2 5 2,5 3,2 2,1 1,4 2,9
C3 6,2 25,8 18,7 3,7 3,6 2,8
C1 13,6 4,83 21,5 4,01 4,15 4,57
Na total C2 17,9 6,14 18,7 4,83 4,22 6,64
C3 10,8 3,88 21,6 3,37 3,31 4,73
C1l 12 4,16 21,15 3,09 3,76 4,24
Na diss. Cc2 X X X X X X
C3 10,7 3,73 21,6 3,2 2,91 4,33
C1 3,03 1,17 3,6 1,61 1,95 1,58




K total c2 3.76 147 42 145 133 2.01
C3 171 0,63 3.86 05 05 0,88
C1 242 17,00 3.57 1.45 18 1.46
K diss. C2 X X X X X X
Ca 156 0.62 3.83 20,50 < 0,50 0.88
C1 0.13 0.03 0.15 0.02 0.03 0.03
Mn total c2 0.14 0.06 0.18 0,04 0,05 0,06
C3 0,08 0,03 0.06 <0,02 20,02 20,02
C1 0.04 0,001 0,001 0,001 0.03 0.03
Mn diss. C2 01 0.02 0.13 0,02 0,03 0,03
C3 0.04 0,001 0,04 0,001 0,001 0,001
C1 0.63 0.19 20,05 1.47 14 1.47
Fe total c2 2.26 1.62 213 1.46 18 213
C3 0,62 0,66 0,23 0,04 0.72 1,42
[ 0.025 0.025 0.025 0.33 0.21 0.29
Fe diss. C2 147 0.72 16 0,81 0.6 117
C3 0,45 0,52 0.23 0,56 0.41 0,67
C1 X X X X X X
Al total C2 0.37 0.28 0.15 0.65 0.33 0.35
C3 0,19 0,14 0.15 0.14 0,13 0.13
C1 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025 0.025
Al diss. C2 0.17 0,025 0,025 0,025 0,025 0.14
C3 0.14 0.14 0.15 0.15 0.13 01
C1 151 103 166 52.7 62.7 1.4
s6l. Total c2 146 83.7 157 82 75,4 61,4
C3 142 44 183 38 38 74
C1 13 5 5 0.7 12 157
S6l. Susp. c2 10 5 13 42 117 14.7
C3 12 115 11 115 125 185
C1 2.03 2.7 311 226 2.2 223
Sulfato c2 2,44 2.16 588 1.02 167 3,79
C3 2,84 2.24 176 1,08 2.05 2.96
C1 0,002 0,002 20,002 20,002 0,002 20,002
Sulfeto C2 <0,002 0,002 <0,002 <0,002 <0,002 <0,002
C3 <0,002 <0,002 20,002 20,002 <0,002 20,002
C1 2.4 25 5.0 28 2.0 26
Carbdoigg org. c2 13.0 24 17 6 26 51
C3 33 33 5 28 25 35
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Relatorio Final (RL0932/2007 — 1.0CD-Agudo-A;
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dos resultados de toxicidade aguda
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TECAM

TECNOLOGIA AMBIENTAL
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INTRODUCAO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitosdégido cobre em amostras
de agua natural através da determinacdo da todicidguda, com base nos efeitos
sobre a sobrevivéncia deeriodaphnia dubia exposta a diferentes concentracdes da
substancia (sulfato de cobre), durante um periedé8choras.

Ao término dos testes deve ser estimada a concé@otraominal das
amostras que causam imobilidade a 50% dos orgasitatados, nas condicdes teste -
CE(1)50; 48h.

Este relatorio apresenta os dados obtidos nasadumaganhas de coleta de
amostras de agua natural pelo Patrocinador, realkiza&m Janeiro de 2007 (22

Campanha) e Julho de 2007 (32 Campanha).

MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada para a realizacdo do tesstd descrita em
“Methods for measuring the acute toxicity of effii® and receiving waters to

freshwater and marine organisms” (USEPA, 2002).

1. Dados das amostras

Identificacio Protocolo Data de Data de
TECAM entrada coleta

e ’g SS1-C2 0679/07 26/01/07 23/01/07
= S SS2-C2 0680/07 26/01/07 23/01/07
g IS SS3-C2 0681/07 26/01/07 23/01/07
8 'g SB1-C2 0722/07 29/01/07 25/01/07
s © SB2 -C2 0723/07 29/01/07 25/01/07
N SB3-C2 0724/07 29/01/07 25/01/07
e = SS1-C3 0932/2007 - 1.0 06/07/07 03/07/07
S S SS2-C3 0939/2007 - 1.0 06/07/07 03/07/07
g % SS3-C3 0940/2007 - 1.0 06/07/07 03/07/07
8 < SB1-C3 0951/2007 - 1.0 07/07/07 04/07/07
5, 3 SB2-C3 0952/2007 - 1.0 07/07/07 04/07/07

SB3-C3 0953/2007 - 1.0 07/07/07 04/07/07

Rua Fabia, 59

05051-030 « Sao Paulo » 5P

Tel.: (11) 3873-

RL0932/2007 - 1.0CD-Agudo
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2. Dados do reagente
Reagente: Sulfato de cobre pentaidratado P.A. (G685ED).

Marca: F. Maia Industria e Com. Ltda.
Lote: 32097.

Data de fabricacdo: 18/07/2006.

Data de validade: 18/07/2009.

3. Dados dos organismos-teste
EspécieCeriodaphnia dubia (Cladocera, Crustacea).

Idade dos organismos: 6 a 24 horas.

4. Condicoes de teste

Amostra Data de inicio Te,m_peratura_da agua
(média + desvio padrao)

EES SS1-C2 14/03/2007

c 8 SS2-C2 14/03/2007 24,5 +0,5°C
25 SS3-C2 14/03/2007

8 SB1 - C2 13/03/2007

. & SB2 — C2 13/03/2007 24,5+ 0,5°C
N SB3 - C2 13/03/2007

8~ SS1-C3 11/09/2007

§S SS2-C3 11/09/2007 25,0 + 0,5°C
=g SS3-C3 11/09/2007

G 2 SB1-C3 18/09/2007

o3 SB2 - C3 18/09/2007 22.0=0,0%

@ SB3-—C3 13/09/2007 25,0 + 0,0°C

Agua de diluicdo: amostra de agua de rio.
Controle: amostra de agua de rio.

Controle adicional: agua de represa (dgua padréo).
Fotoperiodo: 16 horas de luz e 8 horas de escuro.

Renovacao do meio: teste estatico.

RL0932/2007 - 1.0CD-Agudo
Rua Fabia, 59
LI"FI" -030 +» Sao Paulo * SP
Tel.: [(11) 3B73-2553 « Fax: [11) 3862-8954
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5. Cultivo e controle de sensibilidade
O cultivo dos animais é realizado com agua natdeaboa qualidade,

coletada periodicamente em uma represa proxima dadei de S&o Paulo.
Mensalmente, 0s organismos-teste sédo submetidos t@ste de sensibilidade com a
substancia de referéncia, Cloreto de Sodio. A «amdrole de sensibilidade,
utilizando dados acumulados de varios testes, andima CE(1)50; 48h média de
1,80gNaCl/L, com limites de controle (média * 2uies-padrdo) de 0,96g a
2,64gNaCl/L. O ultimo teste realizado, corresponeleao periodo de avaliacdo do
presente estudo, apresentou uma concentracaoaefedittiana de 1,38g NaCl/L, com
intervalo de confianca de 1,03 a 1,85g NaCl/L. Esier esta dentro da faixa definida

para avaliacao do sistema-teste.

