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AVALIA(;AO ECOTOXICOLOGICA DOS PERCOLADOS DAS COLUNAS DE
CINZA DE CARVAO E DE SOLOS COM CINZA DE CARVAO UTILIZANDO
Lactuca sativa E Daphnia similis COMO ORGANISMOS TESTE

Flavia Junqueira de Castro
RESUMO

As cinzas resultantes da queima de carvdo por usinas termelétricas tem sido
uma fonte de contaminagédo constante devido a seu descarte sobre o solo de
forma inadequada. Os elementos téxicos presentes na cinza de carvao quando
lixiviados da cinza para o solo podem ficar biodisponiveis e serem absorvidos
por plantas, consumidos por animais ou ainda transportados para diversas
matrizes ambientais, tais como, dguas subterrdneas e aguas superficiais. Ensaio
de germinacdo e desenvolvimento das radiculas de Lactuca sativa e ensaio de
toxicidade aguda com Daphnia similis foram realizados para avaliar a toxicidade
dos percolados de colunas de cinza de carvao e de solo com cinza de carvao.
De acordo com os valores obtidos por meio dos ensaios de germinacdo e
desenvolvimento das radiculas de L. sativa foram observados efeitos toxicos a
germinacdo das sementes de L. sativa nos percolados da coluna de cinza de
carvao. Os valores médios de Cl50(120n) destes percolados variaram de 27,6 a
90,6% e os valores do indice de germinacédo (IG) variaram de 6,7 a 40,8. Nos
ensaios de toxicidade aguda com os organismos teste D. similis também foram
observados efeitos toxicos a mobilidade e/ou sobrevivéncia dos organismos
expostos aos percolados da coluna de cinza de carvéao. Os valores obtidos para
CES50(gn) nestes percolados variaram de 25,6 a 84,1%. Os percolados das
colunas de solo com cinza de carvdo nao apresentaram toxicidade tanto a L.
sativa como a D. similis. Os resultados obtidos por meio destes ensaios
ecotoxicoldgicos para os percolados das colunas de cinza de carvao e de solo
com cinza de carvao indicam que o solo das colunas retiveram as substancias
toxicas lixiviadas da cinza de carvéao, ou seja, 0s solos utilizados nestas colunas

atuaram como filtros.



ECOTOXICOLOGICAL EVALUATION OF LEACHATES FROM COLUMNS OF
COAL FLY ASH AND SOIL WITH COAL FLY ASH USING Lactuca sativa AND
Daphnia similis AS TEST ORGANISM

Flavia Junqueira de Castro

ABSTRACT

The coal fly ash of power plants has been a constant source of contamination
due to the improperly disposed on the soil. The toxic elements leached from coal
fly ash when in contact with soil could become bioavailable and be absorbed by
plants, consumed by animals or transported to different environmental matrices,
such as groundwater and surface water. Seed germination and root elongation
tests with Lactuca sativa and acute toxicity tests with Daphnia similis were done
to evaluate the toxicity of the leachate from coal fly ash and soil with coal fly ash
columns. According to the values obtained for the seed germination and root
elongation tests were observed toxic effects to seed germination of L. sativa for
the leachates from coal fly ash column. The mean values of 1C50120n) for these
leachates ranged from 27.6 to 90.6% and the germination index values (IG)
ranged from 6.7 to 40.8. In the acute toxicity tests with test organisms D. similis
were also observed toxic effects to mobility and/or survival of organisms exposed
to leachates of the coal fly ash column. The values obtained for EC50usn) for
these leachates range from 25.6 to 84.1%. The leachates of soil with coal fly ash
columns not presented toxicity to both test organisms, L. sativa and D. similis.
The data obtained by these ecotoxicological tests to the leachates of soil coal fly
ash and soil with coal fly ash columns indicate that the soil of the columns have
retained the toxic substances leached from the coal fly ash, thus the soils used in
these columns have acted as filters.
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1. INTRODUCAO

O carvao mineral, mesmo com a crescente utilizacdo das fontes de
energia renovaveis e das matrizes energéticas ndo renovaveis, ainda nos dias
de hoje é responsavel por grande parte da eletricidade utilizada em todo o
mundo. A utilizacdo das usinas termelétricas a base de carvao mineral tem sido
cada vez maior com o aumento da demanda energética mundial especialmente
em paises em desenvolvimento, como india e China. De acordo com a Agéncia
Internacional de Energia estima-se que em dez anos esta sera a principal fonte
de energia elétrica do mundo (AIE, 2011; AIE, 2012).

Atualmente, ainda que grande parte da demanda energética no
Brasil seja proveniente de usinas hidrelétricas (65,29%), as usinas
termelétricas a base de carvdo sdo responsaveis por 1,52% da eletricidade
utilizada no pais, cerca de 1.944.052 kW de poténcia (ANEEL, 2011). Apesar
das usinas termelétricas apresentarem uma representatividade na producéo
energética do pais relativamente baixa, s6 no ano de 2011 foi produzido um
total de 12.067.652 toneladas de cinzas de carvdo e deste total menos de 50%
foi reaproveitado (ABMC, 2011).

Estas cinzas de carvao geradas por usinas terméletricas sé&o
classificadas como residuos solidos e de um modo geral, sdo descartadas
diretamente sobre o0 solo a céu aberto, apresentando um potencial para causar

danos ao meio ambiente (Gaivizzo et al., 2002; Rohde et al., 2006).

As cinzas de carvao sdo compostas basicamente por Si, Al, Fe, P,
Ca, Mg, Ti, Na K e S em menores quantidades por Ag, As, Au, B, Ba, Be, Cd,
Ce, Co, Cr, Cu, Ga, Ge, Li, Mn, Mo, Nb, Ni, Pb, Pt, Rb, Sb, Se, Sr, Ti, U, V,Y,
Zn e Zr (Rohde, 2006; Depoi et al., 2008). Os elementos presentes nas cinzas
de carvdo quando lixiviados para o solo podem ficar ambientalmente
disponiveis e vir a ser absorvidos por plantas, consumidos por animais, ou
ainda transportados para diferentes matrizes ambientais, tais como, aguas
superficiais e 4guas subterraneas (Lu et al., 2009).



Alguns elementos toxicos como Cd e Pb apresentam potencial para
se bioacumular e/ou biomagnificar em organismos aquaticos, podendo
subsequentemente serem consumidos por organismos de niveis troficos

maiores, incluindo o homem (Adams et al., 2002).

Diante da possivel contaminacédo de diferentes matrizes ambientais
devido ao descarte inadequado das cinzas de carvao que apresentam
toxicidade potencial a diferentes organismos, a utilizacdo de testes de
toxicidade se torna uma ferramenta importante. Estes testes sdo realizados em
laboratorio sob condicbes experimentais especificas e controladas, nos quais
sdo determinadas as concentracfes e 0s potenciais efeitos toxicos que o

residuo analisado pode causar sobre os organismos teste (Costa et al., 2008).

Os ensaios de toxicidade com sementes de plantas séo bioensaios
nos quais sementes sdo imersas em uma ou mais substancias potencialmente
toxicas durante o periodo inicial de sua germinacao, quando estas substancias
podem ser absorvidas e acumuladas no tecido vegetal (Chang et al., 1992;
Sobrero et al., 2004).

Estes ensaios sao relativamente simples de baixo custo e vém
sendo empregados em estudos realizados em paises como Canada, Franca,
Alemanha, Espanha, Holanda, entre outros, para avaliar os efeitos toxicos
causados por substancias diversas, mas especialmente por elementos téxicos
devido a sensibilidade que estes organismos teste apresentam (Wong et al.,
1982; Cook et al., 2002; Rooney et al., 2007; Chapman et al., 2010).

Estes ensaios apresentam ainda como vantagem a avaliacdo de
amostras liquidas sem necessidade de uma filtragdo prévia, permitindo que se

realizem analises de amostras turvas (Sobrero et al., 2004).

A espécie Lactuca sativa (Asterales Lactuca) vem sendo
empregada como organismo teste em ensaios de germinacdo e

desenvolvimento das radiculas especialmente para avaliar amostras de solo e



agua, devido ao fato desta espécie apresentar respostas rapidas a danos
ambientais (Cook et al., 2002; Ferreira, 2007; Chapman et al., 2010).

Avaliacdes ecotoxicoldgicas realizadas no Brasil ttm empregado o
microcrustaceo Daphnia similis (Cladocera, Crustacea) em testes de toxicidade
aguda, uma vez que este organismo € sensivel a diferentes contaminantes,
além de ser uma espécie de facil cultivo e manutencdo em laboratoério
(Domingues et al., 2008; Costa et al., 2008; Rodgher et al., 2010).

Estudos ecotoxicologicos relacionados com avaliacdo da toxicidade
de lixiviados de solos contaminados com metais toxicos e hidrocarbonetos
(Cook et al., 2002; Chapman et al., 2010) e de solos e lixiviados de solos com
cinza de carvao (Martens et al., 1976; Adriano et al., 1980), utilizando como
organismos teste sementes de hortalicas e crustaceos, tém sido realizados.

No Brasil poucos trabalhos relacionados com a avaliagdo da
toxicidade da cinza de carvdo tém sido publicados. Printes et al. (2000)
avaliaram a toxicidade aguda e cronica de aguas superficiais e sedimentos
contaminados com cinza de carvdo da regido Carbonifera do Baixo Jacui, Rio
Grande do Sul, empregando organismos aquaticos.

A avaliacdo da toxicidade de lixiviados de cinzas de carvao e de
solos com cinza de carvao € importante, pois pode fornecer indicacdes sobre 0
risco ambiental que o0s contaminantes presentes nas cinzas de carvao
representam a biota de diferentes ecossistemas. De acordo com El Mogazi et
al. (1988) é importante avaliar a toxicidade potencial de lixiviados da cinza de
carvdo nas plantas, uma vez que, estes organismos podem ter seu
desenvolvimento alterado devido ao aumento dos elementos provenientes

deste residuo descartado inadequadamente no solo.



2. OBJETIVO

Avaliar a toxicidade dos percolados das colunas de cinza de carvao
e de solos com cinza de carvao utilizando a Lactuca sativa e a Daphnia similis

CcOmo organismos teste.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Solos

Importantes matrizes ambientais como as aguas superficiais e
subterraneas dependem diretamente da qualidade do solo para manter suas
propriedades naturais, uma vez que o solo tem influéncia direta sobre os
principais fluxos de agua entre a hidrosfera, litosfera, biosfera e atmosfera
(Lepsch, 2002).

O solo representa a parte superficial da crosta terrestre, tendo sido
formado ao longo dos anos, por meio do intemperismo de rochas derivado de
fendmenos bioldgicos, geoldgicos, hidrologicos, climaticos e da decomposicao

da matéria organica (Sposito, 1989; Mazoyer et al., 2010).

O solo é dividido em fases liquida (agua), gasosa (ar) e sélida. A
fase sélida € composta por substancias minerais, pequenos fragmentos de
rochas e de minerais, matéria organica proveniente da decomposicdo de

vegetais e de animais (Brady,1989).

Os graos do solo podem ser distribuidos quanto ao diametro em
fracOes de areia (0,06 - 2,0 mm), silte (0,002 — 0,06 mm), argila (< 0,002mm) e
cascalho (> 2,0 mm) (Brady, 1989).

A textura do solo pode ser classificada com base nos teores de
areia, silte e argila presentes no solo. Os solos podem ser agrupados de forma
simplificada em trés classes de textura: solos de textura arenosa, que tem
teores de areia superiores a 70%, sendo solos mais permeaveis; solos de
textura média apresenta certo equilibrio entre os teores de areia, silte e argila,
que apresentam boa drenagem e capacidade de retencdo de agua; solos de
textura argilosa que tem teores de argila superiores a 35%, estes solos tem
baixa permeabilidade (EMBRAPA, 2006).



A textura do solo € propriedade fisica deste meio que menos sofre
alteracdes ao longo do tempo, e tem grande relevancia ecoldgica devido a sua
influéncia direta sofre o fluxo hidrico no solo, de modo que alteragbes em suas
propriedades podem ser responsaveis pela poluicdo de matrizes aquaticas
causando danos aos organismos aquaticos, podendo também resultar na

alteracéo da biota do solo, como a ma formacéo de raizes (EMBRAPA, 2006).

Os principais elementos presentes no solo sao fésforo, saédio,
aluminio, potassio, célcio, magnésio, enxofre, cobalto, zinco, niquel,
molibdénio, cobre, ferro, manganés, boro e silica, de acordo com Lepsch
(2002). Grande parte destes elementos presentes naturalmente no solo sao
elementos essenciais ao desenvolvimento da biota, entretanto, em
concentracOes elevadas estes elementos apresentam potencial para causar
efeitos adversos sobre os organismos que habitam esta matriz (McBride,
1994).

Atividades humanas que envolvem a utilizacdo do solo como aterro
sanitério, areas de descarte de residuos e mineracdo tém causado o aumento
da concentracdo de elementos toxicos no solo e na solugdo do solo. A
toxicidade do solo e da solucdo do solo pode depender das propriedades das

matrizes e dos elementos nestes presentes (Mozeto et al., 2008; Cirino, 2009).
3.2. Cinzade carvéao

O carvao mineral ainda tem sido um dos combustiveis fosseis mais
utiizados na geracdo de energia elétrica em todo mundo, apesar de ser
potencialmente poluente. Atualmente, a combustdo do carvdo mineral por
usinas termelétricas é responsavel por suprir aproximadamente 40% da
demanda energética mundial (World Energy Council, 2007; ANEEL, 2011).
Segundo a Agéncia Internacional de Energia (2012) em dez anos o carvao

mineral devera ser a principal fonte de producéo energética do mundo.

De acordo com a Agéncia Nacional de Energia Elétrica (ANEEL,

2011), diversos paises dentre eles os Estados Unidos, China, india, Alemanha,
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Japéo e Africa do Sul, tem no carvdo mineral sua principal fonte de geracéo de
energia, e devido a grande disponibilidade deste recurso, somados a
necessidade de expansado dos sistemas elétricos e a restricdo de outras fontes
energéticas, as usinas termelétricas continuardo sendo uma das principais

fontes de geracéo de energia no mundo.

O Brasil tem a décima maior reserva de carvao mineral do mundo
(32 bilhdes de toneladas). Esta reserva de carvao se encontra distribuida entre
os estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, onde estdo

localizadas as principais usinas termelétricas brasileiras (Izidoro, 2008).

No Brasil, a combustdo do carvdo mineral por usinas termelétricas
tem sido pouco explorada representando apenas 1,5% da matriz energética do
pais, sendo a maior parte da demanda energética do pais suprida por meio de
usinas hidroelétricas. Entretanto, frente a necessidade de diversificar a matriz
energética do pais a expansao das usinas termelétricas esta entre as solucdes
estipuladas pelo governo no plano Matriz Energética Nacional 2030 (MME,
2007; ANEEL, 2011).

Para gerar energia elétrica o carvao passa por um processo de
combustdo nas usinas termelétricas e durante esse processo sdo produzidos
residuos sdlidos tais como cinzas de fundo (cinzas pesadas) e volantes (cinzas
leves). As cinzas de fundo sdo depositadas na base dos fornos da usina e as
cinzas volantes sédo arrastadas pelos gases de combustdo sendo boa parte
retida por filtros (Rohde et al., 2006).

Parte da cinza de carvdo gerada na etapa final do processo de
producdo de energia é descartada sobre o solo a céu aberto devido a auséncia
de uma destinacgao final adequada para as cinzas de carvao (Prochnow et al.,
2000). Na FIG.1 foi mostrado o depésito de cinzas de carvao sobre o solo de
forma inadequada, no qual os particulados da cinza podem ser transportados
para a atmosfera e agua superficial e os lixiviados da cinza para o solo e agua

subterranea podendo contaminar estas matrizes ambientais.
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FIGURA 1 — Geracdao de cinzas de carvao de uma usina termelétrica e

transporte de lixiviados e particulados da cinza para matrizes ambientais

Fonte: adaptado de Rohde et al., 2006.

Estima-se que no Brasil sdo geradas anualmente por usinas

termelétricas e outras unidades industriais cerca de quatro milhdes de

toneladas de cinzas de carvdo, das quais aproximadamente apenas 50% sao

reaproveitadas como, por exemplo, na fabricacdo de cimentos e concretos

Portland (Rohde et al., 2006). Na TAB.1 foi apresentada a producdo anual de

cinza de carvao das usinas termelétricas brasileiras.

TABELA 1 - Producdo méaxima de cinza de carvao nas usinas termelétricas

brasileiras em toneladas por ano

Residuos solidos (t)

Usina termelétrica Cinza volante Cinza pesada Escéria

Presidente Médici A/B 1.500.000 375.000 -
S&o Jer6bnimo 5.000 - 50.000
Charqueadas 295.058 126.453 -
Jorge Lacerda |, II, lll e IV 1.500.000 500.000 -
Figueira 50.000 5.000 -

Fonte: Rohde et al., 2006.




Estas cinzas de carvdo geradas por usinas termelétricas séo
classificadas como residuos sélidos que apresentam toxicidade e propriedades
guimicas capazes de causar danos ao meio ambiente. De acordo com a
Constituicdo Federal do Brasil (1988), é de responsabilidade do gerador
garantir o armazenamento, manuseio, bem como o transporte e a destinacéo
final adequada, uma vez que estes residuos devem ser descartados em aterros
sanitarios (Rohde et al., 2006).

Na FIG.2 foram apresentadas fotos da usina termelétrica de
Figueira, Parana, e o depésito de cinzas de carvao na proximidade da usina.

(a) (b)
FIGURA 2 — (a) Usina termelétrica de Figueira, Parana; (b) Depdsito de cinzas
de carvéo ao redor da usina de Figueira

Fonte:(a) Carbonifera do Cambui 2008; (b) Izidoro et al.,2008

A combustéo do carvao para geracdo de energia elétrica tem sido
considerada como uma das fontes mais poluidoras uma vez que todo o
processo de produgéo de energia tem potencial para causar danos a diversas
matrizes ambientais devido a presenca de elementos toxicos como As, Cd, Co,
Cr, Cu, Mo e Pb no carvao e nas cinzas de carvao (Rohde et al., 2006; Depoi et
al., 2008).

De acordo com Depoi (2008), as cinzas volantes geradas pela usina

termelétrica de Figueira (FIG. 2) que fica localizada no Estado do Parana, é a
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que apresenta as maiores concentracdes de alguns elementos toxicos tais
como, arsénio, chumbo, zinco, cadmio, molibdénio quando comparada as
demais usinas termelétricas brasileiras. Na TAB.2 foram apresentados os
valores médios de concentracdo dos elementos presentes na cinza leve das

usinas termelétricas brasileiras, obtidos no estudo realizado por Depoi (2008).