6. Procedimentos
Para cada amostra foi preparada inicialmente urhg&mestoque com o

reagente Sulfato de cobre pentaidratado (GUSO) na concentracdo 100,0 mg/L. A
partir desta, foi preparada outra solucdo-estod@0Qmg/L) e a partir da menor
solucéo-estoque foram feitas as diluices utilizatss testes (vide Anexo 1). Todas as
solugdes foram preparadas com as amostras de agu# cencaminhadas pelo
Patrocinador.

Jovens com 6 a 24 horas de idade foram seleciomdosltura isolada 24
horas antes do inicio do teste. Foram colocadosodiovens em cada béquer com
25mL de solucédo-teste e um controle com agua decoim quatro réplicas em cada
concentracdo. Adicionalmente, foi preparado um roteitcom agua de represa do
Tecam, utilizada para o cultivo dos organismos #4zadrao).

ApoOs 48 horas de exposicdo, foram contados os @aimaveis em cada
béquer. S&o considerados iméveis 0s animais ineap#z nadar durante um periodo
de 15 segundos de observacao, apos agitacao ldvasdo, e também os aprisionados

na superficie da agua, mesmo que moveis.

RL0932/2007 - 1.0CD-Agudo
Rua Fabia, 59
05051-030 « Sao Paulo » 5P
Tel.: [(11) 3B73-2553 « Fax: [11) 3862-8954
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No inicio e no final dos testes foram realizada&lises de pH e teor de
oxigénio dissolvido da agua padrédo, da agua decddue de trés concentracbes
preparadas. Além dessas analises, foi também destatana dureza total das amostras

de agua.

7. Andlises estatisticas
A concentracao efetiva inicial mediana apds 48 hdmexposicdo — CE(l)

50; 48h — e respectivo intervalo de 95% de confiafigam estimados através do

método Spearman-Karber modificado (Hamilton e18¥,7).

RESULTADOS

Os resultados dos testes de toxicidade aguda elomey iniciais e finais
das analises fisicas e quimicas das solucdes ast@sentados no Anexo 1. Os valores
obtidos estdo dentro das faixas estabelecidasapacaitacdo dos resultados (USEPA,
2002).

Apos aplicacdo das analises estatisticas, forammasis os valores da
concentracao efetiva inicial mediana (CE(1)50; 4&h sulfato de cobre para cada
amostra das duas campanhas, conforme apresentddbela 1 e Figura 1.

Analisando os valores da CE(l) 50; 48h, nota-se @uw®bre apresentou
toxicidade aguda paf@eriodaphnia dubia em todas as amostras de agua testadas.

Nas duas campanhas, as amostras SB1 e SB2 aprasentaaior
toxicidade em comparacdo com as demais, enquatdS§3 foi a que apresentou
menor toxicidade aguda patadubia (Anexo 1).

Além disso, observa-se que todas as amostras daaohande Janeiro/2007

apresentaram menor toxicidade que as corresporsdégatéulho/2007.

RL0932/2007 - 1.0CD-Agudo
Rua Fabia, 59
LI"FI" -030 +» Sao Paulo * SP
Tel.: [(11) 3B73-2553 « Fax: [11) 3862-8954
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Tabela 1— Valores estimados da concentracdo nominal qusaca imobilidade de 50% dos
organismos testados (CE(I)50; 48h) e intervalo 8&o Qe confianca, entre
parénteses, expressos em miligrama de sulfatolate pentahidratado por litro
e em miligrama de cobre por litro, e o valor deedartotal de cada amostra.

Amostra CE()50; 48h (1.C.%) CE()50; 48h (1.C.%) Dureza Total

mg/L CuSQO,.5H,0 mg Cu/L (mg CaCOy/L)
g__d < SS1-C2 0,67 (0,57 — 0,77) 0,172 (0,146 — 0,197) 154
S § SS2-C2 0,26 (0,23 — 0,30) 0,067 (0,059 — 0,077) 154
g— 5\2 SS3-C2 0,85 (0,60 — 1,20) 0,218 (0,154 — 0,307) 2,04
8 'g SB1 - C2 0,11 (0,08 — 0,15) 0,028 (0,019 — 0,038) 7,02
s SB2 - C2 0,11 (0,08 — 0,15) 0,028 (0,019 — 0,038) 3,52
N SB3 - C2 0,24 (0,22 — 0,28) 0,061 (0,056 — 0,072) 0,02
s ~| _ssi-c3 0,21 (0,15 - 0,30) 0,054 (0,038 - 0,077) 7,05
cg| ss2-c3 0,11 (0,08 - 0,15) 0,028 (0,019 - 0,038) 503
g— % SS3-C3 0,29 (0,25 - 0,34) 0,074 (0,064 - 0,047) 7,08
S£| SB1-C3 0,08 (0,07 - 0,09) 0,019 (0,017 - 0,02B3) 1,52
v 3| SB2-C3 0,05 (0,05 - 0,06) 0,014 (0,013 - 0,014) 9,01
@ SB3-C3 0,11 (0,08 - 0,15) 0,028 (0,019 - 0,038) 7,01

*[.C.: intervalo de confianca 95%.

0,250

I

0150 T -1 f-—-—--—-———————— -

0100 + -1 -

M N B -

0,000

CE(1)50;48h (mg CulL)

SS1-C3 SS2-C3 SS3-C3 SB1-C3 SB2-C3 SB3-C3
Amostras
\ @ 22 campanha W 32 campanha \

Figura 1 —Valor da concentracao efetiva inicial mediana (GQB5@8h) de cada amostra de
agua, expressa em miligrama de cobre por litro.

RL0932/2007 - 1.0CD-Agudo
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ANEXO 1

Resultados dos testes de toxicidade aguda@amnedaphnia dubia para as diferentes

amostras (N.A.: ndo analisado).

Anexo 1.1. Amostra SS1 — C2 (Protocolo Tecam 0679)3- 22 Campanha

Oxigénio dissolvido

Concentracéo Mortalidade pH (mg/L)

(mg/L CuSQ.5H,0) (%) Inicial Final Inicial Final
Controle SS1-C2 0 7,80 7,75 7,38 6,47
0,075 0 7,76 7,79 7,49 6,38
0,150 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,300 0 7,75 7,78 7,61 6,61
0,600 35 N.A. N.A. N.A. N.A.
1,200 100 7,69 7,84 7,62 6,65

Anexo 1.2. Amostra SS2 — C2 (Protocolo Tecam 0680)0- 22 Campanha

Oxigénio dissolvido

Concentracéo Mortalidade pH (mg/L)

(mg/L CuSQ.5H0) (%) Inicial Final Inicial Final
Controle SS2-C2 0 7,71 7,69 7,38 6,25
0,075 0 7,76 7,65 7,42 6,00
0,150 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,300 70 7,75 7,59 7,46 5,85
0,600 100 N.A. N.A. N.A. N.A.
1,200 100 7,76 7,58 7,39 6,04

Anexo 1.3. Amostra SS3 — C2 (Protocolo Tecam 0687)0- 22 Campanha

Oxigénio dissolvido

Concentracéo Mortalidade (mg/L)
0
(mg/L CuSQ.5H,0) (%) Inicial Final Inicial Final

Controle SS3-C2 0 7,61 7,89 7,20 6,71
0,075 0 7,74 7,95 7,60 6,80
0,150 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,300 0 7,70 7,96 7,33 6,88
0,600 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
1,200 100 7,75 7,96 7,42 6,81

Rua Fabia, 58
05051-030 » Sao Paulo * SP
Tel.: [(11]) 3B73-2553 * Fax: (11) 386
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Anexo 1.4. Amostra SB1 — C2 (Protocolo Tecam 0722Z)0- 22 Campanha