TABELA 2 - Concentracéo (ug g™) média dos elementos presentes na cinza
leve das usinas termelétricas brasileiras

Termelétrica Pob As Au Ba Be Cd Co Cr Cu Zn Ge Mn Mo

Figueira 3477 1820 0,08 660 6,67 16,4 18,1 111 52,6 222468,7 305 385
Candiota 26,2 11,9 0,09 372 3,27 0,55 13,9 41,8 20,7 83,6 3,78 294 3,93

Charqueadas 57,3 35,6 0,14 296 6,58 0,77 12,6 82,1 29,1 134 33,8 66,1 4,95

bC;F)’('(‘)’a” de 52,5 44,9 0,09 430 2,83 1,29 9,00 84,1 281 213 17,6 141 5,86

Fonte - Depoi (2008)

3.3. Elementos essenciais e toxicos

Elementos como Co, Cu, Se, Zn, que ocorrem naturalmente em
diversas matrizes ambientais, em baixas concentracdes sao essenciais para o
metabolismo de plantas e animais, associados com processos respiratorios,
formacao de proteinas, ativadores de complexos enzimaticos. Porém em altas
concentragdes esses elementos e outros tais como As, Cd, Cr, Hg, Pb podem
se tornar toxicos e prejudiciais podendo interferir na acdo das enzimas em
plantas, organismos aquaticos e seres humanos (Ward, 1995; Fairbrother et al,
2007a; Mozeto et al., 2008).

A toxicidade dos elementos pode variar de acordo com diversos
fatores, como as caracteristicas dos organismos e a via de exposicdo dos
elementos (por ingestao, absorcéo, inalagédo), o tipo e forma que os elementos
se encontram (Water Quality Committee, 2010). Quando os elementos se
encontram em matrizes aqudticas, tais como &guas superficiais, aguas
subterraneas, aguas intersticiais, percolados, podem se apresentar em
diversas formas de distribuicdo como: ions livres e dissolvidos; complexados,

pela matéria organica dissolvida; complexos solluveis com a fracdo de lipideos
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presentes na agua; sorvidos por particulas coloidais e por particulados
organicos e inorganicos suspensos na agua insolivel como sulfetos e
carbonatos. As diversas formas irdo influenciar diretamente na maior ou menor
biodisponibilidade dos elementos e consequentemente em maior ou menor

toxicidade aos organismos (Mozeto et al., 2008).

De forma geral, quando os elementos se encontram em formas de
ions livres sdo considerados mais biodisponiveis e, portanto, a forma que

apresenta maior potencial toxico (Water Quality Committee, 2010).

A forma ibnica que os elementos se encontram no meio ambiente
influencia diretamente em sua absor¢do por plantas e micro-organismos. Os
nutrientes  minerais  (micronutrientes e  macronutrientes), que sao
indispensaveis para o ciclo de vida dos vegetais, sdo absorvidos na forma
ibnica K*, Ca®*, Mg*, Fe?*, Mn?*, Zn**, Cu®*, Mo®, Ni?**. Entretanto, se estes
mesmos ions forem absorvidos em excesso podem causar toxicidade para as

plantas (Furlani et al., 2004).

Do mesmo modo como ocorrem com 0s vegetais, estes elementos
quando absorvidos em concentracbes acima das toleradas por organismos de
diferentes espécies podem causar toxicidade aguda, alteracbes nos processos
metabolicos e mudancas fisiologicas, resultando em danos em longo prazo aos
organismos, devido ao potencial que esses elementos apresentam de se

bioacumular e/ou biomagnificar nos niveis tréficos (Fairbrother et al., 2007b).

O mecanismo da acéo toxica e o metabolismo destes elementos
toxicos em geral sdo diferentes em plantas e animais, uma vez que estes
podem causar impactos sobre tecidos especificos em cada espécie. Muitas
vezes, a toxicidade destes elementos ocorre por meio de processos
bioquimicos envolvendo componentes celulares, tais como membranas e

organelas celulares (Fairbrother et al., 2007b).

A toxicidade e as funcbes biolégicas dos elementos importantes

para plantas e mamiferos foram apresentas na TAB.3.
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TABELA 3 — Toxicidade e fun¢des bioldgicas de elementos importantes

Fitotoxicidade Toxicidade a mamiferos

Elemento Funcdo Bioldgica () (o) )
Ag N&o conhecida A (5-10) A
Al Pode ativar a desidrogenasse succinica M (50-200) B
As Constitui fosfolipidios em algas M A (5-20) A
B Essencial as plantas, constitui o fosfocluconato M (50-200) B
Ba N&o conhecida B (500) A (formas soluveis)
Be N&o conhecida M A (10-50) A
Cd N&o conhecida M A (5-30) A

Essencial para mamiferos, cofator de varias
Co enzimas. Em plantas, atua na fixagédo M A (15-50) M
simbiética do N,

Cr Envo!vndo no metabolismo de aglcares em M A (5-30) A (Cr*) (€
mamiferos
Essencial a todos os organismos, atua no

Cu transporte de O, e como cofator de enzimas M A (20-100) M
redox

F Fortalece os dentes em mamiferos B M (50-500) M

Fe E§s_enC|aI a todos os organismos, cofator de B (>1000) B
varias enzimas

Hg N&o conhecida H (1-3) A (formas solaveis)
Essencial a todos os organismos, cofator de

Mn varias enzimas, e em plantas atua na divisao B M (300-500) M
da molécula de H>O no processo de
fotossintese
Essencial a todos os organismos, cofator

Mo enzimatico na fixagdo do N, e na reducao de M (10-50) M
NO3’

Ni Essenc!al as plantag, e nao tem a funcdo M A (10-100) M
conhecida em mamiferos

Pb N&o conhecida M (30-300) A

Sb N&o conhecida M (150) A

Se Essencial a todos os mamiferos e a algumas M A (5-30) A
plantas

TI N&o conhecida M A (20) A

\% Essencial as algas verdes A (5-10) A

7n Essencial a todos os organismos, cofator de B M (100-400) B M

varias enzimas

* As letras classificam a toxicidades como: B (baixa), M (média) e A (alta)
** Os nmeros entre parénteses demonstram a toxicidade no tecido foliar em pg g'1 de peso seco ou ppm

Fonte: McBride, 1994.
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E importante ressaltar que além dos efeitos de bioacumulacdo e
biomagnificacdo, a presenca de mais de um elemento em uma mesma matriz
pode causar efeitos sinérgicos, ou seja, quando a presenca de um elemento
pode resultar no aumento da absorcdo de outro (Faquin, 1997; Aragao et al.,
2008).

3.4. Ecotoxicologia

A ecotoxicologia é a ciéncia que avalia os efeitos de substancias
toxicas sobre o0s ecossistemas, resultantes do descarte de substancias
quimicas e de residuos em matrizes ambientais. Esta ciéncia tem como
objetivo proteger ecossistemas inteiros e prever futuros impactos (Hoffman et
al., 2002).

O termo Ecotoxicologia foi sugerido pela primeira vez durante uma
reunido do Committe of the International Council of Scientific Unions (ICSU),
realizada em Estocolmo, pelo toxicologista francés René Truhaut no ano de
1969. O termo ecotoxicologia foi definido apés uma série de reunides como
sendo “a ciéncia que estuda os efeitos das substancias naturais ou sintéticas
sobre os organismos vivos, populacbes e comunidades, animais ou vegetais,
terrestres ou aquaticos, que constituem a biosfera, incluindo assim a interacéo
das substancias com o meio nos quais 0S organismos vivem num contexto
interligado” (FIG. 3) (Plaa, 1982).
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ambiente J substancia qqlmlca a
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N\ J

Ecotoxicologia
Estudo dos efeitos de uma ou mais substancias a uma
populacdo ou comunidade de organismos

FIGURA 3 — Conceito de Ecotoxicologia

Fonte: adaptado de Blaise, 1984

Um dos desafios da Ecotoxicologia é identificar potenciais fontes de
contaminantes no meio ambiente, bem como conhecer as possiveis interacoes,
transformacdes e destino que estes contaminantes podem ter no ambiente
para realizar uma predicdo segura dos efeitos toxicos que estes contaminantes
podem causar a diferentes ecossistemas (Hoffman et al., 2002; Zagatto et al.,
2008). Alem disto, € importante ter conhecimento dos riscos potenciais a que a
exposicao a estes poluentes oferece a biota. Na FIG.4 foram apresentadas as
etapas compreendidas na ecotoxicologia denominada de cadeia da
casualidade de acordo com Costa et al.(2008).
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FIGURA 4 - Etapas compreendidas na ecotoxicologia denominada de cadeia

da casualidade

Fonte: Costa et al ., 2008.

A Ecotoxicologia tem buscado definir limites aceitaveis de toxicidade
por meio de protocolos padronizados de testes de toxicidade que possam vir a
ser utilizados como limite guia para tomadas de decisdes (Hoffman et al.,
2002). Contudo a utilizacdo de testes de toxicidade padronizados oferecem
ainda outras vantagens, uma vez que facilita a comparacdo de dados obtidos
entre laboratérios, contribuindo na utilizacdo de dados ja publicados e

permitindo a reprodutibilidade dos ensaios (Zagatto, 2008).

No Brasil, uma das primeiras iniciativas para desenvolver uma
metodologia na area de Ecotoxicologia ocorreu no ano de 1975, com a
participacdo da Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental do
Estado de S&o Paulo (CETESB) em um programa de padronizacao
internacional de testes de toxicidade aguda para peixes, desenvolvido pelo
Comité Técnico das Aguas TC147 da International Organization for
Standardization (ISO). Atualmente, varios ja sdo o0s ensaios padronizados por
organizacdes e associa¢gbes nacionais e internacionais (Zagatto, 2008).
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3.4.1. Testes de toxicidade

Testes de toxicidade sao utilizados para avaliar os potenciais efeitos
adversos de substancias toxicas sobre organismos de diferentes ecossistemas.
Os testes de toxicidade e as andlises fisicas e quimicas que identificam e
quantificam as concentracdes das substancias toxicas em amostras ambientais
sdo analises complementares para avaliar o risco ambiental destas substancias
(Seco et al., 2003; Costa et al., 2008).

Os testes de toxicidade vém sendo cada vez mais utilizados para
fins diversos, tais como, determinar a toxicidade de compostos quimicos,
efluentes liquidos e percolados de residuos solidos, estabelecer limites
maximos para langamentos de descarte de contaminantes, realizar o

monitoramento ambiental (Nascimento et al., 2008).

Diferentes 6rgdos internacionais, como Environmental Protection
Agency (US EPA), American Society for Testing and Materials (ASTM),
Organization for Economic Cooperation and Development (OECD), vém
buscando a padronizagdo de novos ensaios de toxicidade com espécies
diversas, que apresentam respostas significativas a exposicdo a compostos
toxicos, visando por meio destes novos ensaios oferecer uma protecao

ambiental mais abrangente (Aragéo et al., 2008).

Testes de toxicidade podem ser classificados como agudos e
cronicos e estes diferem, sobretudo quanto ao tempo de exposicdo do
organismo ao contaminante e a forma como os resultados finais sdo avaliados
(Adams et al., 2002).

Os testes de toxicidade aguda tém como finalidade avaliar a
ocorréncia de efeitos severos e rapidos sobre os organismos, como a
mortalidade e/ou imobilidade de 50% dos organismos expostos, uma vez que
este critério € facilmente determinado, apresenta um importante significado
ecoldgico para o ambiente e pode ser avaliado em curto prazo (Adams et al.,

2002; Yu, 2004; Aragéao et al., 2008). De forma geral, os testes de toxicidade
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aguda permitem estimar a dose ou a concentracdo que uma dada substancia
toxica poderia provocar um efeito toxico especifico mensuravel a um organismo
teste ou populacdo em um tempo de exposicéo relativamente curto em relagéao

a vida do organismo (Adams et al., 2002; Aragéo et al., 2008).

Nos testes de toxicidade aguda os resultados obtidos podem ser
avaliados por meio dos valores de CI50 concentracédo de inibicdo a 50% dos
organismos expostos e CE50 concentracao efetiva que causa efeito a 50% dos
organismos expostos (Aragao et al., 2008; Costa et al., 2008).

Entretanto, o fato de uma substancia quimica ndo produzir efeitos
adversos de mortalidade e/ou imobilidade aos organismos teste nao indica

necessariamente que esta substancia ndo seja toxica (Aragao et al., 2008).

Os testes de toxicidade cronica tém como objetivo avaliar os efeitos
subletais, ou seja, os efeitos tdxicos que uma substancia quimica é capaz de
causar a um organismo quando este é exposto por longos periodos ou por uma
fase consideravel ou todo o ciclo de vida do organismo a concentracdes que
permitem sua sobrevivéncia, entretanto, sdo capazes de alterar fungcdes como
a reproducado, o crescimento, o comportamento, entre outros (Adams et al.,
2002; Yu, 2004).

Nos testes de toxicidade crbnica os resultados obtidos sé&o
expressos como CENO concentracdo de efeito ndo observado e CEO
concentragdo de efeito observado (Adams et al., 2002; Aragao et al., 2008).

3.4.2. Organismos teste

A toxicidade é uma propriedade que reflete os efeitos adversos que
uma substancia pode causar a um organismo teste. A intensidade destes
efeitos depende da concentracdo e propriedades quimicas da substancia, da
sensibilidade do organismo teste e do tempo de exposicdo. Deste modo, é

recomendavel que o efeito toxico de uma amostra seja avaliado com a
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realizacdo de testes de toxicidade com organismos de espécies diferentes e

preferencialmente de niveis tréficos diversos (FIG. 5) (Costa et al., 2008).

Consumidores secundarios
Peixes

Consumidores primarios
Microcrustaceos

Produtores
Algas

Numero de individuos

FIGURA 5 — Exemplo de uma cadeia alimentar de um ecossistema aquatico
constituido por trés niveis troficos (NT)

Fonte: Costa et al., 2008.

Das espécies de organismos que sdo utilizados em testes de
toxicidade deve se conhecer previamente a fisiologia, genética e o
comportamento destes organismos, a fim de facilitar e garantir a interpretacéo
dos resultados. Para uma espécie poder ser utilizada como organismo teste é
necessario que esta apresente uma seletividade constante aos contaminantes,
seja uma espécie disponivel em abundéancia, representativa em seu nivel
trofico e que possa ser facilmente cultivada e adaptada as condicbes de

laboratorio (Costa et al., 2008; Domingues et al., 2008).

As diferentes caracteristicas bioldégicas entre as espécies de
organismos teste refletem como estes organismos respondem a exposicao de
uma substancia téxica a uma dada concentracao, isto é, as diferentes espécies

tém sensibilidades diferentes (Posthuma et al., 2002)

18



Atualmente, organismos teste como as bactérias, algas,
microcrustaceos, minhocas e peixes, tém sido amplamente utilizados em testes
de toxicidade padronizados no Brasil. Na TAB. 4 foram apresentadas as
espécies e os tipos de ensaios, agudo ou crénico, utilizados para cada

organismo (Costa et al., 2008).

TABELA 4 — Organismos teste, efeito e espécie utilizados em testes de

toxicidade no Brasil

Organismo Efeito Espécie

Bactéria Agudo Vibrio fischeri, Spirillum volutans

Pseudokirchneriella subcapiata,

Alga Cronico Chlorella vulgarris

Microcrustaceo Agudo D. similis, Daphnia magna

Microcrustaceo Cronico Ceriodaphnia dubia, Ceriodaphnia silvestri
Oligoquetas Agudo Eisenia andrei, Eisenia fetida

Fonte: adaptado de Costa et al., 2008.

Na TAB. 5 foi apresentada a indicacdo dos ensaios de toxicidade e

organismos teste para alguns tipos de amostras.

TABELA 5 — Indicagao de ensaios de toxicidade e organismos teste para
diferentes tipos de amostras

Tipo de amostra Tipo de ensaio Organismo teste

Agua continental Aguda / cronica Bacterias, Daph_nla, C. dubia e/ou
peixes

Efluentes liquidos Aguda / cronica Algas, Ourigos, Daphnia e/ou C. dubia

Solo Aguda / cronica Esenia fetida (minhoca)

Lixiviado artificial de solo Aguda / cronica Testes exploratérios*

Chorume Aguda / cronica Algas, Daphnia, peixes e/ou C. dubia

Lixiviado de residuos Aguda / cronica Testes exploratorios*

sdlidos
* Testes exploratorios: ensaios com D. similis, peixes e/ou bactéria V. fischeri

Fonte: adaptado de Aragéo et al., 2008
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Para assegurar a viabilidade dos resultados obtidos nos ensaios
realizados com organismos teste substancias de referéncia sdo empregadas
para estabelecer uma faixa de resultados aceitaveis para sensibilidade dos
organismos (Zagatto et al., 2008). E recomendada, de acordo com Environment
Canada (1990), a realizacdo de um ensaio por més com as substancias de
referéncias. Dentre as substancias de referéncias que vém sendo empregadas
em testes de toxicidade com organismos aquaticos no Brasil estdo o dicromato
de potassio, sulfato de cobre, sulfato de zinco, cloreto de cadmio, nitrato de
chumbo, cloreto de mercurio, sulfato de niquel, cloreto de soédio, cloreto de

amonio, cloreto de potassio e fenol (Zagatto et al., 2008).

Segundo Sobrero (2004) o sulfato de zinco é a substancia de
referéncia mais indicada para assegurar a variabilidade e a viabilidade dos
lotes de sementes empregados em ensaios de germinagao e desenvolvimento
das radiculas de L. sativa, devido ao seu potencial téxico conhecido para estes

organismos testes.

3.4.3. Ensaio de germinacdo e desenvolvimento das radiculas com
Lactuca sativa

Os ensaios de germinacdo e desenvolvimento das radiculas com
sementes de diversas plantas superiores, tais como, a L. sativa, popularmente
conhecida como alface, vém sendo cada vez mais aplicados para a avaliacéo
da toxicidade de compostos sollveis em agua pura e também em misturas
complexas, tais como, efluentes industriais, dguas residuais, lixiviados de
solos, sedimentos, entre outras matrizes (Bowers et al., 1997). Estes ensaios
quando utilizados para avaliar a toxicidade de lixiviados de solos podem ser
representativos tanto para a agua subterrdnea quanto para a horticultura
(Ferreira, 2007).

Ensaios de germinacéo e desenvolvimento da radicula de sementes
sdo ensaios padronizados internacionalmente por 6rgdos como a US EPA
(1996) e OECD (2003), no entanto, no Brasil estes ensaios ainda nao sao
padronizados. Estes ensaios vém sendo cada vez mais utilizados na avaliacao
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de potenciais danos ambientais devido ao seu custo relativamente baixo, a
curta duracdo dos ensaios e a sensibilidade que estes organismos teste

apresentam a substancias toxicas (Sobrero et al., 2004).

Ensaios de germinagdo e desenvolvimento das radiculas com
sementes de plantas superiores apresentam vantagem em relacdo aos ensaios
de toxicidade que utilizam como organismos teste algas e plantas aquaticas
devido ao fato de n&o haver necessidade da amostra liquida ser filtrada
previamente por causa da turbidez e material particulado em suspenséo nas
amostras (Sobrero et al., 2004). Sendo assim, a amostra liquida é preservada
sem retencdo de substancias que poderiam apresentar toxicidade. Além disso,

nao sdo necessarios ajustes de dureza e pH das amostras liquidas.

As sementes de L. sativa tém caracteristicas ideais para a realizacédo
de bioensaios, visto que estas apresentam um ciclo de vida curto, tem grande
importancia para a agricultura e o seu cultivo é difundido em quase todo o
mundo (Ferreira, 2007).

A avaliacdo do efeito toxico € determinada por meio da germinagéo
das sementes e do desenvolvimento das radiculas. Na FIG.6 é representada

uma semente germinada com sua radicula desenvolvida. (Sobrero et al., 2004).

& Hipocotilo
Radicula

FIGURA 6 — Semente germinada de L. sativa com sua radicula desenvolvida

Fonte: adaptado de Sobrero et al., 2004.

E importante destacar que os bioensaios de germinacdo com

sementes de plantas sao realizados durante os primeiros dias de seu
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desenvolvimento nos quais ocorrem uma seérie de processos fisiologicos
importantes e a presenca de uma substancia toxica pode causar efeitos
adversos, resultando em uma série de anomalias e até mesmo interferir na

sobrevivéncia desta planta (Sobrero et al., 2004; Environmental Canada, 2005).

Os ensaios de germinacdo e desenvolvimento das radiculas de L.
sativa sdo ensaios de toxicidade aguda, ou seja, uma avaliacdo dos efeitos
letais. Entretanto, neste mesmo ensaio podem ser avaliados também os efeitos
subletais por meio dos potenciais efeitos toxicos sobre o desenvolvimento das
radiculas (Sobrero et al., 2004).

O efeito letal é avaliado por meio da determinacédo da concentracao
que causa inibicdo sobre a germinacédo de 50% dos organismos expostos e o
efeito subletal por meio dos valores médios de CENO e CEO que estédo
relacionados com o desenvolvimento das radiculas das sementes germinadas
(Sobrero et al., 2004).

3.4.4. Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis

Dentre os organismos de agua doce passiveis de serem utilizados
em testes de toxicidade aguda estdo diversos claddceros (microcrustaceos
branquiopodes) do género Daphnia, dentre os quais encontram se espécies
como a D. magna, D. pulex e D. similis. Esses claddceros sdo popularmente

conhecidos como pulgas d agua (FIG. 7) (Burton et al., 2002; Costa et al 2008).

1

FIGURA 7 — Daphnia similis

Fonte: Lameira 2008.
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Os claddceros tém sido tradicionalmente utilizados para a avaliagao
da toxicidade tanto de substancias quimicas puras como de amostras
complexas, tais como aguas residuais, aguas superficiais, lixiviados entre
outras, sendo a espécie D. similis a mais representativa em testes de
toxicidade aguda no Brasil, uma vez que estes testes ja sdo padronizados pela
norma ABNT NBR 12713/2004 (Domingues et al., 2008). Segundo Valavanidis
et al. (2010) o uso de tais organismos em testes de toxicidade para avaliar a
contaminagcdo de matrizes aquaticas por metais toxicos tem sido reportado de

forma satisfatoria ao longo dos anos.

De forma geral, os microcrustaceos tém sido organismos muito
utilizados para realizagéo de testes de toxicidade, devido a grande abundancia
em corpos de &gua doce, ciclo de vida curto, facil cultivo em laboratério,
sensibilidade a diversos contaminantes e funcgdes significativas na cadeia
alimentar, uma vez que estes organismos sao uma importante fonte de
alimentacdo para peixes. Outra caracteristica importante é a estabilidade
genética que estes organismos apresentam, assegurando a obtencdo de
organismos teste com uma sensibilidade constante (Costa et al., 2008).

A espécie D. similis € utilizada em testes de toxicidade aguda nos
quais diferentes organismos jovens sdo expostos a diferentes concentracdes
de uma substancia toxica ou a uma mistura complexa. Os efeitos tdxicos
observados sé&o a mortalidade e/ou a imobilidade dos organismos expostos. E
com estes resultados por meio de métodos estatisticos se determina a
concentracdo que causa efeito agudo de imobilidade e/ou mortalidade a 50%

dos organismos, CE504gn (Domingues et al., 2008).

3.5. Estudos ecotoxicoldgicos para avaliacdo de elementos toxicos

Varios estudos ecotoxicologicos (Martens et al., 1976; Adriano et al.,
1980; Wang, 1987; Printes et al., 2000; Cook et al., 2002; Seco et al., 2003;
Meza et al., 2007; Guerra, 2009; Sukandar et al., 2009; Chapman et al., 2010;
Wu et al., 2012) tém sido realizados para avaliar a toxicidade de amostras de
aguas superficiais, sedimento, lodo de esgoto e lixiviados de colunas de solos
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contaminados utilizando como organismos teste 0s microcrustaceos, sementes
de hortalicas, bactéria, algas, anelideos. Dentre estes estudos aqueles que
buscam avaliar elementos téxicos em amostras liquidas tém reportado cada

vez mais a utilizacdo de sementes de plantas como organismos teste.

Martens et al. (1976) e Adriano et al. (1980) avaliaram a toxicidade
de solo com cinza de carvao e de lixiviados de cinza de carvdo empregando
como organismos teste sementes de Zea mays (milho) e Medicago sativa
(alfafa) e sementes de Sorghum bicolor (capim), respectivamente. Foram
observados efeitos toxicos a germinacdo das sementes Z. mays e M. sativa,
bem como, a germinacdo das sementes de S. bicolor expostas ao solo com
cinza de carvao. No entanto, nos ensaios com lixiviados de cinza de carvao foi
observada uma reducédo dos efeitos toxicos para as sementes de Z. mays e M.
sativa e para as sementes de S. bicolor.

Wang (1987) avaliou a toxicidade dos elementos toxicos (Cd, Cr, Cu,
Mn, Ni e Zn) e compostos organicos em amostras de aguas de descarte
empregando como organismos teste sementes de Cucumis sativus (pepino),
Panicum milaceum (milho) e L. sativa (alface), por meio do desenvolvimento da
radicula das sementes germinadas. Foi observado efeitos téxicos nas amostras
para as sementes de C. sativus, P. milaceum e L. sativa, e a L. sativa
apresentou uma maior sensibilidade aos metais toxicos quando comparada

com as demais espécies.

Cook et al. (2002) avaliaram a toxicidade dos lixiviados de colunas
de solos contaminados por residuos de hidrocarbonetos e elementos téxicos
empregando como organismos teste anelideos (Lumbricus terrestris),
sementes (L. sativa e Panicum miliaceum), algas (Selenastrum capricornutum)
e bactérias (Pseudomonas fluorescens). Foi observado que os lixiviados de
solos contaminados ndo apresentaram toxicidade aos anelideos L. terrestris.
Por outro lado, estes lixiviados apresentaram efeitos toxicos com os demais

organismos (P. miliaceum, L. sativa, S. capricornutum, P. fluorescens).
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Seco et al. (2003) avaliaram a toxicidade dos lixiviados de residuos
de esgoto, escoria e de cinzas por meio de testes de toxicidade aguda com D.

magna, e observaram efeito toxico dos lixiviados ao organismo teste .

Fuentes et al. (2006) avaliaram a toxicidade dos elementos Cd, Cu,
Cr, Fe, Ni, Pb e Zn em extratos de lodo de esgoto empregando como
organismos teste sementes de Hordeum vulgare (cevada) e de Lepidium
sativum (agridao). Foram avaliados a germinacdo das sementes e 0
desenvolvimento das radiculas e ndo foram observados efeitos tdxicos dos

extratos nos organismos H. vulgare e L. sativum.

Meza et al. (2007) avaliaram a toxicidade de efluentes industriais
contaminados com elementos téxicos por meio da germinacdo das sementes
de L. sativa e a reducdo da mobilidade da D. pulex, sendo observados efeitos
toxicos para ambas espécies.

Sukandar et al. (2009) avaliaram a toxicidade de extrato de cinza de
material hospitalar contituida por As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni,
Pb, Zn e Sn, utilizando ensaios de germinacdo e desenvolvimento das
radiculas de sementes de L. sativa, ensaios com a bactéria Vibrio fischeri e
ensaios de toxicidade aguda com o microcrustaceo D. magna. Foram

observados efeitos tdxicos para as trés espécies.

Chapman et al. (2010) avaliaram a toxicidade de percolados de
solos contaminados com elementos toxicos (As, Ba, Cd, Cr, Co, Cu, Pb, Hg,
Mo, Ni, Ag e Zn) por meio de ensaios de toxicidade utilizando como organismos
teste os claddceros D. magna, sementes de L. sativa e sementes de Tricum
aestivum (trigo). Foram observados efeitos toxicos a germinagdo das sementes
e ao desenvolvimento das radiculas dos organismos teste L. sativa, entretanto,

nao foram observados efeitos téxicos a D. magna e T. aestivum.

Wu et al. (2012) avaliaram a toxicidade de solubilizado de
nanoparticulas de éxidos de metais (CuO, NiO, TiO,, Fe,03, CO30,) utilizando

como organismos teste sementes de Raphanus sativus (rabanete), C. sativus
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(pepino) e L. sativa (alface). Foram observados maiores efeitos toxicos a

sementes de L. sativa quando comparados com as demais sementes.

No Brasil estudos relacionados com a avaliacdo ecotoxicologica de
amostras diversas, tais como, aguas de chuva, chorume gerado do tratamento
da agua de producado de petréleo, aguas superficiais e sedimentos (Printes et
al., 2000; Guerra, 2009; Martins, 2009) tém sido publicados e poucos estudos
relacionados com a toxicidade de amostras de cinza de carvao (Leffa, 2008).
Os estudos brasileiros que envolvem o descarte inadequado de cinzas de
carvao sobre o solo tém descrito a concentracdo de elementos toxicos na
atmosfera, aguas superficiais, solos e sedimento (Cerutti et al 2000; Prochnow
et al., 2000; Rohde et al., 2000; Schneider et al., 2000; Flues et al., 2008), mas

ndo tém descrito sobre avaliagdo ecotoxicologica.

Printes et al. (2000) realizaram o0 monitoramento e controle
ambiental de amostras de &aguas superficiais e sedimentos da regido
Carbonifera do Baixo Jacui, no Rio Grande do Sul, utilizando ensaios de
toxicidade aguda e crbnica com os microcrustaceos D. similis e C. dubia,
respectivamente. Foram observados efeitos toxicos tanto nos ensaios de
toxicidade aguda com D. similis como nos ensaios de toxicidade cronica com
C. dubia para as amostras de agua superficial. Para as amostras de sedimento
foram observados efeitos toxicos nos ensaios de toxicidade crénica com C.
dubia.

Leffa (2008) avaliou a genotoxicidade do rejeito do carvao mineral
utilizando testes de toxicidade aguda com o molusco Helix aspersa. Foi
observado um efeito genotdxico ao molusco H. aspersa quando comparado ao

grupo controle.

Guerra (2009) avaliou a toxicidade do extrato do lodo ou chorume
gerado em um reator biologico pelo tratamento da agua de producdo do
petrdleo, empregando como organismos teste sementes de Cucumis sativus
(pepino), Barbarea verna (agrido), Brassica oleracea (couve) e Eruca sativa

(racula). Foi observado efeito toxico nas amostras para todos 0s organismos e
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as espeécies C. sativus e B. verna apresentaram uma maior sensibilidade a qual
foi atribuida ao baixo potencial osmotico e toxicidade de ions presentes em alta

concentragao.

Martins (2009) avaliou a toxicidade de amostras de agua de chuva
coletadas na Regido Metropolitana de Sdo Paulo e nas cidades de Taiacupeba
e Mogi das Cruzes utilizando como organismos teste microcrustaceos Daphnia
similis e Ceriodaphnia dubia, bactéria Vibrio fischeri e alga Pseudokirchneriella
subcapitata. Foi observada toxicidade nas amostras de &gua de chuva
coletadas na Regido Metropolitana de Sao Paulo e Taiagupeba aos organismos
teste D. similis, V. fischeri e C. dubia e apenas para as amostras de agua de
chuva coletadas na Regido Metropolitana de Sdo Paulo também foi obsevada

toxicidade crbénica nos ensaios realizados com P. subcapitata.

Estudos como os realizados por Martens et al. (1976), Adriano et al.
(1980) e Printes et al (2000) ressaltam a importancia de se avaliar o potencial
toxico da cinza de carvdo e 0s danos que este residuo pode causar ao meio
ambiente. Essa importancia e os poucos trabalhos brasileiros publicados que
relacionam a avaliagéo da toxicidade de amostras de cinza de carvao justificam

0 presente estudo.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho faz parte de um projeto financiado pela
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), cujo
nome € “Mobilidade e transporte de As, Cd, Mo, Pb e Zn em colunas de solos
tropicais contaminadas com cinza de carvao da usina termoelétrica de Figueira,
Parand”. Neste projeto foram realizados dois estudos para avaliar a mobilidade
dos elementos toxicos em colunas de solo com cinza de carvdo e a

contaminacgao dos solos (Lange, 2012; Silva, 2013).

No presente estudo a toxicidade dos percolados da coluna de cinza
de carvdo e das colunas de solo com cinza de carvdo obtida nos estudos
desenvolvidos por Lange (2012) e Silva (2013) foi avaliada por meio de ensaios
de germinacao e desenvolvimento das radiculas e ensaios de toxicidade aguda
empregando como organismos teste a dicotiledonea L. sativa e o

microcrustaceo D. similis, respectivamente.

Os ensaios ecotoxicolégicos foram realizados no laboratério de
ecotoxicologia do Centro de Quimica e Meio Ambientes (CQMA) do Instituto de

Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN/CNEN-SP).

4.1. Obtencao dos percolados das colunas de cinza de carvéao e de solo

com cinza de carvao

Os percolados das colunas de cinza de carvdo e de solo com
cinza de carvao foram obtidos dos estudos desenvolvidos por Lange (2012) e

Silva (2013) que fazem parte do mesmo grupo de trabalho do presente estudo.

Nos estudos de Lange (2012) e Silva (2013) foram preparadas
colunas com dois solos de texturas diferentes, um franco arenoso e outro
argiloso, respectivamente. Os solos foram coletados no estado de S&o Paulo,
em 2009, em areas de mata nativa ou de reflorestamento antigo, com pouca
perturbacdo antropogénica. O solo de textura franco arenosa foi coletado entre

0s municipios de Araras e Conchal e o solo de textura argilosa no municipio de
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Piracicaba. Estes solos foram selecionados para coleta por serem latossolos
(classe de solo mais representativa do Brasil e do Estado de Sdo Paulo) e por

apresentarem diferentes caracteristicas quimicas e fisicas.

Estes solos (286 g do solo franco arenoso e 279 g do solo argiloso)
foram compactados separadamente em colunas de acrilico com uma prensa
manual com base na densidade e umidade dos solos para simular as
caracteristicas dos solos coletados em campo. A dimensdo das colunas
utilizadas foi de 5 cm de altura por 8 cm de diametro. No topo das colunas de
solo foi adicionada 50 g cinza de carvao. Esta cinza de carvao foi proveniente
da usina termelétrica de Figueira, Parand. Uma coluna de cinza de carvéo
também foi preparada com a mesma quantidade de cinza adicionada no topo
das colunas de solo e na mesma dimensao, contudo o solo foi substituido por

areia inerte nesta coluna.

As colunas foram percoladas com uma solu¢cdo aquosa de pH 4,5
composta por acido nitrico e acido sulfarico para simular a agua de chuva, por
um periodo de 336 dias. O volume da solu¢do adicionado nas colunas foi
calculado com base na média do indice pluviométrico mensal dos ultimos anos
(1933 — 2008) da cidade de S&o Paulo. O volume da solugcéo adicionado em
cada coluna foi 6914 mL, que corresponde a um ano de precipitacdo. Na FIG.8

foi apresentado o sistema de percolagédo das colunas.
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nitrico e acido
sulfiirico pH 4,5
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— * Percolado da coluna (a)

FIGURA 8 - (a) Esquema experimental do sistema de percolagéo da coluna de
solo com cinza de carvéo; (b) Foto do sistema de percolacao das colunas de

solo franco arenoso com cinza de carvao

Os percolados gerados de trés colunas foram coletados a cada 28
dias em um periodo de 336 dias de percolacdo das colunas, gerando 12
amostras para cada coluna, portanto, um total de 36 amostras de percolado.
Os percolados provenientes das trés colunas foram denominados como C
(percolado da coluna de cinza de carvao), SPC (percolado da coluna de solo
de Piracicaba com cinza de carvao) e SCC (percolado da coluna de solo de
Conchal/Araras com cinza de carvao). Na FIG.9 foram apresentados os

percolados gerados das colunas ao longo de 336 dias de lixiviacao.
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FIGURA 9 — Percolados C, SPC e SCC gerados ao longo de 336 dias

Os 12 percolados de cada coluna foram denominados conforme a
sequéncia da coleta como 28, 56, 84, 112, 140, 168, 196, 224, 252, 280, 308,
336.