Concentracéo

Mortalidade pH

Oxigénio dissolvido

(mg/L)

(mg/L. CuSQ.5H,0) (%) Inicial Final Inicial Final
Controle SB1-C2 0 7,58 7,60 7,08 6,50
0,075 0 7,60 7,68 7,03 6,61
0,150 100 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,300 100 7,62 7,67 7,12 6,37
0,600 100 N.A. N.A. N.A. N.A.
1,200 100 7,61 7,65 7,11 6,15

Anexo 1.5. Amostra SB2 — C2 (Protocolo Tecam 0723)0- 22 Campanha

Concentracao

Mortalidade pH

Oxigénio dissolvido

(mg/L)

(mg/L. CuSQ.5H,0) (%) Inicial Final Inicial Final
Controle SB2-C2 0 7,45 7,67 7,47 6,20
0,075 0 7,54 7,65 6,90 6,74
0,150 100 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,300 100 7,60 7,65 6,73 6,73
0,600 100 N.A. N.A. N.A. N.A.
1,200 100 7,48 7,65 7,04 6,40

Anexo 1.6. Amostra SB3 — C2 (Protocolo Tecam 0724)0- 22 Campanha

Oxigénio dissolvido

Concentracéo Mortalidade pH (mg/L)

(mg/L CuSQ.5H,0) (%) Inicial Final Inicial Final
Controle SB3-C2 0 7,41 7,68 7,14 6,52
0,075 0 7,47 7,66 7,12 6,43
0,150 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,300 80 7,46 7,65 7,20 6,10
0,600 100 N.A. N.A. N.A. N.A.
1,200 100 7,47 7,66 7,43 6,29

Anexo 1.7. Agua de represa (Controle TECAM) — 22 Gapanha

Oxigénio dissolvido

Controle TECAM Mortalidade pH (mg/L)
0 o
(Data de inicio) (%) Inicial Final Inicial Final
Controle 13/03/2007 0 7,41 7,54 6,37 6,59
Controle 14/03/2007 0 7,23 7,83 6,51 6,49

Rua Fabia, 58
05051-030 » Sao Paulo » SP
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Anexo 1.8. Amostra SS1 — C3 (Protocolo Tecam 093@7 — 1.0) — 32 Campanha

Concentragdo Mortalidade pH Oxigénio dissolvido

(mg/L)

(mg/L. CuSQ.5H,0) (%) Inicial Final Inicial Final
Controle SS1-C3 0 7,72 8,02 7,82 7,41
0,075 0 7,83 8,06 7,82 7,18
0,150 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,300 100 7,88 8,06 7,81 7,09
0,600 100 N.A. N.A. N.A. N.A.
1,200 100 7,88 8,00 7,89 6,88

Anexo 1.9. Amostra SS2 — C3 (Protocolo Tecam 0939 — 1.0) — 32 Campanha

Oxigénio dissolvido

Concentracao Mortalidade pH (mg/L)

(mg/L CuSQ.5H,0) (%) Inicial Final Inicial Final
Controle SS2-C3 0 7,79 7,89 7,75 7,28
0,075 0 7,79 7,86 7,74 7,29
0,150 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,300 100 17,77 7,84 7,63 7,20
0,600 100 N.A. N.A. N.A. N.A.
1,200 100 7,79 7,71 7,66 6,56

Anexo 1.10. Amostra SS3 — C3 (Protocolo Tecam 092007 — 1.0) — 32 Campanha

Concentragdo Mortalidade pH Oxigénio dissolvido

(mg/L)

(mg/L. CuSQ.5H,0) (%) Inicial Final Inicial Final
Controle SS3-C3 0 8,10 8,26 7,69 7,34
0,075 0 8,13 8,27 7,69 7,34
0,150 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,300 55 8,12 8,27 7,83 7,37
0,600 100 N.A. N.A. N.A. N.A.
1,200 100 8,10 8,27 7,84 7,38

Anexo 1.11. Amostra SB1 — C3 (Protocolo Tecam 092007 — 1.0) — 32 Campanha

Oxigénio dissolvido

Concentracéo Mortalidade pH (mg/L)

(mg/L CuSQ.5H0) (%) Inicial Final Inicial Final
Controle SB1-C3 5 7,60 7,69 7,36 7,14
0,0187 0 7,60 7,71 7,54 7,03
0,0375 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,0750 50 7,58 7,70 7,49 7,02
0,1500 100 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,3000 100 7,56 7,63 7,56 6,77

RL0932/2007 - 1.0CD-Agudo
Rua Fabia, 58
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Anexo 1.12. Amostra SB2 — C3 (Protocolo Tecam 092207 —

1.0) — 32 Campanha

Concentracéo Mortalidade pH

Oxigénio dissolvido

(mg/L)

(mg/L. CuSQ.5H,0) (%) Inicial Final Inicial Final
Controle SB2-C3 0 7,61 7,57 7,52 7,10
0,0187 10 7,62 7,59 7,59 7,11
0,0375 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,0750 95 7,59 7,55 7,60 6,91
0,1500 100 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,3000 100 7,56 7,53 7,61 6,80

Anexo 1.13. Amostra SB3 — C3 (Protocolo Tecam 092807 —

1.0) — 32 Campanha

Oxigénio dissolvido

Concentracao Mortalidade pH (mg/L)

(mg/L CuSQ-5H0) (%) Inicial Final Inicial Final
Controle SB3-C3 15 7,41 7,74 8,78 6,89
0,075 0 7,36 7,78 8,24 6,84
0,150 100 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,300 100 7,45 7,70 8,21 6,85
0,600 100 N.A. N.A. N.A. N.A.
1,200 100 7,46 7,74 8,17 7,01

Anexo 1.14. Agua de represa (Controle TECAM) — 32&@npanha

Oxigénio dissolvido

Controle TECAM Mortalidade pH (mg/L)
L 0
(Data de inicio) (%) Inicial Final Inicial Final
Controle 11/09/2007 0 7,59 7,93 7,61 7,32
Controle 13/09/2007 0 7,32 7,86 7,53 6,66
Controle 18/09/2007 0 7,49 7,69 7,60 6,61

RL0932/2007 - 1.0CD-Agudo
Rua Fabia, 58
05051-030 » Sao Paulo * SP
Tel.: [11) 3873-2553 « Fax: (11) 3862-8954



Campanha/Ponto SS1 SS2 SS3 SB1 SB2 SB3
2% campanha 0,172 0,067 0,218 0,028 0,028 0,061
3% campanha 0,054 0,028 0,074 0,019 0,014 0,028

Resultados de toxicidade aguda (concentracao efetiva CE50, em mg/L

Cu),na segunda e terceira campanha




ANEXO V

Relatorio Final (RL0932/2007 — 2.0 CD —
Cronico; TECAM Tecnologia Ambiental) e tabela-
resumo dos resultados de toxicidade cronica
(CI25 e CI50), apds a conversao pelo programa
ICp 2.0
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registro preciso e verdadeiro dos resultados obtidos e contém informages estritamente
confidenciais. Os dados brutos do estudo encontram-se a disposicdo da empresa
solicitante no endereco do TECAM — TECNOLOGIA AMBIENTAL LTDA, a Rua Fabia,
59-Séo Paulo — SP.
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INTRODUCAO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos toxicos do cobre em amostras
de &gua natural através da determinagdo da toxicidade crénica, com base nos efeitos
sobre a sobrevivéncia e reproducdo de Ceriodaphnia dubia exposta a diferentes
concentracgdes da substancia, durante um periodo de 7 dias.