4.2. Ensaio de germinacédo e desenvolvimento das radiculas de Lactuca

sativa

Os percolados das colunas de cinza de carvdo e das colunas de
solos com cinza de carvao foram submetidos a ensaios de toxicidade aguda de
germinacdo e desenvolvimento das radiculas, para avaliar tanto os efeitos
letais por meio da ndo germinacédo das sementes como os efeitos subletais por
meio do desenvolvimento das radiculas. Nestes ensaios foram empregadas
como organismos teste sementes organicas de L. sativa (alface manteiga), da
Isla Pak, lote 28556 (validade das sementes: maio de 2013). Na TAB.6 foi
descrito um resumo das condicdes utilizadas para a realizacdo do ensaio de

toxicidade com L. sativa.
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TABELA 6 — Condi¢cdes gerais utilizadas no ensaio de germinagcdo e

desenvolvimento da L. sativa e critérios de aceitabilidade

Organismo teste
Tipo de ensaio

NUmero de organismos teste por réplica

NuUmero de réplicas

Volume de amostra do percolado

Agua de diluigéo

Concentra¢gfes da amostra do percolado

Substrato
Recipiente do teste
Temperatura
Fotoperiodo
Durac¢éo do ensaio
Controle negativo
Controle positivo

Lactuca sativa (Asterales, Lactuca)
Estético

20 sementes

4

3mL

Agua deionizada

100% — 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125%
Papel de filtro qualitativo (porosidade 14 um)
Placa de Petri (diametro 9,5 cm)
25+ 2°C

16 horas de luz / 8 horas de escuro
120 horas

Agua deionizada

Solucéo de Zn(S0,),0,04g L™

Efeito avaliado NuUmero de sementes germinadas e comprimento
das radiculas

Carta controle, germinacdo das sementes no
controle negativo >80%, comprimento das
radiculas = 5 mm, variabilidade do comprimento
das radiculas < 30% no controle negativo

Critérios de aceitabilidade

Resultado final Cl150¢120n, IG, CENO e CEO

Referéncias US EPA (1996); OECD (2003);
Sobrero et al.(2004)

Inicialmente foi realizado um ensaio preliminar para cada uma das
12 amostras de percolados das colunas de cinza de carvao e de solos com
cinza de carvdo a fim de avaliar previamente a toxicidade ou nao destes
percolados. Para isso ensaios de germinacdo e de desenvolvimento das
radiculas das amostras puras dos percolados (concentracdo 100%) foram
comparados a um controle negativo (dgua deionizada) seguindo as condi¢tes
descritas na TAB.6. As amostras de percolados que apresentaram toxicidade
no ensaio preliminar foram submetidas a um ensaio definitivo. Para a
realizacdo do ensaio definitivo foram preparadas as seguintes diluices (50, 25,
12,5, 6,25 e 3,125%) tomando-se como base a concentragcdo 100% das

amostras dos percolados.
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Para a realizacdo do ensaio vinte sementes de L. sativa foram
dispostas de forma equidistante na base de uma placa de Petri, na qual foi
previamente coberta por um papel de filtro (porosidade 14 pm) umedecido com
3 mL da amostra a ser testada. Posteriormente, as placas de Petri foram
vedadas com filme plastico e, entdo, acondicionadas em uma céamara de
germinacdo com temperatura e fotoperiodo controlados por um periodo de 120
horas. Apds esse periodo foi registrado tanto o numero de sementes ndo
germinadas e germinadas, como também o tamanho das radiculas (USEPA,
1996; OECD, 2003). Na FIG.10 foram apresentadas fotos do ensaio de

germinacao e desenvolvimento das radiculas de L. sativa.

radicula

FIGURA 10 — Fotos do ensaio de germinacao e desenvolvimento das radiculas
de L. sativa

A carta controle dos ensaios com sementes de L. sativa foi
determinada por meio da média (+ dois desvios padrdes) dos valores obtidos
para CI50(120n) para 0s cinco primeiros ensaios, utilizando como substancia de
referéncia uma solucéo de sulfato de zinco 0,04 g L™ (controle positivo) e como
controle negativo a agua deionizada. Tomando-se como base essa solucéao de
sulfato de zinco 0,04 g L™ foram realizadas as seguintes diluicdes 50, 25, 12,5,
6,25 e 3,125%. Estes ensaios que foram utilizados para determinacao da carta
controle foram realizados mensalmente, paralelamente aos ensaios

preliminares e definitivos.
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4.3. Ensaio de toxicidade aguda com Daphnia similis

Os percolados das colunas de cinza de carvao e das colunas de solo
com cinza de carvao foram submetidos a ensaios de toxicidade aguda,
empregando-se como organismos teste neonatas (organismos jovens como
menos de 24 horas de vida) do microcrustaceo D. similis. Na TAB.7 foram

descritas as condi¢des gerais dos ensaios de toxicidade aguda com D. similis.

TABELA 7 — Condic¢des gerais do ensaio de toxicidade aguda com D. similis e

critérios de aceitabilidade

Organismos teste

Tipo de Ensaio

Numero de organismos teste por réplica
Numero de réplicas

Volume de amostra do percolado

Agua de diluicéo

Concentracdo das amostras de percolados
Recipiente do ensaio

Temperatura

Fotoperiodo

Durac¢éo do ensaio

Controle negativo

Controle positivo

Efeito avaliado

Critérios de aceitabilidade

Resultado final

Referéncia

Daphnia similis (Cladocera, Crustacea)
Estatico

5 neonatas

4

10 mL

Agua de cultivo para D. similis

100% — 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,125%
Tubos de ensaio

20 £ 2°C

12 horas de luz /12 horas de escuro
48 horas

Agua de cultivo para D. similis
NaCl10gL™

Mortalidade e/ou imobilidade

Carta controle, mobilidade e/ou
sobrevivéncia = 80% no controle
negativo

CE504sn)
ABNT NBR 12713/2004

Inicialmente foi realizado um ensaio preliminar para cada uma das

12 amostras de percolados das colunas de cinza de carvao e de solos com
cinza de carvdo a fim de avaliar previamente a toxicidade ou nao destes
percolados, assim como foi descrito para 0s ensaios de germinacdo e
desenvolvimento das radiculas de L. sativa no item 4.2. Para isso as amostras

puras de percolados (concentracdo 100%) foram comparadas com a agua de
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cultivo para D. similis (controle negativo) seguindo as condicbes gerais
descritas na TAB.7. As amostras de percolados que apresentaram toxicidade
no ensaio preliminar foram submetidas a um ensaio definitivo no qual estas
amostras de percolados foram utilizadas nas concentra¢des 100, 50, 25, 12,5,
6,25 e 3,125%.

As amostras dos percolados foram previamente filtradas para a
realizagédo deste ensaio. Foram adicionados 10 mL das amostras em tubos de
ensaios nos quais foram distribuidas cinco neonatas em cada réplica. Estes
tubos de ensaios foram acondicionados em camaras de germinacdo com
temperatura e fotoperiodo controlados, durante um periodo de 48 horas. Apoés
esse periodo foi registrado o niumero de organismos mortos e/ou iméveis. Em
paralelo aos ensaios foram realizadas analises fisica e quimicas (pH,
condutividade elétrica, dureza da agua) da agua de cultivo que foi ajustada
conforme a norma da ABNT NBR 12713 / 2004 (APENDICE C). Na FIG.11

foram apresentadas fotos do ensaio de toxicidade aguda com D. similis.

FIGURA 11 — Fotos do ensaio de toxicidade aguda com D. similis

A carta controle dos ensaios de toxicidade aguda para os
organismos D. similis foi determinada por meio da média (+ dois desvios
padrbes) dos valores obtidos para CE50ugn) para 0S cinco primeiros ensaios.

Para a realizacdo destes ensaios foi utilizada como controle negativo a agua de
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cultivo de D. similis e como substancia de referéncia uma solucéo de cloreto de
sédio 10 g L™ (controle positivo). Tomando-se como base essa solugdo foram
realizadas as seguintes diluicdes 8,0, 4,0, 2,0, 1,0, 0,5 mg L™. Estes ensaios
que foram utilizados para determinacdo da carta controle foram realizados

mensalmente, paralelamente aos ensaios preliminares e definitivos.
4.4. Tratamentos estatisticos

Os tratamentos estatisticos dos dados obtidos nos ensaios
preliminares e definitivos para ambos os organismos teste (L. sativa e D.

similis) foram descritos separadamente nos subitens a seguir.

4.4.1. Ensaio preliminar

As analises estatisticas dos dados obtidos por meio do ensaio
preliminar de germinacdo e desenvolvimento das radiculas de L. sativa e de
toxicidade aguda com D. similis foram realizadas de acordo com o fluxograma
adaptado da USEPA (2002) apresentado na FIG.12, utilizando o programa
estatistico Toxstat 3.5 (Gulley et al., 1995). De acordo com esta metodologia
os valores obtidos para o numero de sementes germinadas e o numero de
neonatas de D. similis mortas e/ou iméveis nos percolados foram analisados
estatisticamente para avaliar se o0s percolados foram significativamente
diferentes ou ndo quando comparados com o controle negativo, indicando a

toxicidade aguda da amostra.
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Nao Toxico Efeito agudo

FIGURA 12 — Fluxograma para andlise estatistica dos dados do ensaio

preliminar com uma Unica concentracao e o controle negativo

Fonte: adaptado de US EPA, 1993

As amostras dos percolados das colunas que apresentaram

toxicidade aguda no ensaio preliminar foram submetidas a ensaio definitivo.

No ensaio preliminar de germinacdo e desenvolvimento das
radiculas o valor médio do tamanho das radiculas, o desvio padrdao e o
coeficiente de variacdo foram calculados. Para avaliar se o tamanho das
radiculas nos percolados das colunas de cinza de carvao e de solos com cinza
de carvdo foi significativamente diferente ou ndo quando comparado com o

controle negativo tomou-se como base o fluxograma da FIG.13.
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FIGURA 13 — Fluxograma para analise estatistica dos dados do comprimento

das radiculas das amostras dos percolados e do controle negativo

4.4.2. Ensaio definitivo

As analises estatisticas dos dados obtidos por meio do ensaio
definitivo de germinacéo e desenvolvimento das radiculas de L. sativa (niamero
de sementes germinadas em cada concentracdo) e do ensaio definitivo de
toxicidade aguda com D. similis (nimero de neonatas mortas e/ou iméveis em
cada concentracdo) foram realizadas por meio do programa estatistico
Trimmed Spearman-Karber, versao 1.5 (Hamilton et al., 1999). De acordo com
esta metodologia foram determinados os valores de CI50120n) (cOncentragéo de
inibicdo em 50% dos organismos teste) para o ensaio definitivo de germinacao

e desenvolvimento das radiculas de L. sativa e os valores de CES50ugn)
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(concentracdo efetiva que causa mortalidade e/ou imobilidade a 50% dos

organismos teste) para o ensaio definitivo de toxicidade aguda com D. similis.

No ensaio definitivo de germinacdo e desenvolvimento das radiculas
de L. sativa os valores médios de CENO (concentracdo de efeito ndo
observado) e CEO (concentracdo de efeito observado) foram determinados
tomando como base os valores obtidos para o comprimento das radiculas de
acordo com o fluxograma descrito na FIG.14, os quais foram calculados por
meio do programa estatistico Toxstat 3.5 (Gulley et al., 1995).

Comprimento da radicula
Testes de estimativa Testes de hipoteses (excluindo
pontual as concentragdes com efeito
T para sobrevivéncia)
Cdlculo da CI15; CI25
ou CI50
Testes de normalidade
l siM
Testes de homocedasticidade
NAO
siM
Mesmo nimero Mesmo numero de
deréplicas ? réplicas?
NAo St NAO sim
Teste “t” com Testede . Testede
. Teste de Wilcoxon, com
ajuste de Steel Many A
. Dunnett ajuste de
Bonferroni One i
Bonferroni
CENO e CEO

FIGURA 14 — Fluxograma para analise estatistica dos dados dos efeitos

subletais para o crescimento das radiculas de L. sativa

Fonte: adaptado de US EPA, 1993.
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No ensaio definitivo de germinagéo e desenvolvimento das radiculas
de L. sativa também foi calculado o IG (indice de germinacéo) das sementes

dos percolados de acordo com a equacao 1 (ASTM, 1994).

. U5 germinacdo das sementes x U crescimento das radiculas
&4 Indice de germinagdo = 100 (1)

Na qual

. 0 germinacdo no percolado
04 Germinacdo das sementes = — = 100 (2)
U5 germinacdo no controle

. . meédia do comprimento das radiculas no percolado
04 Crescimento méedio das radiculas = —— - . (3
media do comprimento das radiculas no controle
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os percolados das colunas de cinza de carvdo e de solos com
cinza de carvdao foram avaliados quanto a toxicidade e as propriedades
quimicas e a concentragdo dos elementos destes percolados que foram

descritas com base nos dados de Lange (2012) e Silva (2013).

5.1. Ensaios ecotoxicologicos

Foram realizados dois ensaios ecotoxicolégicos: um de germinagéo
e desenvolvimento da radicula de L. sativa e outro de toxicidade aguda com D.
similis. Para a realizacdo destes ensaios foi estabelecida uma carta controle
para cada um com finalidade de determinar uma faixa de resultados aceitaveis

para a sensibilidade dos organismos teste utilizados ao longo dos ensaios.

5.1.1. Ensaios de germinacdo e desenvolvimento das radiculas de L.

sativa

Os ensaios de germinacdo e desenvolvimento das radiculas de L.
sativa foram justificados no presente trabalho com base no texto descrito na
revisdo de literatura (itens 3.4.3 e 3.5) por serem utilizados para avaliar a
toxicidade de amostras de lixiviados de solo e de residuos, padronizados por
agéncias internacionais e por apresentarem vantagem na preservacao da
amostra liquida, sem necessidade de filtracdo, em relacdo aos organismos

teste alga e plantas aquaticas.

Os ensaios de germinacdo e desenvolvimento das radiculas com
sementes de L. sativa foram realizados para os percolados da coluna de cinza
de carvéo (percolado C) e para os percolados das colunas de solos com cinza

de carvao (percolado SPC e percolado SCC).
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5.1.1.1. Ensaios preliminares

Os ensaios preliminares foram realizados para determinar o
potencial toxico das amostras puras (concentracdo 100%) dos percolados das

colunas de cinza de carvao e de solos com cinza de carvao.

Inicialmente, as amostras puras dos percolados foram comparadas
ao controle negativo (agua deionizada) por meio do teste t de Student com
nivel de significancia de 0,05, conforme descrito no item 4.4.1. Na TAB.8 foram
apresentados os resultados de toxicidade dos percolados obtidos por meio dos
ensaios de germinacdo e desenvolvimento das radiculas de sementes de L.

sativa.

TABELA 8 — Toxicidade dos percolados C, SCC e SPC (concentragcdo 100%)
obtida nos ensaios preliminares, utilizando como organismos

teste L. sativa

Percolado 28 56 84 112 140 168 196 224 252 280 308 336
C Téxico Toxico  Toxico NT NT NT NT NT NT NT NT NT
SPC NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT
SCC NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT

Teste t de Student a <0,05; Téxico — Toxicidade aguda; NT - Nao toxico; C: percolado da coluna de cinza
de carvao; SPC: percolado da coluna de solo de Piracicaba com cinza de carvao; SCC: percolado da
coluna de solo de Conchal/Araras com cinza de carvéo.

Apenas os percolados 28, 56 e 84 provenientes da coluna de cinza
de carvao (percolado C) apresentaram potencial para causar efeito toxico a
germinacdo das sementes de L. sativa (TAB.8). Isso indica que as substancias
toxicas presentes na cinza de carvao foram mais lixiviadas pela coluna de cinza

de carvéo no periodo inicial de percolacao.

Os percolados das colunas de solo com cinza de carvao SPC e SCC
(TAB.8) ndo apresentaram efeito toxico sobre a germinacdo de sementes de L.

sativa ao longo de 336 dias de percolacao, o que indica que possivelmente as
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substancias toxicas foram retidas nos solos das colunas, de modo que, os dois
tipos de solos utilizados nas colunas agiram como um filtro. Entretanto, o fato
dos percolados SPC e SCC néo causarem toxicidade aguda nos organismos
nao indica necessariamente que a concentracdo das substancias presentes
nos percolados ndo possa causar toxicidade cronica a estes mesmos
organismos teste, mas no presente trabalho a toxicidade crénica nao foi

avaliada nestes percolados.

Os resultados obtidos para os percolados SPC e SCC das colunas
de solo (TAB.8) ndo foram coerentes aos resultados observados no estudo
realizado por Chapman et al. (2010) no qual foram reportados efeitos téxicos a
germinagcdo de sementes de L. sativa quando avaliada a toxicidade dos
lixiviados de solos contaminados com elementos toxicos. Do mesmo modo, 0s
resultados apresentados na TAB.8 também ndo foram coerentes aos
reportados no estudo realizado por Cook et al. (2002) no qual foi observado
efeitos téxicos ao desenvolvimento das radiculas de L. sativa no primeiro
lixiviado de solo contaminado com hidrocarbonetos e elementos toxicos.
Entretanto, nesse mesmo estudo n&o foi observado efeitos adversos aos

demais lixiviados de solo contaminado, assim como no presente trabalho.

A diferenca entre os resultados obtidos na literatura e no presente
trabalho pode estar relacionada com a composi¢cao quimica, concentracao dos
compostos quimicos e com o0s parametros fisicos e quimicos dos solos e

lixiviados dos solos.

51.1.2. Ensaios definitivos

Os ensaios definitivos de germinacdo e desenvolvimento das
radiculas de L. sativa foram realizados com os percolados que apresentaram
toxicidade aguda de acordo com os ensaios preliminares (percolados 28, 56 e
84 da coluna de cinza de carvao) descritos no item 5.1.1.1. Os resultados
obtidos nos ensaios definitivos foram utilizados para calcular a concentracdo de
inibicdo (CI50(120n)), @ concentracdo de efeito ndo observado (CENO),
concentracdo de efeito observado (CEO) e o indice de germinacéao (IG).
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A CI50¢20n foi calculada tomando-se como base as sementes
germinadas nos ensaios de germinacao e desenvolvimento das radiculas de L.
sativa por meio do programa estatistico Trimmed Spearman-Karber, conforme
descrito no capitulo de materiais e métodos no item 4.4.2. Na FIG.15 foram
apresentados os valores obtidos para a CI50120n para os percolados 28, 56 e

84 da coluna de cinza de carvao.

CI50 (120p) (%)
S

i

0 T T T
28 56 84

Percolado

FIGURA 15 — CI50(120n) dos percolados da coluna de cinza de carvao
empregando como organismo teste sementes de L. sativa +: intervalo de
confianga

Esses valores sdo aceitaveis uma vez que a carta controle
estabelecida para os ensaios de germinacao e desenvolvimento das radiculas
de L. sativa (Apéndice A) foi satisfatéria, pois os valores de CI50120n) da carta

apresentaram-se dentro de uma faixa considerada aceitavel.

Para os percolados 28, 56 e 84 da coluna de cinza de carvao foram
observados valores médios de CI504120n de 90,6, 27,6 e 31,1% (FIG.15),
respectivamente.
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De acordo com os valores médios obtidos para CI50120n 0 percolado
28 da coluna de cinza de carvdo apresentou o menor potencial para causar
efeito téxico a germinacdo das sementes de L. sativa, a0 passo que 0sS
percolados 56 e 84 da mesma coluna de cinza de carvao apresentaram maior

potencial toxico a germinacao das sementes.

Os valores médios de CENO e CEO para os percolados 28, 56 e 84
da coluna de cinza de carvao foram calculados tomando-se como base o
comprimento das radiculas da L. sativa por meio do programa Toxstat 3.5,
conforme descrito em materiais e métodos, item 4.4.2. Os valores médios de
CENO e CEO para estes percolados foram 12,5% e 25%, respectivamente.
Isso indica que estes percolados com concentragdes acima ou igual a 25%
apresentam potencial para causar efeitos subletais sobre o desenvolvimento

das radiculas.

O indice de germinacao (IG) foi calculado por meio da equacéao 1
descrita no capitulo de materiais e métodos no item 4.4.2., tomando-se como
base tanto os dados de germinagéo das sementes quanto os de comprimento
das radiculas para os percolados 28, 56 e 84 da coluna de cinza de carvao.
Nas FIG.16, FIG.17 e FIG.18 foram apresentados os valores obtidos para o

indice de germinacéao (IG) dos percolados 28, 56 e 84, respectivamente.
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FIGURA 16 - indice de geminac&o (IG) do percolado 28 da coluna de cinza de

carvao

O percolado 28 da coluna de cinza de carvdo (FIG.16) nas
concentracdes de 3,125, 6,25 e 12,5% apresentou indices de germinagdo mais
altos que variaram de 83,0 a 101,9. Por outro lado, nas concentracdes de 25 a
100% do percolado foram observados os indices de germinacdo mais baixos,
variando de 40,8 a 51,0.
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FIGURA 17 - indice de geminac&o (IG) do percolado 56 da coluna de cinza de

carvao

O percolado 56 da coluna de cinza de carvao (FIG.17) apresentou

indices de germinacdo maiores nas concentracdes de 3,125, 6,25 e 12,5% que

variaram de 95,3 a 137,9, ao passo que as concentracdes de 25 a 100% do

mesmo percolado apresentaram indices de germinacdo mais baixos, 0s quais

variaram entre 9,5 a 32,3.
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FIGURA 18 - indice de geminac&o (IG) do percolado 84 da coluna de cinza de

carvao

O percolado 84 da coluna de cinza de carvdo (FIG.18) nas
concentracbes de 3,125, 6,25 e 12,5% apresentou 0os maiores indices de
germinacao que variaram de 84,2 a 120,0. Por outro lado, nas concentracdes
de 25, 50 e 100% deste mesmo percolado foram observados os menores

indices de germinacéo, os quais variaram de 6,7 a 59,0.

Os valores obtidos para o IG nos percolados 28 (FIG.16), 56
(FIG.17) e 84 (FIG.18) da coluna de cinza de carvao nas concentracoes 3,125,
6,25 e 12,5% foram maiores que 80. Isso mostra que tais percolados diluidos
para as concentracdes descritas anteriormente ndo apresentam potencial para
causar danos sobre a germinacdo das sementes e desenvolvimento das

radiculas de L. sativa.

A diminuigéo do IG entre as concentragdes 12,5% e 25% obsevada
nos percolados 28 (FIG.16), 56 (FIG.17) e 84 (FIG.18) da coluna de cinza de

carvao foi coerente com os valores de CENO (12,5%) e CEO (25%).
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Nas concentracdes 50% e 100% dos percolados da coluna de cinza
de carvao os valores de IG foram 47,2 e 40,8 para o percolado 28 (FIG.16),
19,2 e 9,5 para o percolado 56 (FIG.17) e de 18,4 e 6,7 para o percolado 84
(FIG.18), respectivamente. Isso mostra que o percolado 28 apresentou 0s
maiores valores de IG (47,2 e 40,8), ou seja, apresentou menor potencial para
causar danos sobre a germinacdo do organismo teste L. sativa. Por outro lado,
os percolados 56 e 84 que apresentaram os menores valores de IG (19,2 e 9,5
e 18,4 e 6,7) demonstraram um maior potencial para causar danos a
germinacdo das sementes de L. sativa. Isso € coerente com os valores de

C150(120y para os percolados 28, 56 e 84 da coluna de cinza de carvao (FIG.15).

5.1.1.3. Desenvolvimento das radiculas de Lactuca sativa

A média do comprimento das radiculas das sementes germinadas
nos percolados C, SPC e SCC e na agua deionizada (controle negativo) foi
determinada com os resultados obtidos nos ensaios preliminares e definitivos
para avaliar o desenvolvimento das radiculas. Na TAB.9 foram apresentadas

as médias obtidas nos ensaios preliminares.
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TABELA 9 - Comprimento médio das radiculas das sementes germinadas nos
percolados C, SPC e SCC e na agua deionizada obtida nos
ensaios preliminares

Comprimento das radiculas (cm)

Percolado C SPC SCC Agua deionizada

m+s sr (%) m+s sr (%) m+s sr (%) m+s sr (%)
28 15+04 26,3 3,2+0,9 29,1 2,5+ 0,7 280 24+11 44,7
56 1,2+0,3 26,6 2909 31,7 2,3+ 0,6 259 2807 23,2
84 1,0+£0,6 58,7 25+£09 36,3 2314 59,2 2,7+0,9 32,2
112 15+04 22,7 24+0,6 29,9 26+05 482 2305 22,3
140 1,8+04 22,7 35+1,0 209 3014 482 23+08 323
168 1,8+0,4 20,2 3,4+0,7 22,4 26+x05 216 24+05 19,2
196 1,6 +£0,3 17,5 2807 29,8 2,7+0,5 19,7 2,3%£0,5 22,2
224 1,8+04 21,3 2,7+0,8 292 24+08 331 25+09 374
252 1,3+04 31,3 33+0,9 263 35+06 237 23+x05 222
280 1,5+£0,6 36,7 33+1,0 29,5 29+08 264 2608 29,7
308 1,3+0,4 30,7 24+0,7 27,2 2,7+0,7 239 2,707 25,5
336 15+11 723 34+05 12,7 32+08 256 28%0,7 232

mzs: média + desvio padrdo; sr: desvio padréao relativo

O valor médio obtido para o comprimento das radiculas ao longo dos
ensaios foi de 2,5 cm para a agua deionizada e para os percolados C, SPC e
SCC os valores médios obtidos foram de 1,5, 3,0 e 2,7cm, respectivamente.
Esses valores indicam que houve uma diferengca no desenvolvimento das
radiculas entre a agua deionizada e os percolados. Para avaliar esta diferenca
foi realizado o teste t com um nivel de significancia de 0,05. Os percolados C e
SPC apresentaram diferenca significativa ao passo que o percolado SCC néo,
ou seja, somente os percolados C e SPC causaram uma alteracdo no

comprimento das radiculas das sementes de L. sativa.

A diferenca significativa entre o percolado C e a agua deionizada
representa que este percolado apresentou potencial para causar efeitos
adversos ao desenvolvimento das radiculas das sementes de L. sativa, uma

vez que a meédia do comprimento das radiculas (1,5 cm) no percolado C foi
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menor do que a média (2,5 cm) na agua deionizada. Isto € coerente com 0s
resultados de toxicidade do percolado C obtidos para a germinacdo das

sementes nos ensaios preliminares (TAB.8).

Por outro lado, também foi observada diferenca significativa no
comprimento das radiculas entre os percolados da coluna de solo de
Piracicaba com cinza de carvéo (percolado SPC) e a agua deionizada, mas a
média do comprimento das radiculas (3,0 cm) no percolado SPC foi maior do
que a média (2,5 cm) na agua deionizada.

Uma vez que os parametros quimicos dos percolados podem estar
relacionados com as alterac6es dos comprimentos das radiculas das sementes
de L. sativa os valores de concentracdo dos elementos (FIG.19 e FIG.20),
anions (FIG.21), carbono (FIG.22) e pH (FIG.23) dos percolados das colunas
de solos SCC e SPC obtidos nos estudos de Lange (2012) e Silva (2013),

respectivamente, foram apresentados.
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FIGURA 19 — Concentracao dos elementos majoritarios nos percolados SCC e

SPC

Fonte: adaptada de Lange (2012) e Silva (2013)
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A concentracdo dos elementos Ca, K e Na pouco variou entre 0s
percolados das colunas SCC e SPC (FIG.19). A concentracdo do Mg no
percolado 28 da coluna SPC foi maior que a da coluna SCC (FIG.19) e a do Mn
foi maior nos percolados 28 e 56 da coluna SPC. Isso mostra que os elementos
essenciais Ca, K, Mn e Mg para o desenvolvimento das plantas (Faquim, 1997)
provavelmente ndo influenciaram no maior tamanho das radiculas nos

percolados SPC em relagéo aos percolados SCC.

A maior parte da concentracdo dos elementos Al e Fe nos
percolados SPC (FIG.19) foi maior que a dos percolados SCC. A absosr¢ao do
Al é considerada benéfica para planta, entretanto existem evidéncias de que
este elemento em dadas concentracdes passa a ser toxico (Furlani, 2004) e o
Fe é essencial para o desenvolvimento da planta (Faquin, 1997). A
concentracdo do Si nos percolados SPC foi maior que a nos percolados SCC
(FIG.19) ao longo dos 336 dias de percolacdo das colunas. A absorcao do Si e
considerada benéfica para a planta, pois para esta absorcao é atribuida uma
maior resisténcia a estresses bidticos e abioticos, tais como, deficiéncia hidrica,
doencas causadas por fungos e inibicdo da absorcdo de outros elementos
potencialmente toxicos a planta (EMBRAPA 2013). Sendo assim, os elementos
Al, Fe e Si poderiam ter contribuido para o maior tamanho das radiculas nos

percolados SPC em relagéo aos percolados SCC.
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FIGURA 20 — Concentracao dos elementos As e Zn nos percolados SCC e

SPC

Fonte: adaptada de Lange (2012) e Silva (2013)

A concentracdo do As foi maior nos percolados SCC do que nos

percolados SPC e a concentracdo de Zn foi maior nos percolados 28 e 252 da

coluna SCC do que nos percolados SPC. De um modo geral o As ¢

7

considerado um elemento téxico para a planta (McBride, 1994) e o Zn

essencial para o desenvolvimento da planta, mas pode ser téxico dependendo

de sua concentracdo (Faquin, 1997; Furlani, 2004). Como a concentracdao do

As foi maior nos percolados SCC e a concentracéo de Zn foi baixa (FIG.20) e

variou pouco nos percolados SCC e SPC ao longo de 336 dias de percolagao

das colunas, provavelmente estes elementos, As e Zn, ndo contribuiram para o

maior tamanho das radiculas nos percolados SPC.
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FIGURA 21 — Concentracao dos anions nos percolados SCC e SPC

Fonte: adaptada de Lange (2012) e Silva (2013)

De um modo geral, a concentracdo dos anions fluoreto, cloreto,

sulfato e nitrato variou pouco ao longo de 336 dias de percolacdo das colunas

(FIG.21). Isso mostra que provavelmente esses anions nao contribuiram para o

maior tamanho das radiculas nos percolados SPC em relacdo aos percolados

SCC.
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FIGURA 22 — Concentracao de carbono organico, carbono inorganico e
carbono total nos percolados SCC e SPC

Fonte: adaptada de Lange (2012) e Silva (2013)

De acordo com a FIG.22 a concentracéo de carbono total e carbono
inorganico no percolado SPC foi maior ao longo dos 336 dias de percolacao
das colunas quando comparado com o percolado SCC. De um modo geral, a
concentracdo do carbono orgénico também foi maior nos percolados SPC em
relacdo aos percolados SCC, mas menos representativa que a concentracao
do carbono total inorganico. De acordo com Ferreira (2007), a L. sativa € uma
planta que em condicGes ideais requer solos ricos em matéria organica e
nutrientes para seu desenvolvimento.
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FIGURA 23 - pH dos percolados SPC e SCC
Fonte: adaptada de Lange (2012) e Silva (2013)

O valor do pH nos percolados SPC (de 6,6 a 7,7) foi maior que nos
percolados SCC (de 3,9 a 6,3) (FIG.23). Segundo a Environmental Canada
(2005), a faixa ideal de pH para a germinacédo de sementes L. sativa é de 6,0 a
8,0. Isso mostra que os valores de pH dos percolados SPC estdo dentro da
faixa ideal de pH para a germinacdo das sementes e isso poderia indicar que

os percolados SPC favorecem o crescimento do tamanho das radiculas.

O estimulo ao desenvolvimento das radiculas de L. sativa observado
no percolado SPC foi coerente com o observado no estudo realizado por Cook
et al. (2002) no qual o crescimento de algas S. capricornutum foi estimulado
nos lixiviados (pH entre 7,27 e 8,19) de solo contaminado com elementos
toxicos e hidrocarbonetos.

O desvio padrao relativo observado para os comprimentos das
radiculas nos percolados C, SPC, SCC e na agua deionizada (TAB.9)
apresentou-se relativamente alto variando de 17,3 a 72,3% nos percolados C,
12,7 a 36,3% nos percolados SPC, 19,7 a 59,2% nos percolados SCC e 19,2 a
44,7% na agua deionizada demonstrando a ndo homogeneidade dos dados.

Mas esta variabilidade foi semelhante entre os percolados e a agua deionizada.

As médias do comprimento das radiculas das sementes germinadas

nos percolados 28, 56 e 84 da coluna de cinza de carvdo e na agua deionizada
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(controle negativo) também foram determinadas nos ensaios definitivos para
avaliar o desenvolvimento das radiculas. Na TAB.10 foram apresentadas as

médias do comprimento das radiculas obtidas nos ensaios definitivos.

TABELA 10 - Comprimento meédio das radiculas das sementes germinadas nos
percolados 28, 56 e 84 da coluna de cinza de carvao e na agua
deionizada obtida nos ensaios definitivos

Comprimento das radiculas (cm)

mzs sr (%) mzs sr (%) mzs sr (%)

Percolado 28 56 84
3,125 2,0£0,5 25,06 3,1+0,9 29,35 3,4+0,8 22,38
9\2’ 6,25 2,4+0,6 23,37 3,1+0,7 22,61 3,0£0,9 29,70
% 12,5 2,210,5 22,31 2,51£0,7 27,97 2,8+0,8 27,82
g 25 1,7+0,4 25,40 1,3+0,4 27,48 2,0+£0,6 31,48
3 50 1,6+0,5 30,32 1,2+0,4 38,26 1,4+0,3 23,71
100 1,9+0,6 30,11 1,0+0,2 19,08 1,1+0,2 19,31
Agua deionizada 2,3+0,5 20,94 2,2+0,6 27,52 2,8+0,7 25,59

mzs: média *+ desvio padréo; sr: desvio padréo relativo

Os valores do comprimento das radiculas dos percolados 28, 56 e
84 da coluna de cinza de carvao (TAB.10) foram comparados com os da agua
deionizada (controle negativo) por meio do teste t com um nivel de significancia
de 0,05. Foram observadas diferencas significativas entre os percolados 28, 56
e 84 nas concentra¢cfes iguais ou acima de 25% e a agua deionizada. Isso é
coerente com o valor de CEO (25%) descrito no item 5.1.1.2, ou seja, estes
percolados nas concentra¢cdes iguais ou acima de 25% apresentaram potencial

para causar efeito sobre o desenvolvimento das radiculas durante a exposigéo.

Para o percolado 56 da coluna de cinza de carvdao nas
concentracbes 3,125% e 6,25% também foram observadas diferencas
significativas quando comparado com a agua deionizada, mostrando que as

radiculas nestes percolados cresceram mais que as na agua deionizada.
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5.1.2. Ensaios de toxicidade aguda com Daphnia similis

Os ensaios de toxicidade aguda com D. similis foram justificados no
presente trabalho com base no texto descrito na revisdo de literatura (itens
3.4.2, 3.4.4 e 3.5) por serem recomendados como ensaios exploratérios para
avaliar lixiviados de solos e lixiviados de residuos, padronizados no Brasil
desde 2004 de acordo com a norma da ABNT NBR 12713 e por estudos que

empregam Daphnia para a avaliagdo de toxicidade aguda em lixiviados de solo.

Os ensaios de toxicidade aguda com D. similis foram realizados para

os percolados C, SPC e SCC conforme descrito no item 4.3.

5.1.2.1. Ensaios preliminares

Os ensaios preliminares foram realizados para determinar a
toxicidade potencial dos percolados puros (concentracdo 100%) das colunas de

cinza de carvao e de solos com cinza de carvao.

Para avaliar previamente a toxicidade ou ndo dos percolados C,
SCC e SPC os percolados puros das colunas foram comparados a agua para o
cultivo de D. similis (controle negativo) por meio do teste t de Student com nivel
de significancia 0,05, conforme descrito no item 4.4.1. Na TAB.11 foram
apresentados os resultados obtidos nos ensaios preliminares de toxicidade
aguda dos percolados C, SCC e SPC aos organismos teste D. similis.
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TABELA 11 — Toxicidade dos percolados C, SCC e SPC (concentracdo 100%)
obtida nos ensaios preliminares utilizando como organismos

teste D. similis

Percolado 28 56 84 112 140 168 196 224 252 280 308 336
c Toxico Toxico Toéxico Toxico NT Téxico NT  NT  NT  NT NT NT
SPC NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT
scC NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT NT

Teste t de Student a <0,05; Téxico — Toxicidade aguda; NT - N&o toxico; C: percolado da
coluna de cinza de carvao; SPC: percolado da coluna de solo de Piracicaba com cinza de

carvao; SCC: percolado da coluna de solo de Conchal/Araras com cinza de carvdo

Nos ensaios preliminares de toxicidade aguda foram observados
efeitos toxicos a mobilidade e/ou sobrevivéncia dos organismos teste expostos
aos percolados 28, 56, 84, 112 e 168 da coluna de cinza de carvéao (percolado
C). Isso indica que as substancias toxicas presentes na cinza de carvao foram
mais lixiviadas pela coluna de cinza de carvao na primeira metade do tempo de

percolacao.