Ao término dos testes devem ser estimadas a concentracdo de efeito ndo
observado (CENO - concentracdo mais elevada que ndo causa efeitos deletérios aos
organismos) e a concentragdo de efeito observado (CEO — concentragdo mais baixa
que causa efeitos deletérios).

Este relatorio apresenta os dados obtidos nas trés campanhas de coleta de
amostras de agua natural pelo Patrocinador, realizadas em Agosto de 2006 (12
Campanha), Janeiro de 2007 (22 Campanha) e Julho de 2007 (32 Campanha).

MATERIAIS E METODOS

A metodologia utilizada para a realizacdo dos testes segue 0sS
procedimentos da ABNT (2005) e U.S. Environmental Protection Agency (USEPA,
2002).

1. Dados das amostras
As informagdes e identificacdo das amostras de agua de rio sdo as

seguintes:

Identificacio Protocolo Data de Data de
TECAM entrada coleta

o o SS1-C1 9028/06 22/08/06 21/08/06
= =1 SS2-C1 9029/06 22/08/06 21/08/06
S % SS3-C1 9030/06 22/08/06 21/08/06
% g SB1-C1 9056/06 23/08/06 22/08/06
mo L SB2-C1 9057/06 23/08/06 22/08/06
o~ SB3-C1 9058/06 23/08/06 22/08/06
© SS1-C2 0679/07 26/01/07 23/01/07
=8 SS2 -C2 0680/07 26/01/07 23/01/07
8 % SS3-C2 0681/07 26/01/07 23/01/07
£.5 SB1-C2 0722/07 29/01/07 25/01/07
ﬂ,o S SB2-C2 0723/07 29/01/07 25/01/07
N SB3-C2 0724/07 29/01/07 25/01/07

RL0932/2007 — 2.0 CD - Crénico
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Identificacio Protocolo Data de Data de
TECAM entrada coleta

© — SS1-C3 0932/2007 - 2.0 06/07/07 03/07/07
:;% 'é SS2-C3 0939/2007 - 2.0 06/07/07 03/07/07
ad SS3-C3 0940/2007 - 2.0 06/07/07 03/07/07
% § SB1-C3 0951/2007 - 2.0 07/07/07 04/07/07
mo 3 SB2 - C3 0952/2007 - 2.0 07/07/07 04/07/07
@ SB3-C3 0953/2007 - 2.0 07/07/07 04/07/07

2. Dados do reagente

Reagente: Sulfato de cobre pentaidratado P.A. (CuSO,4.5H,0).

Marca: F. Maia IndUstria e Com. Ltda.

Lote: 32097.

Data de fabricacdo: 18/07/2006.

Data de validade: 18/07/2009.

3. Dados dos organismos-teste
Espécie: Ceriodaphnia dubia (Cladocera, Crustacea).

Idade dos organismos: 6 a 24 horas.

Alimentacéo: diaria, com suspensdo algacea e alimento composto.

4. Condicdes de teste

Amostra Data de inicio Tgmperatura_l da agua
(média + desvio padrao)
o ~ SS1-C1
£8 Ss2-C1
8 &
RN SS3-C1 o
% £ SBL_C1 25/08/2006 24,0+ 1,0°C
02 SB2-C1
-
SB3-C1
© SS1-C2
€8 SS2 - C2 17/03/2007 25,0 £ 0,5°C
c N
g S SS3-C2
1
3D SB1-C2 o
O ,S)CU SB2_C2 20/04/2007 24,5+ 0,5°C
N = SB3-C2 23/04/2007 25,0+ 0,5°C

Rua Fabia, 59
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Amostra Data de inicio Tgm_peratura_l da agua
(média + desvio padrao)
S — SS1-C3 26/09/2007 25,0 £ 0,0°C
€5 SS2-C3 10/09/2007 25,0 £ 0,5°C
S @ SS3-C3 26/09/2007 25,0 £ 0,0°C
% § SB1-C3 12/09/2007 25,0 £ 0,5°C
S 3 SB2-C3 26/09/2007 25,0+ 0,0°C
« SB3-C3 12/09/2007 25,0+ 0,5°C

Agua de diluicdo: amostra de agua de rio.

Controle: amostra de agua de rio.

Controle adicional: agua de represa (agua padrao).

Fotoperiodo: 16 horas de luz e 8 horas de escuro.

Renovacdo do meio: trés vezes durante o teste (teste semi-estatico).
Alimentacéo: diaria, com suspensdo algacea e racdo digerida.

Duracéo: 7 dias (prorrogavel, se necessario, por mais 1 dia).

5. Cultivo e controle de sensibilidade
O cultivo dos animais é realizado com agua natural de boa qualidade,

coletada periodicamente em uma represa proxima a cidade de S&o Paulo.
Mensalmente, os organismos-teste sdo submetidos a um teste de sensibilidade com a
substancia de referéncia, Cloreto de Sodio. A carta-controle de sensibilidade,
utilizando dados acumulados de varios testes, indica uma CE(1)50; 48h média de
1,80gNaCl/L, com limites de controle (média * 2.desvios-padrdo) de 0,969 a
2,64gNaCl/L. O ultimo teste realizado, correspondente ao periodo de avaliacdo da
terceira campanha do projeto, apresentou uma concentragédo efetiva mediana de 1,38g
NaCl/L, com intervalo de confianca de 1,03 a 1,85g NaCl/L. Este valor esta dentro da

faixa definida para avaliagdo do sistema-teste.

6. Procedimentos
Para cada amostra foi preparada inicialmente uma solucéo-estoque com o
reagente Sulfato de cobre pentaidratado (CuSO,4.5H,0) na concentracdo 100,0mg/L. A

partir desta, foram preparadas duas outras solu¢des-estoque (10,00mg/L e 1,00mg/L) e
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a partir destas foram feitas as dilui¢fes utilizadas nos testes (vide Anexo 1). Todas as
solucdes foram preparadas com as amostras de &gua de rio encaminhadas pelo
Patrocinador.

Jovens com 6 a 24 horas de idade foram selecionados da cultura isolada 24
horas antes do inicio do teste. Em cada béquer foi colocado um jovem e 20mL de
solucdo-teste ou agua de rio (controle), com 10 réplicas para cada tratamento; 0s
animais foram alimentados diariamente durante o periodo do teste com alga
Pseudokirchneriella  subcapitata  (anteriormente  denominada  Selenastrum
capricornutum, (Korshikov), Hindak, 1990) e racdo de peixe fermentada.
Adicionalmente, foi preparado um controle com agua de represa do Tecam, utilizada
para o cultivo dos organismos (agua padrao).

Os testes foram realizados em sistema semi-estatico (troca de solucdes a
cada 48 horas aproximadamente); ao serem transferidos para as novas solucdes-teste,
0s animais foram observados quanto a mortalidade e o nimero de jovens produzidos
por animal. Ao final do teste, os animais que ndo produziram descendentes foram
observados sob estereomicroscopio para determinacdo do sexo. Os machos, quando
presentes, foram excluidos das andlises estatisticas de reproducdo. Para cada novo
preparo de solugdes foram realizadas analises de pH, condutividade e teor de oxigénio

dissolvido, além da dureza total das amostras e da agua de dilui¢cdo no inicio do teste.

7. Analises estatisticas
Para o presente estudo, foram aplicadas as seguintes analises estatisticas:

. Teste F e t (Zar, 1999) para comparacdo da reproducdo do controle com &gua de
represa (Tecam) com os demais controles com amostras de dgua de rio.

. Prova Exata de Fisher (Zar, 1999): para comparacdo da mortalidade do controle com
a das demais solugdes-teste.

. Teste de Normalidade do Chi-Quadrado (USEPA, 2002).

. Teste de Bartlett para homogeneidade de variancia (USEPA, 2002).

. Teste de Williams (Gelber et alii, 1985; Williams, 1971, 1972): para comparacdo da

reproducdo média do controle com a das demais solugdes-teste.

RL0932/2007 — 2.0 CD - Crénico
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RESULTADOS

Os resultados dos testes de toxicidade das trés campanhas e 0s valores
iniciais e finais das andlises fisicas e quimicas das solucdes estdo apresentados no
Anexo 1. Os valores obtidos estdo dentro das faixas estabelecidas para a aceitagcao dos
resultados (ABNT, 2005).

Primeira campanha:

Primeiramente, foi avaliada a toxicidade crbnica de cada amostra em
relacdo ao controle geral do estudo (agua de represa do TECAM). Foram aplicados 0s
testes F e t aos dados de reproducdo das amostras em relacdo ao controle geral e
somente na amostra SB3 — C1 a reproducdo média foi estatisticamente diferente do
controle (Tabela 1).

Tabela 1 — Comparacdo das reproduces médias obtidas nos diferentes controles com

a reproducdo obtida no controle com agua padréo.

Amostra _Reprodugéo Diferen_ga -es'tati_s.ticamente
(Jovens/adulto) significativa ?
Agua de represa - TECAM 16 -
SS1-C1 12 Nao
SS2 -C1 13 Nao
SS3-C1 15 Nao
SB1-C1 13 Nao
SB2-C1 11 Nao
SB3-C1 10 Sim

Com isso, os efeitos observados na amostra SB3 — C1 tendem a ser maiores
do que os efeitos nas demais amostras.

Para avaliacdo da toxicidade do Sulfato de cobre de cada amostra foi
aplicado o teste do Chi-quadrado sobre os dados de reproducdo, que indicou que
seguem distribuicdo normal ao nivel de 0,01. O teste de Bartlett indicou que esses
dados apresentam variancias homogéneas, ao mesmo nivel. Com esses resultados,
pode ser utilizado um teste estatistico paramétrico, como o teste de Williams. Estas
analises foram aplicadas com base tanto no controle da prépria amostra quanto com

base no controle geral (4gua de represa Tecam).

RL0932/2007 — 2.0 CD - Crénico
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Apos aplicacdo das analises estatisticas, foram estimados os valores de
CENO e CEO para cada amostra, com base no teor nominal de Cobre, conforme

apresentado na Tabela 2 e Figura 1.

Tabela 2 — Valores estimados da concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e
concentragdo de efeito observado (CEOQ), expressas em miligramas de

Cobre por litro, e o valor de dureza total de cada amostra.

Controle = Amostra Controle = TECAM Dureza Total

Amostra CENO CEO CENO CEO CaCO- /L

(mg Cu/L) | (mgCu/L) | (mgCu/L) | (mgCu/L) (mg CaCO, /L)
SS1-C1 0,019 0,038 0,010 0,019 33,0
SS2-C1 0,010 0,019 0,002 0,005 21,0
SS3-C1 0,005 0,010 0,001 0,002 44,0
SB1-C1 0,001 0,002 <0,001 N.D. 12,0
SB2 -C1 0,010 0,019 <0,001 N.D. 13,0
SB3-C1 0,002 0,005 <0,001 N.D. 12,0

Agua de Represa

TECAM - - 0,010 0,019 41,5

ND: Néo determinado.

0,025

0,020 0,019

0,015 4

0,010 +

CENO (mg CulL)

0,005 +

< 0,001 0,001
0,000 -
SS1-C1 SS2 -C1 SS3-C1 SB1-C1 SB2-C1 SB3-C1 Agua TECAM
Amostra
‘ @ Controle = TECAM m Controle = Amostra ‘

Figura 1 —Valor da concentracdo de efeito ndo observado (CENO) de cada amostra
em relacdo ao tipo de controle (prépria amostra ou agua de represa —
TECAM).
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Quando se observa os valores de CENO, nota-se que a toxicidade do Cobre
foi menor nas amostras de agua de rio do que na &gua de represa do TECAM. Este
resultado esta, em parte, associado a maior reproducdo obtida na &gua TECAM (16

jovens/adulto - vide tabela 1) do que nas amostras.

Segunda campanha:

Foi avaliada a toxicidade crénica de cada amostra de agua de rio em relagéo
ao controle geral do estudo (agua padrdo TECAM), com aplicacdo dos testes F e t aos
dados de reproducdo. Os resultados, apresentados na Tabela 3, mostram que nas
amostras SS2 — C2 e SB3 — C1 a reproducdo média foi estatisticamente diferente da

agua padréo.

Tabela 3 — Comparacao das reproducdes médias obtidas nos diferentes controles das

amostras de dgua de rio com o controle com agua padrao.

. ~ Diferenca
Data de inicio Amostra _Reprodugao estatistican?lente
do teste (Jovens/adulto) i
significativa?
Agua padrio 20 -
SS1-C2 15 Né&o
09/03/2007 SS2 2 11 Sim
SS3-C2 19 Né&o
Agua padrio 15 -
13/04/2007 SB1-C2 7 Né&o
SB2 - C2 13 Né&o
Agua padrdo 18 -
16/04/2007 SB3_ C2 5 Sim

As amostras SS2 - C2 e SB3 - C2 apresentaram diferenca significativa em
relacio a agua padrdo, ou seja, estas amostras apresentaram toxicidade inicial
significativa. Com isso, os efeitos do sulfato de cobre observados nestas amostras
podem ter sido subestimados em relacdo as demais amostras.

Para avaliacdo da toxicidade do Sulfato de cobre de cada amostra foi
aplicado o teste do Chi-quadrado sobre os dados de reproducéo e sobrevivéncia, que

indicou que seguem distribuicdo normal ao nivel de 0,01. O teste de Bartlett indicou
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que esses dados apresentam variancias homogéneas, ao mesmo nivel. Com esses
resultados, pode ser utilizado um teste estatistico paramétrico, como o teste de
Williams. Estas analises foram aplicadas com base tanto no controle da prépria

amostra quanto com base no controle geral (4gua padrao Tecam).
Ap0s aplicacdo das analises estatisticas, foram estimados os valores de
CENO e CEO para cada amostra, com base no teor nominal de Cobre, conforme

apresentado na Tabela 4 e Figura 2.

Tabela 4 — Valores estimados da concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e
concentracdo de efeito observado (CEOQ), expressas em miligramas de

Cobre por litro, e o valor de dureza total de cada amostra.

Controle = Amostra Controle = Agua padréo Dureza Total

Amostra CENO CEO CENO CEO CacO. /L

(mg Cu/L) | (mg Cu/L) | (mg CuL) | (mg cui) | (M9 €aC0s/L)
SS1-C2 0,005 0,010 < 0,001 ND 41,5
SS2 - C2 > (0,038 ND < 0,001 ND 41,5
SS3-C2 < 0,001 ND < 0,001 ND 42,0
SB1-C2 > (0,019 ND < 0,001 ND 27,0
SB2 - C2 0,019 0,038 0,019 0,038 23,5
SB3-C2 > (0,038 ND < 0,001 ND 20,0
Agua padrio - - - - 41,5

ND: Néo determinado.