Os percolados das colunas de solo com cinza de carvao SPC e SCC
(TAB.11) ndo apresentaram potencial para causar efeitos toxicos de
imobilidade e/ou mortalidade dos organismos teste nos ensaios preliminares.
Estes resultados indicam que as substancias toxicas lixiviadas da cinza de
carvao foram retidas no solo das colunas. Assim como ja foi descrito
anteriormente no item 5.1.1.1, o fato dos percolados das colunas de solo com
cinza de carvao ndo apresentarem potencial para causar toxicidade aguda a
estes organismos ndo indica necessariamente que a concentracdo das
substancias presentes nestes percolados ndo possa causar toxicidade crénica
a estes organismos, mas no presente trabalho a toxicidade crénica ndo foi

avaliada para estes organismos.

Os resultados dos percolados das colunas de solo SPC e SCC
obtidos no presente trabalho (TAB.11) foram coerentes aos observados no

estudo realizado por Chapman et al. (2010) no qual os percolados de diferentes
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tipos de solos contaminados com elementos téxicos ndo apresentaram efeitos

adversos aos organismos teste D. magna quando expostos a estes percolados.

5.1.2.2. Ensaios definitivos

Os ensaios definitivos de toxicidade aguda com D. similis foram
realizados com os percolados que apresentaram potencial para causar efeitos
toxicos aos organismos teste (percolados da coluna de cinza de carvéao 28, 56,

84, 112 e 168) nos ensaios preliminares descrito no item 5.1.2.1.

A concentracdo efetiva, CE50usn), foi calculada tomando-se como
base os dados de imobilidade e/ou mortalidade dos organismos teste por meio
do método estatistico Trimmed Spearman-Karber como descrito no capitulo de
materiais e métodos, no item 4.4.2. Na FIG.24 foram apresentados os valores
obtidos para CES50(4snh dos percolados 28, 56, 84, 112 e 168 da coluna de cinza
de carvéo.

120 A
100 4
— B0 4
s
=
3 94
.
N -
0
28 h6 84 112 168
Percolado

FIGURA 24 - CE50sn) dos percolados da coluna de cinza de carvao utilizando

como organismos teste D. similis +i: intervalo de confianca
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Esses valores sdo aceitaveis uma vez que a carta controle
estabelecida nos ensaios de toxicidade aguda com D. similis (Apéndice B) foi
satisfatoria, pois os valores de CE50ugn) da carta apresentaram-se dentro de

uma faixa considerada aceitavel.

Foram observados para os percolados 28 e 56 da coluna de cinza
de carvdo os menores valores de CE50ugn, que foram 25,6 e 35,3%,
respectivamente (FIG.24) quando comparados com os dos percolados 84, 112
e 168, que apresentaram valores de 55,3, 79,4 e 84,1%, respectivamente. Os
resultados indicam que os percolados 28 e 56 da coluna de cinza de carvao

apresentaram maior potencial toxico.

Na FIG.25 foram apresentados os valores de concentracdo dos
elementos nos percolados da coluna de cinza de carvao (percolado C) obtidos
no estudo de Lange (2012).
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FIGURA 25 — Concentracao dos elementos As, Zn, Cd e Mo no percolado C
Fonte: adaptada de Lange (2012)

A concentragdo dos elementos As, Cd e Mo, que sao elementos
considerados toxicos, foi maior nos percolados 28 e 56 da coluna de cinza de
carvao. Esse resultado foi coerente com o menor CE50ugn) nos percolados 28 e

56, ou seja, foi coerente com o maior efeito toxico.

5.2. Coeficiente de correlagcao entre os valores obtidos para CI50(20n) €
CE508n) € 0S parametros quimicos dos percolados da coluna de cinza de

carvao

Para avaliar a relagdo entre os valores obtidos para CI5020n)
(FIG.15) e CE50sn) (FIG.24) com os parametros quimicos (concentracdo dos
elementos, anions e carbono, pH e condutividade elétrica) dos percolados 28,
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56 e 84 da coluna de cinza de carvao foi determinado o coeficiente de
correlagcdo de Pearson (r), uma vez que os dados analisados apresentaram
normalidade, com um nivel de significAncia 0,05. Na TAB.12 foram
apresentados os valores obtidos de r.

TABELA 12 — Coeficiente de correlacdo (r) entre CI50¢20n € CE50(gn) € 0S

parametros quimicos dos percolados da coluna de cinza de

carvao

Parametro Cl150¢120n) CES508n)
Periodo de percolacéo (dias) -0,840 0,948
As (mg L™ 0,932 -0,908
Cd (mg L™ 0,966 -0,864
Mo (mg L ™) 0,971 -0,780
Zn(mgL™ -0,448 -0,531
Na(mgL ™ 0,993 -0,705
K(mgL™ 0,992 0,714
Ca(mgL™ 0,993 -0,711
Mg (mg L ™) 0,995 -0,691
Si(mgL™ 0,827 -0,354
Sulfato (mg L ™) 0,997 -0,684
Nitrato (mg L ™) 0,685 -0,469
Fluoreto (mg L ™) 0,004 -0,917
Cloreto (mg L ™) 0,902 -0,666
pH -0,997 -0,028
Condutividade elétrica (uS cm ™) 0,992 -0,723
Carbono total (mg L ™) 0,659 -0,903
Carbono organico dissolvido (mg L ™) 0,772 -0,866
Carbono inorganico dissolvido (mg L ™) -0,324 -0,788

Os numeros em azul e vermelho s&o correlag6es significativas positivas e negativas, respectivamente.

Os valores de coeficiente de correlacdo (r) foram considerados
significativos quando foram acima do valor critico (0,95) para n = 3 e (0,87)
para n = 5 para um nivel de significancia 0,05, de acordo com Larson et al.
(2011).

Foram observados coeficientes de correlacdo positiva entre os
valores obtidos para CI50(120n) € as concentra¢des dos elementos Na (0,993), K
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(0,992), Ca (0,993), Mg (0,995), Mo (0,971), indicando que essas variaveis sao
diretamente proporcionais, ou seja, nas condicdes de estudo quanto maior foi 0
valor de CI50(120n) NOS percolados 28, 56 e 84 da coluna de cinza de carvéo
(FIG.15) maior foi a concentragdo destes elementos (FIG.25 e FIG.26). Isso
mostra que os macronutrientes K, Ca e Mg, o micronutriente Mo e o elemento
benéfico Na sdo essenciais para a germinacdo e desenvolvimento das

sementes de L. sativa.
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FIGURA 26 — Concentracao dos elementos Na, Ca, K e Mg no percolado C

Fonte: adaptada de Lange (2012)

O Cd que é considerado um elemento téxico para as plantas
também apresentou uma correlacdo positiva (0,966) com os valores de
C150(120n). No percolado 28 o valor de CI50(120n) (FIG.15) e a concentragéo dos
elementos essenciais (FIG.26) foram maiores que nos percolados 56 e 84, e os
elementos essenciais poderiam prevalecer na absorcao da planta por estarem

em maior concentracédo no percolado quando comparado com o Cd. Por outro
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lado, nos percolados 56 e 84 a concentracdo dos elementos essenciais, Na, K,
Ca e Mg, diminuiram podendo favorecer a absorcdo do Cd e assim aumentar o

efeito toxico na planta.

Foram observados também coeficientes de correlagédo positiva entre
os valores obtidos para CI50(120n) € @ concentra¢éo do anion sulfato (0,997), o
que mostra que quanto maior o valor de CI50(120n) NOS percolados 28, 56 e 84
da coluna de cinza de carvao (FIG.15) maior o valor de concentracao de sulfato
(FIG.27). Isso sugere que o sulfato foi um ion importante na germinacéo e

desenvolvimento das sementes de L. sativa.
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FIGURA 27 — Concentracao dos anions no percolado C
Fonte: adaptada de Lange (2012)

A condutividade elétrica também apresentou um coeficiente de
correlagdo positiva (0,992) com os valores de CI50(120n). Essa correlagdo é
coerente com as dos elementos essenciais Na, K, Ca, Mg e Mo e do SO,* uma
vez que a condutividade elétrica indica a quantidade de ions presentes nos

percolados.

Foi observado coeficiente de correlacdo negativa apenas entre os
valores obtidos para CI5020n € pH dos percolados (-0,997), indicando que
essas variaveis sdo inversamente proporcionais, ou seja, nas condicdes de
estudo quanto maior foi o valor de CI50¢20n) NOS percolados 28, 56 e 84 da

coluna de cinza de carvao (FIG.15) menor foi o valor obtido para o pH (FIG.28).
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Embora o pH dos percolados tenha apresentado uma correlacdo com a
C150(120n), provavelmente o pH néo influenciou nos efeitos toxicos observados
para a germinacdo das radiculas de L. sativa, pois, segundo a Environmental
Canada (2005), a faixa ideal de pH para a germinacdo de sementes L. sativa é
de 6,0 a 8,0, e o pH dos percolados estédo dentro desta faixa variando entre 7,0
e 7,4 (FIG.28).
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FIGURA 28 - pH do percolado C
Fonte: adaptado de Lange (2012)

Foi observado coeficiente de correlagéo positiva entre os valores de
CE50(sn) € 0 tempo de percolagéo (0,948), o que sugere que quanto maior o
valor de CE50sn) nos percolados 28, 56, 84, 112 e 168 da coluna de cinza de
carvao (FIG.24) maior foi o periodo de percolacdo. Isso indica que o percolado
torna-se menos toxico ao longo do periodo de percolacao.

Foi observado coeficiente de correlagdo negativa apenas entre os
valores obtidos para CE50ush € a concentragédo dos elementos As (-0,908) e
Cd (-0,864), indicando que nas condi¢des de estudo quanto maiores foram 0s
valores de CE50sn) Nos percolados 28, 56, 84, 112 e 168 da coluna de cinza
de carvao (FIG.24) menores foram os valores obtidos para concentracao de As
e Cd nestes percolados (FIG.25). Isso indica que a toxicidade observada nos

percolados 28, 56, 84, 112 e 168 da coluna de cinza de carvao séo decorrentes
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da concentracdo de As e Cd nestes percolados, uma vez que estes elementos

sao considerados toxicos e podem causar danos ambientais.

Foi observado também coeficiente de correlacdo negativa entre os
valores obtidos para CE50ugn € a concentragdo do anion fluoreto (-0,917),
carbono total (-0,903) e carbono orgéanico dissolvido (-0,866), indicando que
nas condicdes de estudo quanto maiores foram os valores de CES50(sn) NOS
percolados 28, 56, 84, 112 e 168 da coluna de cinza de carvao (FIG.24)
menores foram os valores obtidos para a concentragdo do fluoreto (FIG.27),
carbono total e carbono organico dissolvido nestes percolados (FIG.29). Isso
sugere que a maior toxicidade, isto €, menor valor de CE50usn (FIG.24)
observada esta associada a maior concentracao de fluoreto (FIG.27), carbono
total e carbono organico dissolvido nestes percolados da coluna de cinza de
carvao (FIG.29). O fluoreto € um parametro inorganico considerado para
avaliacdo do padrdo de qualidade de agua para consumo (limite de
concentracdo: 1,4 mg L' e do lancamento de efluentes (limite de
concentracéo: 10 mg L™) (CONAMA, 2005).
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FIGURA 29 - Concentragéo de carbono organico, carbono inorganico e
carbono total no percolado C

Fonte: adaptada de Lange (2012)

As diferentes correlagdes observadas entre os parametros quimicos
e os valores de CI50(120n) € CE50usn) Nos percolados da coluna de cinza de
carvao podem indicar diferentes sensibilidades que cada uma das espécies

empregadas como organismos teste apresenta as substancias que compde os
percolados analisados.
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6. CONCLUSOES

e Os percolados 28, 56 e 84 da coluna de cinza de carvao
apresentaram potencial tdéxico para causar inibicdo da germinacdo das

sementes de L. sativa.

e Os percolados 28, 56, 84, 112 e 168 da coluna de cinza de
carvao apresentaram toxicidade aguda dos organismos teste D. similis. A
concentracdo de As, Cd e fluoreto contribuiram para a toxicidade destes

percolados.

¢ O resultado do coeficiente de correlacédo positiva entre os valores
de CI50(120n) € as concentragdes dos elementos Mo, Na, K, Ca, Mg e do anion
sulfato indicaram que estes elementos e o anion foram essenciais para a

geminagéo das sementes de L. sativa.

e O pH apresentou coeficiente de correlacdo negativa com o0s
valores de CI50¢20n NoOs percolados da coluna de cinza de carvdo, mas
provavelmente ndo influenciou na toxicidade dos percolados, pois o pH dos
percolados estavam dentro da faixa ideal para a germinacao das radiculas de

L. sativa.

¢ O resultado do coeficiente de correlagéo positiva entre os valores
de CEsousn) € 0 tempo de percolagéo da coluna de cinza de carvao indicou que

o percolado torna-se menos toxico ao longo do periodo de percolacao.

¢ O resultado do coeficiente de correlacdo negativa entre os valores
de CE50usn) € a concentracdo do carbono total e carbono orgéanico dissolvido
indicaram que o carbono contribuiu para a toxicidade dos percolados da coluna

de cinza quando utilizado a D. similis como organismo teste.

e Os percolados das colunas de solo com cinza de carvao
(percolados SPC e SCC) nao apresentaram potencial para causar efeitos

adversos tanto a germinacdo das sementes e ao desenvolvimento das
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radiculas de L. sativa, bem como a mobilidade e/ou sobrevivéncia dos
organismos teste D. similis. Isso indica que possivelmente as substancias

toxicas lixiviadas da cinza de carvdo foram retidas nos solos.
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APENDICES
APENDICE A - Carta controle de sensibilidade para Lactuca sativa

Organismos teste: Lactuca sativa
Método empregado: US EPA (1996), OECD (2003) e Sobrero et al. (2004)
Substancia de referéncia: Sulfato de zinco (ZnSO,)

Data 1/12/10 14/01/11 10/02/11 25/03/11 27/04/11 08/06/11
C|50(120h)
45,72 33,41 64,11 36,24 36,91 35,64
(%)
Data 08/08/11 26/10/11 08/12/11 31/01/12 29/02/12 27/03/12
C|50(120h)
43,98 46,16 43,97 35,58 37,86 33,59
(%)
Dados estatisticos obtidos na carta controle (%)
Média Desvio Padrao Limite inferior | Limite superior Coeficiente de Variagao
43,28 12,52 18,24 68,23 26,70
80,0 -
70,0 1
60,0 1 )
Q\C’/ 50,0 - . .
£ 400 - .
S . . . - 3 .
o 300
D
O 20,0 1
10,0 1
1 2 3 4 5 6 8 10 11 12
Ensaios
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APENDICE B - Carta controle de sensibilidade para Daphnia similis

Organismos teste: Daphnia similis
Método empregado: ABNT NBR 12 713/ 2004
Substancia de referéncia: Cloreto de sodio (NaCl)

Data | 23/10/10 | 01/09/10 | 15/09/10 | 22/10/10 | 19/11/10 | 09/12/10 | 04/02/11 | 18/03/11 | 28/04/11 | 19/05/11
CE50(4sn]
o 3,25 2,30 3,10 3,01 2,11 2,36 2,93 2,83 2,14 1,83
Data | 09/06/11 | 14/07/11 | 11/08/11 | 08/09/11 | 10/11/11 | 16/12/11 | 13/01/12 | 29/02/12 | 08/03/12 | 05/04/12
CESO(qgh)
%) 2,30 3,61 2,70 2,46 2,73 2,83 2,00 3,35 2,70 2,93
Dados estatisticos obtidos na carta controle (%)
Média Desvio Padrdao | Limite inferior | Limite superior | Coeficiente de Variagdo
2,75 0,47 1,72 3,78 45,66
5,00 1
4,00 1
°
° °
—~ 3,00 1 S e * . o °
\O ® v ]
(=) [}
N~ . R ° R .
= 2,00 1 . *
[e0]
N
S 1,00 -
o
0,00 L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] 1
1 23456 7 8 910111213141516171819 20
Ensaios
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APENDICE C - Paramétros iniciais da agua de cultivo utilizada nos

ensaios com D. similis

Local da coleta: Salto, Sao Paulo

Parametros da agua de cultivo

Data Lote pH OD_1 Dureza Condutividade
(mg L™) (mg L CaCO3) (US,5 cm)
Outubro /2010 69 6,06 7,74 25 85,20
Novembro/2010 70 6,30 7,74 22 134,30
Dezembro/2010 71 6,30 7,93 20 97,60
Fevereiro/2011 73 nd 14,52 20 114,10
Marco/2011 74 nd 6,78 18 61,10
Abril/2011 75 nd 7,38 18 76,40
Junho/2011 76 nd 8,10 20 92,60
Julho/2011 77 nd 8,00 20 76,50
Agosto/2011 78 nd 5,27 26 82,90
Setembro/2011 79 5,00 8,70 17 82,30
Outubro/2011 80 6,85 8,28 23 89,80
Novembro/2011 81 6,69 8,19 20 104,50
Dezembro/2011 82 6,86 8,04 20 153,80
Janeiro /2012 83 7,50 nd 20 137,10
Margo/2012 84 6,82 nd 20 79,20
Abril/2012 85 7,50 nd 20 139,20
Maio/2012 86 7,43 nd 20 147,80

nd — ndo determinado
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APENDICE D — Dados estatisticos para calcular os valores de CI5020n)
dos percolados 28, 56 e 84 da coluna de cinza de carvao nos ensaios
definitivos com sementes de L. sativa

Percolado 28

ENTER THE HUMBER OF MORTALITIES AT EACH CONCENTRATIOMN:

WOULD ¥0U LIKE THE AUTOMATIC TRIM CALCULATIONC{Y~H>? Y

DATE: a7 82 12 TEST HUMBER: 1 DURATION: 128 HOURS
IE:EHIGHL: PERCOLADO DA COLUNA DE CINZA DE CARVAO DE 28 D SPECIES: LACTUCA SAT

RAW DATA:
CONCENTRATIONC:: D 3.12 6.25 12.58 25.88 560.6808 180.80
MUMBER EXFPOSED: 1) 88 8a 84 a6 ga
MORTALITIES = 7 4 7 26 28 42
SPEARMAN-KARBER TRIM: 47.58:
SPEARMAM-KARBER ESTIMATES: EC58: 28.57
25» LOWER CONFIDENCE: 61.78
25: UPPER CONFIDENCE: 132.96

MOTE: HMORTALITY PROPORTIONSE WERE MOT MOMOTOMICALLY INCREASING.
ADJUSTHMENTS WERE MADE PRIOR TO SPEARMAN-KARBER ESTIMATION.