Rua Fabia, 59

05051-030 + S&o Paulo * SP
Tel.: (11) 3873-2553 « Fax: (11) 3862-8954

RL0932/2007 — 2.0 CD - Cronico




CONFIDENCIAL 12

0,050

0,040 -~ === m - m o EERE

0030 f--------————— B - -

0020 f---------—--—- e -

CENO (mg CulL)

0,010 4

< 0,001 <0,001

SS1-C2 SS2-C2 SS3-C2 SB1-C2 SB2-C2 SB3-C2

Amostra

‘ O Controle = Agua padréo B Controle = Amostra ‘

Figura 2 — Valor da concentracdo de efeito ndo observado (CENO) de cada amostra

em relacdo ao tipo de controle (propria amostra ou agua padrdo TECAM).

Com base nos valores de CENO, os resultados indicam uma toxicidade do
cobre maior quando a comparacdo é feita com base nos dados da 4gua padréo, devido
a maior reproducdo obtida nesta &gua (em media, aproximadamente 18 jovens/adulto -
vide tabela 4) do que nas amostras.

Por outro lado, utilizando os dados das amostras de agua de rio, observa-se
que a toxicidade do cobre foi menor nas amostras SS2 - C2 e SB3 - C2, que, como
mencionado, apresentaram toxicidade cronica para C. dubia. As amostras SB1 - C2 e
SB2 - C2 foram as menos toxicas, seguidas de SS1 - C2 e SS3 - C2.

Terceira campanha:

Foi avaliada a toxicidade crbnica de cada amostra de agua de rio em relacédo
ao controle geral do estudo (4gua padrdo TECAM), com aplicacdo dos testes F e t aos
dados de reproducéo. Os resultados, apresentados na Tabela 5, mostram que apenas na

amostra SS3 — C3 a reproducdo meédia foi estatisticamente igual da 4gua padréo.
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Tabela 5 — Comparacgéo das reproducfes médias obtidas nos diferentes controles das

amostras de agua de rio com o controle com agua padrao.

o ~ Diferenca
Data de inicio Amostra _Reprodugao estatistican(iente
do teste (Jovens/adulto) N
significativa?

Agua padrdo 19 -

10/09/2007 S5 - C3 5 Sim
Agua padrio 16 -

12/09/2007 SB1-C3 6 Sim

SB3-C3 4 Sim
Agua padrio 19 -

SS1-C3 12 Sim

26/09/2007 SS3-C3 19 NAo

SB2-C3 7 Sim

As amostras SS1 — C3; SS2 — C3; SB1 — C3; SB2 — C3 e SB3 - C3
apresentaram diferenca significativa em relacdo a agua padrdo, ou seja, estas amostras
apresentaram toxicidade inicial significativa.

Para avaliacdo da toxicidade do Sulfato de cobre de cada amostra foi
aplicado o teste do Chi-quadrado sobre os dados de reproducéo e sobrevivéncia, que
indicou que seguem distribuicdo normal ao nivel de 0,01. O teste de Bartlett indicou
que esses dados apresentam varidncias homogéneas, ao mesmo nivel. Com esses
resultados, pode ser utilizado um teste estatistico paramétrico, como o0 teste de
Williams. Estas analises foram aplicadas com base tanto no controle da prépria
amostra quanto com base no controle geral (agua padrdo Tecam).

Apbs aplicacdo das analises estatisticas, foram estimados os valores de
CENO e CEO para cada amostra, com base no teor nominal de Cobre, conforme

apresentado na Tabela 6 e Figura 3.
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Tabela 6 — Valores estimados da concentracdo de efeito ndo observado (CENO) e

concentragdo de efeito observado (CEOQ), expressas em miligramas de

Cobre por litro, e o valor de dureza total de cada amostra.

Controle = Amostra Controle = Agua padréo Dureza Total
Amostra CENO CEO CENO CEO (mg CaCOs/L)
(mg Cu/L) | (mg Cu/L) | (mg Cu/L) | (mgcu) | ‘™9 3
SS1-C3 0,019 0,038 0,019 0,038 57,0
SS2-C3 0,019 0,038 <0,001 <0,001 35,0
SS3-C3 0,019 0,038 0,019 0,038 87,0
SB1-C3 0,001 0,002 <0,001 <0,001 21,5
SB2 - C3 0,00016 0,00032 < 0,00008 < 0,00008 19,0
SB3-C3 0,001 0,002 <0,001 <0,001 17,0
ND: Néo determinado.
0,030
0,025 F — = = =
g 0020 | 0019 0019 0,019 0019 0,019
O
g 0,015 4
0
Z 0010/
O
00081 <0001 <0001 0O0L (oo ocots <0001 0001
0,000 [— | i |
Ss1-C3 SS2-C3 SS3-C3 SB1-C3 SB2-C3 SB3-C3
Amostra
‘ @ Controle = Agua padrdo m Controle = Amostra ‘

Figura 3 — Valor da concentracdo de efeito ndo observado (CENO) de cada amostra

em relacdo ao tipo de controle (propria amostra ou agua padrdo TECAM).

Com base nos valores de CENO, os resultados indicam uma toxicidade do

cobre maior quando a comparacdo € feita com base nos dados da &gua padréo, devido

a maior reproducdo obtida nesta &gua (em media, aproximadamente 18 jovens/adulto -

vide tabela 5) do que nas amostras. Este resultado, entretanto, ndo se observa das
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amostras SS1 — C3 e SS3 — C3 cujo valor de CENO foi exatamente igual quando
comparado com ambas as aguas (Agua padrdo e agua de rio).

Quando utilizamos os dados das amostras de agua de rio para comparacao,
observa-se que a toxicidade do cobre foi menor nas amostras SS1 — C3; SS2 - C3 e
SS3 — C3. As amostras SB1 — C3 e SB3 — C3 foram as mais tdxicas seguidas da SB2 -
C3.
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12 Campanha
Anexo 1.1. Amostra SS1 — C1 (Protocolo Tecam 9028/06)

17

Concentracéo H Condutividade Oxigénio
(mg/L Mortalidade = Reproducéo P (US/cm) dissolvido (mg/L)
0 .
CUSO;'SHZO (%) (jovensfadulto)  ial  Final Inicial Final Inicial  Final
Controle 0 12 8,12 818 NA. 1919 785 7,94
0,005 0 16 820 820 2150 199,7 7,90 7,87
0,009 0 16 N.A. NA. NA NA N.A. N.A.
0,019 0 14 8,18 817 1950 1952 7,92 7,94
0,038 0 15 N.A. NA. NA NA N.A. N.A.
0,075 0 11 N.A. NA.  NA  NA N.A. N.A.
0,150 20 7 8,18 806 1911 2000 7,89 7,61
Anexo 1.2. Amostra SS2 — C1 (Protocolo Tecam 9029/06)
Concentracéo H Condutividade Oxigénio
(mg/L Mortalidade = Reproducéo P (US/cm) dissolvido (mg/L)
0 .
CUSO;'SHZO (%) (jovensfadulto)  ial  Final Inicial Final Inicial  Final
Controle 0 13 798 7,85 1108 1175 8,02 7,69
0,005 0 17 797 780 1114 1175 8,13 7,38
0,009 10 13 N.A. NAA. NA  NA N.A. N.A.
0,019 0 12 799 805 1118 1172 7,96 7,96
0,038 0 12 N.A. NA.  NA NA N.A. N.A.
0,075 0 9 N.A. NA.  NA NA N.A. N.A.
0,150 50 6 794 769 1118 1182 8,03 6,88
Anexo 1.3. Amostra SS3 — C1 (Protocolo Tecam 9030/06)
Concentracéo H Condutividade Oxigénio
(mg/L Mortalidade = Reproducéo P (US/cm) dissolvido (mg/L)
0 .
CUSO;'SHZO (%) (jovensfadulto)  iial  Final Inicial Final Inicial  Final
Controle 0 15 851 831 2760 2930 834 7,58
0,005 0 12 850 833 2800 29,0 832 7,44
0,009 0 11 N.A. NA. NA NA N.A. N.A.
0,019 0 12 850 830 2800 2930 831 7,48
0,038 0 9 N.A. NA.  NA NA N.A. N.A.
0,075 0 11 N.A. NA. NA  NA N.A. N.A.
0,150 0 6 850 825 2800 2980 8,38 7,44
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Anexo 1.4. Amostra SB1 — C1 (Protocolo Tecam 9056/06)
Concentracéo H Condutividade Oxigénio
(mg/L Mortalidade = Reproducéo P (US/cm) dissolvido (mg/L)
0 .
CUSO;'SHZO (%) (jovensfadulto)  ial  Final Inicial Final Inicial  Final
Controle 0 13 785 7,78 66,3 66,8 7,90 7,44
0,005 11 12 771 7,82 66,3 68,0 8,16 7,92
0,009 0 9 N.AA. NA. NA  NA  NA N.A.
0,019 0 9 779 7,74 650 684 8,11 7,79
0,038 0 10 N.AA. NA. NA  NA  NA N.A.
0,075 0 10 N.AA. NA. NA NA  NA N.A.
0,150 70 1 777 754 643 682 8,15 7,14
Anexo 1.5. Amostra SB2 — C1 (Protocolo Tecam 9057/06)
Concentragdo H Condutividade Oxigénio
(mg/L Mortalidade  Reproducdo P (uS/cm) dissolvido (mg/L)
0 .
CUSO‘)"SHZO (%) (jovens/adulto) , ial  Final Inicial Final Inicial  Final
Controle 0 11 7,70 767 633 643 8,15 7,75
0,005 0 9 775 768 62,7 649 8,02 7,81
0,009 0 8 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
0,019 0 12 773 762 636 636 8,00 7,74
0,038 0 12 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
0,075 10 5 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
0,150 10 5 772 760 636 650 7,99 7,61
Anexo 1.6. Amostra SB3 — C1 (Protocolo Tecam 9058/06)
Concentracéo H Condutividade Oxigénio
(mg/L Mortalidade = Reproducéo P (US/cm) dissolvido (mg/L)
0 .
CUSO;'SHZO (%) (jovensfadulto)  iial  Final Inicial Final Inicial  Final
Controle 10 10 775 780 646 69,6 8,01 7,36
0,005 0 7 779 7,78 652 701 8,12 7,47
0,009 0 7 N.AA. NA. NA  NA  NA N.A.
0,019 20 5 779 780 650 66,8 8,11 7,74
0,038 0 5 N.AA. NA. NA  NA  NA N.A.
0,075 0 7 N.AA. NA. NA  NA  NA N.A.
0,150 60 3 779 774 650 679 8,05 7,52
Anexo 1.7. Agua de Represa — TECAM (Protocolo Tecam 9081/06)
Concentragdo H Condutividade Oxigénio
(mg/L Mortalidade ~ Reproducdo P (uS/cm) dissolvido (mg/L)
0 .
CUSO‘)"SHZO (%) (jovens/adulto) | iioi Final Inicial Final Inicial  Final
Controle 0 16 7,77 790 166,8 1734 7,86 7,80
0,005 0 14 779 7,75 1668 1758 7,93 7,56
0,009 10 14 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
0,019 0 15 782 769 1689 1758 7,99 7,52
0,038 0 13 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
0,075 30 11 N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
0,150 40 5 784 764 1689 177,0 8,00 7,36
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ANEXO 2
28 campanha
Anexo 2.1. Amostra SS1 — C2 (Protocolo Tecam 0679/07)

Concentragdo Mortalidade ~ Reproducéo pH Oxigénio dissolvido (mg/L)
(mg/L CuSO4.5H,0) (%) (jovens/adulto) jpicial  Final Inicial Final
Controle SS1 - C2 0 15 7,51 7,94 7,04 6,54
0,005 30 12 7,85 8,02 6,72 7,35
0,009 30 10 N.A.  N.A. N.A. N.A.
0,019 0 11 N.A.  N.A. N.A. N.A.
0,038 0 7 7,83 8,04 6,93 7,31
0,075 30 8 N.A.  N.A. N.A. N.A.
0,150 22 8 7,80 7,99 7,01 7,23

Anexo 2.2. Amostra SS2 — C2 (Protocolo Tecam 0680/07)

Oxigénio dissolvido

Concentragéo Mortalidade Reprodugéo pH (mg/L)
o .

(mg/L- CuSO4.5H,0) (%) (ovensfadulto) ™ Zal Final  Inicial Final
Controle SS2 - C2 0 11 7,64 7,13 7,09 7,77
0,005 0 7 7,78 8,02 7,23 7,17
0,009 0 6 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,019 0 6 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,038 0 6 7,76 8,01 7,14 7,00
0,075 10 5 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,150 10 9 7,75 7,95 7,16 6,89

Anexo 2.3. Amostra SS3 — C2 (Protocolo Tecam 0681/07)

Oxigénio dissolvido

Concentracdo Mortalidade Reproducéo pH (mg/L)
o .

(mg/L. CuSO4.5H,0) (%) (ovensfadulto) ™ Goal ™ Final  Inicial Final
Controle SS3 - C2 0 19 7,74 7,77 6,96 7,30
0,005 0 11 7,85 8,00 6,84 7,18
0,009 0 11 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,019 0 9 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,038 10 10 7,86 8,06 6,83 7,35
0,075 11 9 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,150 0 6 7,84 8,02 6,78 7,30
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Anexo 2.4. Amostra SB1 — C2 (Protocolo Tecam 0722/07)

Oxigénio dissolvido

Concentragéo Mortalidade Reproducéo pH (mg/L)
o .

(mg/L- CuS04.5H,0) (%) (ovensfadulto) ™ Zal Final  Inicial Final
Controle SB1 - C2 20 7 7,83 7,61 7,58 6,31
0,005 11 6 7,82 8,06 7,58 7,93
0,009 10 3 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,019 0 11 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,038 0 7 7,82 8,02 7,58 7,89
0,075 0 10 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,150 89 2 7,84 8,14 7,60 7,89

Anexo 2.5. Amostra SB2 — C2 (Protocolo Tecam 0723/07)

Oxigénio dissolvido

Concentragéo Mortalidade Reproducdo pH (mg/L)
0 .

(Mg/L CuSO45H:0) (%) (ovens/adulto) ol Final  Inicial Final
Controle SB2 - C2 20 13 7,85 7,68 7,57 6,30
0,005 0 9 7,86 7,49 7,56 7,14
0,009 0 13 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,019 0 12 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,038 0 10 7,84 7,61 7,58 7,15
0,075 0 11 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,150 43 4 7,84 7,66 7,58 7,37

Anexo 2.6. Amostra SB3 — C2 (Protocolo Tecam 0724/07)

Oxigénio dissolvido

Concentracdo Mortalidade Reproducéo pH (mg/L)
o .