Percolado 56

ENTER THE NHUMEBER OF MORTALITIES AT EACH CONMCENTRATIOM:
a

WOULD ¥YOU LIKE THE AUTOMATIC TRIM CALCULATIONC{Y. H>? ¥

DATE: a1 83 12 TEST HUMBER: 1 DURATIOM: 128 HOURS

CHEMICAL: PERCOLADO DA COLUNA DE CINEZA DE CARUAO DE 56 D SPECIES: LACTUCA SAT
IUA

Ral! DATA:
CONCENTRATIONC > 3.12 6.25 12.58 25.88 58.6890 1098.00
NUMBER EXFPOSED: 88 8@ 88 8@ 8@ 8a
MORTALITIES = i@ 8 18 48 56 61
SPEARMAN-KARBER TRIM: 28 .84:;
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC50@: 27.57
25 LOWER COMFIDEMCE: 22.63
25% UPPER CONFIDENCE: 33.57

NOTE: MORTALITY PROPORTIONS WERE NOT MONMOTONICALLY INCREASING.
ADJUSTMENTS WERE MADE PRIOR TO SPEARMAM-KARBER ESTIMATION.
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APENDICE D (continuac&o)

Percolado 84

ENTER THE WUMBER OF MORIALITIES AT EA

WOULD ¥OU LIKE THE AUTOMATIC TRIM CAL

DATE: a8 @3 12 TEST HUMBE
CHEMICAL: PERCOLADO DA COLUMA DE CIM
VA

RayY DATA:
CONCENTRATION Cix > 3.12
NUMBER EXPOSED: 88
MORTALITIES: 11
SPEARMAN-KARBER TRIM: 1
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES : EC58:

25% LOWER CONFIDENCE:
25% UPPER CONFIDENCE:

HOTE: MORTALITY PROPORTIONS WERE MOT
ADJUSTHMENTS WERE MADE PRIOR TO

CH COMCENTRATION:

CULATIONCY AM>? ¥

R: 1 DURATION:
ZA DE CARVAO 84 DIAS SPECIES:

6.25% 12.58 25.80 50.88 1680.
g8 a8 a8 a8
i8 22 24 57
5.88:
31.18
25.9%9
37.23

MOMOTOMICALLY IMCGREASING.
SPEARMAN-KARBER ESTIMATION.

128 HOURS
LACTUCA SAT

a8
a8
68
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APENDICE E - Dados do Teste t para o desenvolvimento das radiculas
nos percolados C, SCC e SPC nos ensaios preliminares e definitivos com
L. sativa

Ensaios preliminares

Percolado SPC

_— —— 8
PERCOLADO SOLO PIRACICABA COH CINZA DE CARUVAOD

File: PERCOLADOQ SPC Transform: MO TRAMSFORHATION

IChi-square test For normality: actual and expected Freguencies

INTERUAL ~ <-1.5 1.5 to <-8.5 9.5 to 8.5  >B.5 to 1.5 1.5
EXPECTED  1.688 5.808 9.168 5.808 1.608
JOBS ERVED 5] ia 4 i@ a
Calculated Chi-Square goodness of Fit test statistic - 12.1885

Table Chi-Square wvalue <alpha = B.81» = 13_277

Data PASES normality test. Continue analysis.

PERCOLADO SﬂLﬂ P[RHC]CHBH COM CINZA DE CARUAD

File: PERCOLAD Tranzform: HO TRAMSFORMATION

Shapire — Wilk's teszt for normality

b = 2.346

= 8.946
ritical W <P = B.B5» <n = = B.916
ritical W (P = B8.81>» <n = -

Data PASS normality test at P=0.81 level. Continue analysis.

ERCOLADO SOLO PIRACICABA COHM CINZA DE CARUVAD
ile:= PERCOLADO SPC Transform: HO TRAMSFORMATION

F=Test for egquality of two variances

ROUP IDENTIFICATION UARIANCE F
1 COMTROLE a._841
2 SPC a.17v2 4.223

Critical F = 5.85 {P=B.81, 18, 183
Since F {= Critical F. FAIL TO0 REJECT Ho: Egual Variances.

(] TORSTAT L W ctest Resuies |
ERCOLADOD ZO0LO P[MCIGRBH COH CINZA DE CARUAO
ile: PERCOLADOD Tranzform: HO TRAHNSFORHATIOM

t—test of Solvent and Blank Controls Ho:GRP1 MEAN = GRPZ HEAM
GRP1 <SOLUENT CRTL> HMEAH = 2.5883 CALCULATED t VALUE = -3.5631
GRPZ <{BLAMK CRTL> MEAM - 2.9833 DEGREES OF FREEDOH = 2z
DI FFEREMCE [N HEAMS - -A.4758
ABLE t VALUE <@.85 {2>_.22> = 2 _@874%% SIGHNIFICANT DIFFEREMCE at alpha=8.805
ABLE ¢t VALUE <{@8.81 <2>.22> = 2.819%% SIGHIFICANT DIFFEREHCE at alpha=-8.18
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APENDICE E (continuacéo)
Ensaios preliminares

Percolado SCC

ERCOLADO S0OLO CONCHAL COM CINZA DE CARVAD
ile: PERCOLADO DE SCC Tranzform: WO TRAMSFORMATION
hi-sguare test for normality: actual and expected fFreguencies
INTERUVAL {-1.5% -1.5 to <-8.5 -B.5 to B.5 »8.5 to 1.5 .5
EXPECTED 1.688 5.888 ?.168 5.888 1.688
BSERUVED a i@ 7 6 i
alculated Chi—Square goodness of fit test statistic = 5.3825

able Chi=Square value Calpha = B.81> = 13_277

ta PASS normality test. Continue analysis.

ERCOLADD SOLO CONCHAL COM CINZA DE CARVAD
ile: PERCOLADQ DE SCC Transform: HO TRANSFORMATION

hapiro - Wilk's test for normality

ata PASS normality test at P=8.81 level. Continue analysis.

= 1.932

= a.941
ritical W (P = B.85) <(n 24> = B.916
ritical W (P = B.81> <n 24> = B.884

ERCOLADD SOLO CONCHAL COM CINZA DE CARVAD

ile:= PERCOLADD DE SCC Transform: MO TRAMSFORMATIOM

F-Test for equality of two variances

CROUP  IDENTIFICATION UARIANCE F - o
.. T

Critical F = L.85 <P=8.81. 18, 18
Since F <= Critiecal F, FAIL T0 REJECT Ho: Egqual Variances.

OO vosstr L t-Test Resuls |
ERCOLADO SOLO CONCHAL COM CINZA DE CARVAOD
File: PERCOLADO DE SCC Transform: HO TRANSFORMATIOH
t-test of Solvent and Blank Controls Ho :GRP1 MEAH = GRP2 HEAM
GRP1 <{SOLUVENT CRTL> HEAN = 2.5883 CALCULATED t VALUE = -1.7911
GRP2 (BLANK CRTL> HEAHN = 2.7258 DEGREES OF FREEDOH = 22
DIFFEREHCE IH HEANS = -8.2167

TABLE t VALUE <8.85 (2>.22% = 2.874 HO significant difference at alpha=8.85
TABLE t UALUE <@.81 (2>.22> = 2_819 HO zignificant difference at alpha=8.81
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APENDICE E (continuacéo)
Ensaios preliminares

Percolado SCC

PERCOLADO DA COLUMA DE CINZA DE CARUAOD
ile: PERCOLADO DA COLUMA DE CINZA DE CARUVAQ Transform: WO TRAMSFORHATION

hi-zgquare test for nopmality: actual and expected Frequencies

[NTERUAL £-1.5 -1.5 to <-8.5 -8.5 to 8.5 8.5 to 1.5 .5
XPECTED 1.688 5.888 ?.168 5.808 1.688
BSERVED i ¥ 7 7 a8

alculated Chi-Sguare goodness of Fit test statistic = 4.349%
able Chi-Square value <alpha = B.81> = 13.277

ata PASE normality test. Continue analysis.

PERCOLADO DA COLUNA DE CIMNZA DE CARUAO:
File: PERCOLADO DA COLUNA DE CINZA DE CARVAOQ Transform: HO TRAMSFORMATION

|Ehapire — Wilk's test for normality

D = 1.146

- a.938
Eriticnl W <P = B.85) <n = 24> = B.716
ritical W (P = 8.81) (n = 24> = B.884

Data PASE nopmality test at P=A.81 level. Continue analysis.

PERCOLADO DA COLUNA DE CINZA DE CARUAO
ile: PERCOLADO DA COLUMA DE CINZA DE CARUAD Transform: NO TRAMSFORMATION

F-Tezt for equality of two variances

ROUP IDENTIFICATION UARIANCE F
1 CONTROLE B.841
2 CINZA DE CARVAD B.863 1.551

Critical F = 5.85 <P=B.81. 18. 18>
Since F <= Critical F., FAIL TO0 REJECT Ho: Equal Variances.

L] TOXSTAT I I c-Test Reswres ]
PERCOLADO DA COLUMA DE CINZA DE CARUAOD
|File: PERCOLADO Df COLUMA DE CINZA DE CARUAOD Tranzform: MO TRAMSFORMATIOM|
t-test of Solvent and Blank Contwvols Ho:GRF1 MEAN = GRPF2 MEANW
GRP1 (SO0LUENT CRTL> MEAM = 2.5883 CALCULATED t VALUE = 11.8815
GRP2 (BLANK CRTL> MEAM = 1.4833 DEGREES OF FREEDOHM = 22
DIFFERENCE 1IN MEAMS = 1.8258

TABLE t UALUE <@.@5 (2>.22>» = 2 B'H** SIGHIFICANT DIFFERENCE at alpha=8.85
TABLE t UVALUE <B@.81 <25.22) = .819 ** SIGNIFICANT DIFFERENCE at alpha=A.1i@

79



APENDICE E (continuacéo)
Ensaios definitivos

Percolado C 28

[este percolado 28
File: Teste T Percolado C 28 radicula Transform: NO TRANSFORMATION

Zhi—sguare test for normality: actual and expected freguencies

[abhle Chi—Square value <alpha = 8.81>» = 13.277

[NTERVAL £<-1.5 -1.5 to <-8.5 -8.5 to 8.5 8.5 to 1.5 »1.5
EXPECTED B.536 1.236 3.856 1.236 B.536
JBSERVED a8 3 3 2 a8
Zalculated Chi-Square goodness of fit test statistic = 1.65%9

Teste pfercolado 28
File: Teste T Percolado G 28 radicula Transform: WO TRAWSFORMATION

Shapiro — Wilk’s test for normality

D = a.2604
W= B.268
Critical W (P = A.85> <n = 8> = A.818
Critical W <P = B8.81> <n = 8> = B.747

Data PASS normality test at P=A.81 level. Continue analysis.

Teste percolado 28
File: leste 1 Percolado C 28 radicula Transform:= NQ TRAMSFORMATION

F-Test for equality of two variances

GROUP IDENTIFICATION UARIANCE F
i Controle a.824
2 188:: B.844 1.859

Critical F = 47.58 (P=0.81, 3. 3>
Since F <= Critical F, FAIL TO REJECT Ho: Equal Uariances.

Tezte percolado 28

TABLE t VALUE <8.81 <2>,. 62

File: Teste T Percolado C 28 radicula Transform: NO TRANSFORMATION
t—test of Solvent and Blank Controls Ho:GRPF1 MEAN = GRF2 MEAN

GRP1 (SOLUENT CRTL> MEANH = 2.3825 CALCULATED t UALUE = 3.35%24

GRP2 (BLANK CRTL> MEAN = 1.86508 DEGREES OF FREEDOM =

DIFFERENCE IN MEANS = A.4375

TABLE ¢t UALUE (@.@5 (2>, 6> = 2.447 ** SIGNIFICANT DIFFERENCE at alpha=8.8%
= 3.7a7 MO zignificant difference at alpha=8.81
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APENDICE E (continuacéo)
Ensaios definitivos

Percolado C 56

Tezte percolado 56

Chi—square test for normality: actuwal and expected frequencies

File: Teste T Percolado C 56 Transform: MO TRANSFORMATION

Table Chi—Sgquare value <alpha = 8.81>» = 13.277

Data PASS normality test. Continue analysis.

INTERUAL <-1.5 -1.% to <{-8.5 -8.5 to 8.5 *A.5 to 1.5 ».5
EXPECTED B.536 1.236 3.@56 1.236 A.536
OBSERUED a 3 2 3 a
Calculated Chi—2gquare goodness of fit test statistic = 2_6864

Tezste percolado 56

Shapiro — Wilk's test for normality

File: Teste T Percolado C 56 Transform: NO TRAMSFORMATION

D= A.862
W= a.975
Gritical W <P = B.85> (n = 8> = B.818
Critical W (P = 8.81> (n = 8> = A.749

Data PASS normality test at P=A.A1 level. Continue analysis.

Teste percolado 56

F-Test for equality of two variances

File: Teste T Percolado C 56 Transform: NO TRANSFORMATION

GROUP IDEMTIFICATION UARIANCE F
1 Controle A.A13
2 188:: 8.8a87 1.867

Critical F = 47.58 (P=B.81. 3. 3>
Since F <= Critical F. FAIL TO REJECT Ho: Egqual Uariances.

Teste percolado 56

TABLE t UALUE <(A.A5 (2>, 6>

File: Teste T Percolado C 56 Transform: MO TRANSFORMATION

t—test of Solvent and Blank Controls Ho :GRF1 MEAN
GRP1 <SOLUENT CRTL> MEAN = 2.1958 CALCULATED t UALUE =
GRP2 <(BLANK CRTL> MEAN = @.9575 DEGREES OF FREEDOM =
DIFFERENCE IN MEANS = 1.237%

= 2.447 ** SIGNIFICANT DIFFERENCE at alpha=@.85
TABLE t UVALUE <B.81 (2>, 6> = 3.787 ==+ SIGNIFICANT DIFFEREMCE at alpha=8.18

= GRPZ MEAM
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APENDICE E (continuacéo)
Ensaios definitivos

Percolado C 84

Teste percolado 84
File: Teste T percolado C 84 Transform: HNQ TRAMSFORMATIOMN

Chi—sgquare test for nopmality: actual and expected fregquencies

INTERVAL £-1.5 -1.5% to <-8.5 -A.5 to 8.5 *@.5% to 1.5 *.5
ERPECTED B.5%36 1.936 3.85%6 1.936 B.5%36
OBSERUVED 5} 2 4 2 a
Calculated Chi—Square goodness of fit test statistic = 1.3678

Table Chi—Sgquare value <{alpha = 8.81> = 13_277

Data PASS normality test. Continue analysis.

Teste percolado 84
File: Teste T percolado C 84 Transform: HO TRANSFORMATION

Shapiro — Wilk’s test for normality

D = A.846
W= B.913
Critical W <P = B8.85> (n = 8> = B.818
Critical W <P = 8.81> <n = 8> = B.747

Data PASS nopmality test at P=A.081 level. Continuwe analysis.

Teste percolado 84

File: Teste T percolado C 84 Transform: NO TRANSFORMATION
F-Test for equality of two variances
GROUP IDENTIFICATION UARIANCE F

1 Controle A.266

2 188: a.816 16.176

Critical F = 47.58 (P=B.81, 3, 3>
Since F <= Critical F. FAIL TOQ REJECT Ho: Egqual UVariances.

Teste percolado 84

TABLE t UALUE <A.85% (2>, 6> = 2.447** SIGNIFICANT DIFFEREMCE at alpha=8.085%
TABLE t UALUE <B8.81 (2>, 6> = 3.787 == SIGNIFICANT DIFFERENCE at alpha=8.18

File: Teste T percolado C 84 Transform: MO TRAMSFORMATION
t—test of Soluent and Blank Controls Ho=GRP1 MEAM = GRP2 MEAN
GRP1 <SOLUENT CRTL> MEAN = 2.837%5 CALCULATED t VALUE = 6.7213
GRP2 <(BLANK CRIL> MEAN = 1.@8525 DEGREES OF FREEDOM = [
DIFFERENMCE IN MEANS = 1.7858
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APENDICE F — Dados estatisticos para calcular os valores de CENO e
CEO dos percolados 28, 56 e 84 da coluna de cinza de carvao nos ensaios
definitivos com sementes de L. sativa

Percolado 28

Percolado . 28
File: Percolado 28 dias crescimento da radicula Transform: NO TRAMSFORMATI
ON

Chi—sguare test for normality: actual and expected frequencies

INTERVAL <-1.5 -1.5 to <-8.5 -A.5 to A.G *A.5 to 1.5 *1.5
EXPECTED 1.876 6.7 18.696 6776 1.876
OBSERUED a 9 12 ? a
Calculated Chi—Sguare goodness of fit test statistic = 4_6483

Table Chi—-Sguare value <alpha = 8.81> = 13.277

Data PASS normality test. Continue analysis.

Percolado 28
Eﬁle: Percolado 28 dias crescimente da radicula Transform: NO TRANSFORMAT]

Shapiro Wilks test for normality

D = A.576
™ = a.954
Critical W <P = A.85> <(n = 28> = A.724
Critical W <P = 8.81> <n = 28> = B.8%6

Data PASS normality test at P=B_.81 level. Continue analysis.

Percolado 28
File: Percolado 28 dias crescimento da radicula Transform: NHO TRANSFORMHAT
10O

Hartley test For homogeneity of variance

Calculated H statistic (max Var-min Vard = 3.a4

Clozest, conservative, Table H statistic = 216.8 <alpha = 8.81>

lsed For Tabhle H ==> R <# groups> = 7 df B reps-1) = 3
fAictual values ==> R <#f groups> = 7. df (# avg reps-1> = 3.88

Data PASE homogeneity test. Continue analysis.