(mg/L. CuSO.5H;0) (%) (jovensfadulto) , ioial Final  Inicial Final
Controle SB3 - C2 30 6 7,65 7,86 7,95 7,54
0,005 0 10 7,69 7,70 7,89 7,26
0,009 10 8 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,019 0 7 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,038 0 6 7,67 7,76 7,89 7,33
0,075 10 6 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,150 20 3 7,67 7,71 7,89 7,33
Anexo 2.7. Agua padréo (Agua de represa TECAM)

Agua padrio Mortalidade Reproducéo pH . Ox.|gen|o
(Data de inicio do teste) (%) (jovens/adulto) dissolvido (mg/L)
Inicial Final Inicial Final
Controle (09/03/2007) 0 20 7,50 7,71 6,11 7,09
Controle (13/04/2007) 0 15 7,36 7,67 7,53 7,22
Controle (16/04/2007) 0 18 7,60 7,82 7,30 7,54
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ANEXO 3
3% campanha
Anexo 3.1. Amostra SS1 — C3 (Protocolo Tecam 0932/2007 — 2.0)
Concentragéo . x C_)mgemo
(mg/L Mortalidade Reproducao dissolvido
CusO 95H 0) (%) (jovens/adulto) (mg/L)
e Inicial  Final  Inicial  Final
Controle SS1 - C3 0 12 8,07 8,03 7,86 7,27
0,038 0 17 8,03 8,06 7,76 7,21
0,075 0 15 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,150 7 4 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,300 10 0 8,02 8,02 7,93 6,79
0,600 10 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
1,200 10 0 8,02 8,04 7,71 7,12
Anexo 3.2. Amostra SS2 — C3 (Protocolo Tecam 0939/2007 — 2.0)
Concentragéo . x O_X|ger_1|o
(mg/L Mortalidade _Reprodugao dissolvido
CuSO,.5H,0) (%) (jovens/adulto) (mg/L)
e Inicial  Final  Inicial  Final
Controle SS2 - C3 0 5 7,61 7,98 8,30 7,28
0,005 10 3 7,63 7,88 8,08 6,95
0,009 20 3 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,019 10 5 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,038 0 5 7,63 7,94. 8,16 7,02
0,075 0 7 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,150 70 1 7,64 7,96 8,20 7,25
Anexo 3.3. Amostra SS3 — C3 (Protocolo Tecam 0940/2007 — 2.0)
Concentracao . x C_)mgemo
(mg/L Mortalidade Reproducao dissolvido
CusO 95H 0) (%) (jovens/adulto) (mg/L)
a2 Inicial  Final Inicial  Final
Controle SS3 - C3 0 19 8,10 8,20 7,84 7,24
0,019 0 19 8,20 8,30 7,78 7,29
0,038 0 20 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,075 0 16 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,150 10 6 8,16 8,30 7,89 7,23
0,300 100 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,600 100 0 8,15 8,50 7,87 6,91
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Anexo 3.4. Amostra SB1 — C3 (Protocolo Tecam 0951/2007 — 2.0)

Concentragéo . x C_)X|ger}|o
(mg/L Mortalidade Reproducao pH dissolvido
CusO 95H 0) (%) (jovens/adulto) (mg/L)

e Inicial  Final  Inicial  Final
Controle SB1 - C3 0 6 7,65 7,68 7,58 7,35
0,005 10 4 7,67 7,66 7,67 7,39
0,009 0 2 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,019 10 2 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,038 20 1 7,64 7,67 7,72 7,40
0,075 100 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,150 100 0 7,63 N.A. 7,70 7,18

Anexo 3.5. Amostra SB2 — C3 (Protocolo Tecam 0952/2007 — 2.0)

Concentracao . x C_)X|gér}|o
(mg/L Mortalidade _Reprodugao pH dissolvido
CuS0,.5H;0) (%) (jovens/adulto) (mg/L)
' Inicial Final Inicial Final
Controle SB2 - C3 0 7 7,67 7,68 7,64 7,41
0,0003125 0 5 7,69 7,68 7,59 7,37
0,000625 0 4 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,00125 10 1 7,59 7,66 7,86 7,18
0,0025 40 1 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,005 100 0 7,54 7,80 7,97 7,43
Anexo 3.6. Amostra SB3 — C3 (Protocolo Tecam 0953/2007 — 2.0)
Concentracao . x C_)X|gér}|o
(mg/L Mortalidade _Reprodugao pH dissolvido
CuS0,.5H;0) (%) (jovens/adulto) (mg/L)
' Inicial Final Inicial Final
Controle SB3 - C3 20 4 7,73 7,52 7,51 6,96
0,005 40 1 7,72 7,55 7,56 7,04
0,009 30 1 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,019 30 1 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,038 100 0 7,75 7,53 7,52 6,95
0,075 100 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
0,150 100 0 7,70 N.A. 7,58 7,19

Anexo 3.7. Agua de Represa — TECAM

Oxigénio
Agua padrio Mortalidade Reproducéo pH dissolvido
(Data de inicio do teste) (%) (jovens/adulto) (mg/L)
Inicial Final Inicial Final
Controle (10/09/2007) 0 19 7,54 8,02 7,61 7,28
Controle (12/09/2007) 0 16 7,32 7,90 6,89 7,42
Controle (26/09/2007) 0 19 7,53 7,85 6,55 7,23
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Campanha/Ponto SS1 SS2 SS3 SB1 SB2 SB3
1% campanha 0,1381 0,1282 0,1222 0,1005 0,0701 0,0919
2a campanha 0,0362 _ 0,063 0,1188 0,0924 0,1236
3a campanha 0,123 0,1249 0,1157 0,0077 0,0007 0,0034

Resultados da concentracéo de inibicao CI50, em mg/L Cu, para as

campanhas 1, 2 e 3, obtidos a partir do programa ICp 2.0




ANEXOQO VI

Critérios de protecao de comunidades aquaticas
para toxicidade aguda



Critérios de protecao de comunidades

aquaticas para toxicidade aguda

(CMC=FAV/2), ug/L

CE50/2 - BLM (ug/L)

CE50 - MEDIDO/2 (mgiL)

55,1897 87,96993679 86
19,3466 30,71347321 33,5
80,5446 126,5019554 109
19,0066 30,6033857 14
6,6406 10,82807326 14
10,9045 17,88956441 30,5

2% campanha

(CMC=FAV/2), ug/L

CE50/2 - BLM (ug/L)

CE50 - MEDIDO/2 (mgiL)

21,5548 32,88485707 27
16,3059 25,53249124 14
63,6413 88,9825704 37
7,1457 11,60844024 9,5
6,0941 9,869068267 7

8,6613 13,99338202 14

3% campanha




ANEXO VII

Critérios de protecao de comunidades aquaticas
para toxicidade cronica



Critérios de protecao de comunidades

aquaticas para toxicidade cronica

(CCC=FAV/ACR), ug/L [CE50/FACR - BLM (ug/L) | CE50 - MEDIDO/FACR (ug/L)
SS1 18,604 X X
SS2 7,1065 X X
SS3 69,5848 X X
SB1 6,2678 X X
SB2 7,0355 X X
SB3 4,7008 X X

1% campanha

(CCC=FAV/ACR), ug/L | CE50/FACR - BLM (ug/L) |CE50 - MEDIDO/FACR (ug/L)
SS1 34,2793 54,63971229 53,41614907
SS2 12,0165 19,07669144 20,80745342
SS3 50,0277 78,57264308 67,70186335
SB1 11,8053 19,0083141 8,695652174
SB2 4,1246 6,725511343 8,695652174
SB3 6,773 11,11153069 18,94409938

2% campanha

(CCC=FAV/ACR), ug/L | CE50/FACR - BLM (ug/L) |CE50 - MEDIDO/FACR (ug/L)
SS1 13,3881 20,42537706 16,77018634
SS2 10,1279 15,85869021 8,695652174
SS3 39,5288 55,26867727 22,98136646
SB1 4,4384 7,21021133 5,900621118
SB2 3,7851 6,129856067 4,347826087
SB3 5,3797 8,691541627 8,695652174

3% campanha
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