HOTE: This test reqgquires egual replicate sizes. If they are unegual
but do not differ greatly. the Hartley test may still be used
as an approximate test (average df are used).
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APENDICE F (continuaco)

Percolado 28

HO TRANSFORMATI

Percoladeo . 28

ﬁlc: Percolade 28 dias crescimento da radicula Tranzform:
Bartletts test for homogeneity of wariance

alculated B statistic = i.41

ahle Chi—square value = 16.81 <alpha = B.81>

able Chi-zquare value = 12.59 <alpha = B.85%

verage df uwused in calculation ==% df Cavg n = 1) = 3.88
sed For Chi-sgquare table value == df CHgroups—-13 = ]

ata PASS homogeneity test at B.81 level. Continue analysis.
OTE

If groups have unegual replicate zizes the average replicat
used to calculate the B statistic (see abovel.

e zize is

Percolado : 28
File: Percolado 28 dias creszcimento da radicula Tranzform: HO TRANSFORHMAT
I10H
ANOUA TABLE

|SOURCE DF 88 HE F
Between b6 2.169 B.361 13.188
Hithin (Errore> 21 B.576 a.\z2?
Total 27 2.744

Critical F value = 2.57 (B.B5.6.21>

Since F » Critical F REJECT Ho:All groups egual
I?’ercnladu 28
File: Percolado 28 dias crescimento da radicula Transformn: HO TRANSFORMAT
I10H

DUNNETTS TEST = TABLE 1 OF 2 Ho:Control<Ireatment
TRANSFORMED HEAN CALCULATED IN

|GROUF IDENTIFICATION HEAN ORIGINAL UNITS T 8TAT SIG

1 Controle 2.383 2.383

2 3.123x 2.828 2.828 2.413

3 6.25x 2.382 2.382 -A.683

4 12.5% 2.282 2.282 a.854

5 25% 1.665 1.665 5.4496 =

6 S8 1.635% 1.635 5.782 =

? 180:: 1.865 1.865 3.737 =
Dunnett table value = 2.46 {1 Tailed Value., P=8.85. df=208.6>
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APENDICE F (continuaco)

Percolado 28

[Fercolado 28
File: Percolado 28 dias crescimento da radicula Transform: NO TRAMESFORMAT
I0H
DUHHETTS TEST = TABLE 2 OF 2 Ho:Control<Treatment
HUM OF Hinimum i iff = DIFFERENCE
|GROUP IDENTIFICATION REPE ¢IM ORIG. HH[TS) EOHTRGL FROM COHTEGL
1 Controle 4
2 3.123= 4 @.288 12.5 B.283
3 6.25% 4 a.288 12.5 -a.888
4 12.5% 4 B.288 12.5 B.188
5 25 4 B.288 12.5 a.638
b L1 1 L @.288 12.5 B.668
7 188 4 B.288 12.5 B.438
Percolado 56
Fercolado
File: Percolado 56 diasz crescimento da radicula Transform: HO TRAMSFORMATI
O
Chi-sguare test for normality: actual and expected freguencies
INTERVAL <-1.5 -1.5 to {-8.5 -8.5 to B.5 .5 to 1.5 .5
EXPECTED 1.876 6.776 18.6%96 6.776 1.876
|OBSERVED a 8 i@ i@ a
JCalculated Chi-Square goodness of Fit test statistic = 5.5524
Tahle Chi—Sguare value Calpha = B.B1> = 13.277
Data PASS normality test. Continue analysis.
Perco lado 56
F'iil.a: Percolado %6 dias crescimento da radicula Transform: NO TRAMSFORMATI
hapiro Wilks teszt for normality
D = 1.491
= a.943
ritical W (P = B.85%) <n = 28> = B.924
ritical W <P = B.81> {(n = 28> = BA.8%96
Data PASS normality test at P=0.81 level. Continue analysis.
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APENDICE F (continuaco)

Percolado 56

Percolado : 56
File: Percolado 56 dias crescimento da radicula Transform: NO TRANSFORMAT
10N

artley test for homogeneity of variance

alculated H statistic {max Varsmin Var) = 39.85

lozest,. conservative, Table H statistic = 216.8 dalpha = B.81>

sed for Tabhle H == R {8 groups? = " df <8 reps-1> = 3
ctual values - R (8 groupsd> = 7 df <8 avg reps—-1> = 3.88

Data PASE homogeneity test. Continue analysis.

JHOTE: This test requires egqual replicate sizes. [f they are unegual
but do not differ greatly. the Hartley test may still be used
as an approximate test {average df arve usedd.

Percolado =1
551&: FPercolado 56 dias crescimento da radicula Tranzsform: NO TRAMSFORMATI

Bayrt letts test for homogeneity of wariance

ICalculated B statistic = 14.83
Table Chi-zgquare value = 16.81 <alpha = B.81>
Tabhle Chi-sguare value = 12.59 <alpha = B.85)

Average df wused in calculation ==} df <avg n — 1> = 3.88
Used for Chi—square table value == df <(H#groups—-1> = 6

Data PASE homogeneity test at B.81 level. Continue analysis.

|[HOTE: If groups have unegual replicate sizes the average replicate size is
uged to calculate the B statistic (see ahove).

Percolado EE
[éﬁs= Percolade 56 dias crescimento da radicula Transform: HO TRANSFORHMAT
ANOUA TABLE
ISDIIHGE DF 88 HS F
I:atuaan 6 19.738 3.288 46 .389
ithin (Erroprl 21 1.491 B.871
Total 27 21.222

Critical F value = 2.57 <(B.B5.6.21>
Since F » Critical F REJECT Ho:All groups egual
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APENDICE F (continuaco)

Percolado 56

| e e e i |

Percolado 56
f%ﬁe: Fercolado 56 dias crescimento da radicula Transform: N0 TRANSFORHAT
DUNMETTS TEST - TABLE 1 OF 2 Ho:Control{Treatment
TRAMSFORMED MEAM CALCULATED IM
GROUP IDENTIFICATION HEAN ORIGINAL UMITS T STAT SIG
1 Controle 2.195 2.195
2 3,123% 3.893 3.893 -4.763
3 6,25 3.865 3.865 -4.617
4 12 .5 2.478 2.478 -1 .49%9
5 25 1.295 1.295 4.7 =
b S8 1.128 1.128 5.665 =
7 108:: 8.958 B8.958 6.568 =
Dunnett table value = 2_46 €1 Tailed Value., P=0.85,. df=20.6D>
Fercolado 56
File: Percolado 56 dias crescimento da radicula Transform: HO TRAMSFORHAT
I0MH
DUMMETTS TEST = TABLE 2 OF 2 Ho:Control{Treatment
HUM OF Minimum Sig Diff = of DIFFEREMCE
GROUP IDENMTIFICATION REPS {IN ORIG. UMITS» CONMTROL FROM CONMTROL
i Controle 4
2 3,.123% 4 a.464 21.1 -8.897
3 6,25 4 A.464 21.1 -a.87a
4 12 .5 4 a.464 21.1 -8.282
5 25% 4 A.464 21.1 a.786
[ S0 4 B.464 21 .1 1.868
? 188 4 B.464 21.1 1.238

Percolado 84

Percolado HE
File: Percolado 84 diascrescimento da radicula Transform:= NO TRANSFORHATIO
M

Chi-square test for normality: actual and expected frequencies

INTERVAL £-1.% -1.% to <-8.5 -8.5 to 8.5 28.5 to 1.5 .5
EAPECTED 1.876 6.776 18.6%96 6.77%6 1.876
[OBSERVED a 8 11 2 a

|Calculated Chi-Square goodness of Fit test statistic = 4.7117
Tabhle Chi—Square value <alpha = B8.81> = 13.277

Data PASS normality test. Continue analysis.
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APENDICE F (continuaco)

Percolado 84

Percolado a4 I
ile: Percolado 84 diascrescimento da radicula Transform: MO TRAMSFORMATIO

hapiro Wilks test for normality

D 1.428

B.955

ritical W <F = B.85%) (n = 28> = B.724
ritical ¥ (P = B8.81> (n = 28> =

ata PASS normality test at P=BA.A1 level. Continue analysis.

Percolado 84

ile: Percolado 84 diascrescimento da radicula Tranzform: HO TRANSFORMATI
H

artley test for homogeneity of variance

alculated H statistic {max Varsmin Uar} = 18.87

losest, conservative, Table H statistic = 216.8 <{alpha = B8.813>

sed for Tahle H == R <8 groupsd = . df < repz-1> = 3

ctual values == R <# groups) = 7. df # avg peps-1> = 3.88

OTE: This test requires equal replicate sizes. If they are unequal
but do not differ greatly, the Hartley test may still be used

ata PASE homogeneity test. Continue analysis.
as an approximate test C(average df are used?.

rco lado 84

ile: Percolado B4 diascrescimento da radicula Tranzform: HO TRRHEPGBHHTIGI

rtletts test for homogeneity of variance

lculated B statistic
able Chi-sguare wvalue

.87
16.81 <alpha = 8.81>

Table Chi-square value 12.59 <dalpha = B.85>
verage df wsed in calculation == df avg n - 1) = 3.88@
sed for Chi-sguare table value ==3 df {(HBgroups-1> = [

Data PASS homogeneity test at B.81 level. Continue analysis.

MOTE: If gpoups have unegual replicate sizes the average replicate size is
used to calculate the B statistic {see abovel.
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APENDICE F (continuaco)

Percolado 84

File: Percolado 84 diascrescimento da wradicula Tranzform: HO TRANSFORMATI

Eerculado de 84 dias
]

AHOUA TABLE

|5 0URCE DF 58 HE F
Between & 18.161 3.@z27 44.586
JWithin C(Errorl 21 1.428 a.868

Total 27 19.58%

Critical F value = 2.57 <A.B5.6.21>
Since F » Critical F REJECT Ho:All groups equal

lsgrnnladu g4

oﬁle: Percolado B4 diazcrescimento da radicula Tranzsform: NO TRANSFORMATI
DUNMETTS TEST - TABLE 1 OF 2 Ho:Control{Treatment
TRANSFORMED HMEAN CALCULATED IH
JGROUP IDENTIFICATION MEAM ORIGINAL UHITS T STAT SIG
1 Controle 2.838 2.838
2 3,123 3.345 3.345 =-2.752
3 6,25 3.882 3.882 -8.895
4 12.5% 2.788 2.788 A.312
5 25 1.983 1.983 4.637 =
b L 1.418 1.418 s
? 188:: 1.852 1.852 9.680 =
IDu.nnatt table value = 2.46 €1 Tailed Value, P=0.85%. d4f=28.6>
Percolado 84
File: Percolado 84 diascrescimento da radicula Transform: HO TRANSFORMATI
H
DUNNETTS TEST = TABLE 2 OF 2 Ho:Control{Ireatment
HUH OF Minimum Sig Diff x of DIFFERENCE
|GROUP IDENTIFICATION REPS CIN ORIG. UWITS> CONTROL FROM CONTROL
i Controle 4
2 3,123 4 A.454 16.8 -A.587
3 6,25 4 B.454 i6 .8 -A.165
4 12,5 4 B.454 16.8 a.858
5 25 4 A.454 16.8 A.855
[ 58 4 B.454 i6.8 1.428
7 188 4 B.454 16.8 1.785
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APENDICE F (continuaco)

Percolado 84

ercolado

P 84
Eilu: Percolado B4 diascrescimento da radicula

ANOUA TABLE

Transform: MO TRAMSFORMATI

SOURCE DF £ HE F
Between 6 18.161 3.827  44.506
|Hithin (Error) 21 1.428 a.868
Total T 27 19:5&5 T

Critical F value = 2.57 <B.B85.6.21>

Since F » Critical F REJECT Ho:All groups equal
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APENDICE G — Dados dos ensaios definitivos com D. similis para os

percolados da coluna de cinza de carvao

Andlise de: Percolado 28 Controle negativo: Agua de cultivo de D. similis

Data do inicio do ensaio: 06/03/2012 Hora: 10:10
Data do término do ensaio: 08/03/2012 Hora: 10:05

Resultados do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis

Concentragdes N° de organilsm'os imoveis por N° .acumulado de Mt.edi‘.:las
(%) réplicas organls!no’s m_ortos ou finais
imoveis
R1 R2 R3 R4 Total pH
Controle 1 0 0 0 1 6.98
3,125 0 0 1 0 1 7.10
6,25 0 0 1 1 2 7.04
12,5 0 0 1 0 1 7.09
25 1 3 2 0 6 7.12
50 5 5 5 5 20 6.99
100 5 5 5 5 20 7.00
Andlise de: Percolado 56 Controle negativo: Agua de cultivo de D. similis
Data do inicio do ensaio: 28/02/2012 Hora: 9:05
Data do término do ensaio: 01/03/2012 Hora: 9:20
Resultados do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis
G N° de organi:c,m-os imoveis por N° :.acumulado de Mt‘ediflas
(%) réplicas orgamsrno,s m.ortos ou finais
imoveis
R1 R2 R3 R4 Total pH
Controle 0 0 1 0 1 6.88
3,125 1 1 0 0 2 7.10
6,25 0 1 0 0 1 6.98
12,5 1 1 0 0 2 7.20
25 2 0 1 1 4 7.00
50 4 3 4 4 15 7.19
100 5 5 5 5 20 7.30
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APENDICE G (continuago)

Andlise de: Percolado 84 Controle negativo: Agua de cultivo de D. similis

Data do inicio do ensaio: 13/03/2012 Hora: 9:30
Data do término do ensaio: 15/03/2012 Hora: 9:45

Resultados do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis

Concentracdes N° de organilsm'os imoveis por N° .acumulado de Mt.edi‘.:las

(%) réplicas organls!no,s m.ortos ou finais
imoveis

R1 R2 R3 R4 Total pH
Controle 0 0 1 0 1 7.48
3,125 1 1 0 0 2 7.10
6,25 0 1 0 0 1 6.98
12,5 1 1 0 0 2 7.20
25 2 0 1 1 4 7.00
50 4 3 4 4 15 7.19
100 5 5 5 5 20 7.04
Andlise de: Percolado 112 Controle negativo: Agua de cultivo de D. similis

Data do inicio do ensaio: 03/04/2012 Hora: 09:10
Data do término do ensaio: 05/04/2012 Hora: 09:50

Resultados do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis

- N° de organismos imdveis por N° acumulado de Medidas
Concentrag¢oes L 1. . ..
(%) réplicas organismos mortos ou finais
imoveis
R1 R2 R3 R4 Total pH
Controle 0 0 0 1 1 7.47
3,125 1 0 0 0 1 7.10
6,25 0 0 0 0 0 7.10
12,5 0 0 0 0 0 7.06
25 0 0 0 0 0 7.00
50 0 0 0 0 0 7.18
100 2 5 2 4 13 6.78
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APENDICE G (continuago)

Andlise de: Percolado 168

Controle negativo: Agua de cultivo de D. similis

Data do inicio do ensaio: 25/04/2012 Hora: 09:35

Data do término do ensaio: 27/04/2012 Hora: 09:00

Resultados do teste de toxicidade aguda com Daphnia similis

. N° de organismos imdveis por N° acumulado de Medidas
Concentrag¢oes L 1. . ..
(%) réplicas organismos mortos ou finais
imoveis
R1 R2 R3 R4 Total pH
Controle 0 0 0 1 1 7.50
3,125 1 0 0 0 0 7.34
6,25 1 0 0 1 2 7.20
12,5 0 0 1 0 1 7.12
25 1 2 0 0 3 7.39
50 0 3 1 3 7 7.04
100 3 2 3 3 11 7.00
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APENDICE H — Dados estatisticos para calcular os valores de CE504gn)
dos percolados 28, 56, 84, 112 e 168 da coluna de cinza de carvao nos
ensaios definitivos com D. similis

Percolado 28

ENTER THE HUMBER OF MORTALITIES AT EACH COMCENTRATION:

o = b

28
28

WOULD ¥OU LIKE THE AUTOMATIC TRIM CALCULATIOMCY-/M>?T ¥

DATE: 86 B3 12 TEST MUMBER: 1 DURATION: 48 HOURS
IE?EMIGHL:PERCOLHDOZBDH GOLUNA DE CINZA DE CARUAQ SPECIES: DAPHMIA SIM
RAW DATA:
COMCENTRATION 2> 3.12 6.25 12.58 25.88 58.00 100.88
HUMBER EXPOSED: 28 28 28 28 28 28
MORTALITIES: 1 2 1 [ 28 28
SPEARMAN-KARBER TRIM: 5.88:
SPEARMAM-KARBER ESTIMATES: EC58: 27.56
25+ LOWER CONFIDENCE: 22.42
95 UPPER CONFIDEMGCE: 33.89

NOTE: HMORTALITY PROPORTIONS WERE NOT MOMOTOMICALLY INCREASIHNG.
ADJUSTMENTIS WERE MADE PRIOR TO SPEARMAN-KARBER ESTIMATION.

Percolado 56

ENMTER THE HUMBER OF MORTALITIES AT EACH CONMCENTRATIONM:

o B = B

15
28

WOULD ¥OU LIKE THE AUTOMATIC TRIM CALCULATIONCY- M7 Y

DATE: 28 82 12 TEST NUMBER: 1 DURATION: 48 HOURS
CHEMICAL: PERCOLADOSG DA COLUNA DE CIMZA DE CARVAO SPECIES: DAPHNIA SIM
ILIS
Rayl DATA:
GCONCENTRATIOMC: 2 3.12 6£.25 12.58 2L5.848 GLA.A0 16008.088
NUMBER EXFPOSED: 28 28 28 28 28 28
MORTALITIES: 2 1 2 4 15 28
SPEARMAM-KEARBER TRIM: ?.58x
SPEARMAM-KARBER ESTIMATES: EC58: 35.32
25+ LOWER COMFIDENCE: 27.74
25+ UPPER COMFIDEMGCE: 44.96

NOTE: HMORTALITY PROPORTIONS WERE MOT MOMOTOMICALLY IMCREASING.
ADJUSTMENTS WERE MADE PRIOR TO SPEARMAN-KARBER ESTIMATION.
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APENDICE H (continuac&o)

Percolado 84

ENTER THE WUMBER OF MORTALITIES AT EACH CONCENTRATION:

[ B LR TE N

5
WOULD ¥OU LIKE THE AUTOMATIC TRIM CALCULATIONCY~M2>7 ¥

DATE: 13 83 12 TEST MUMBER: 1 DURATION: 48 HOURS
CHEMICAL: PERCOLADO 84DA COLUNA DE CINZA DE CARUVAOQ SPECIES: DAPHNIA SIM
ILIS
RAY DATA:
CONCENTRATION C:2 > 3.12 6.25% 12.58 25.8@ 50.88 1800.88
NUMBER EXPOSED: 28 28 28 28 28 28
MORTALITIES = 4 3 3 ? ? 15
SPEARMAN-KARBER TRIM: 25 .88
SPEARMAN-KARBER ESTIMATES: EC58: 55.38
25% LOWER CONFIDENCE: 36.31
25 UPPER CONFIDENCE: 84.23

NOTE: HMORTALITY PROPORTIONS WERE MOT MONOTONICALLY INCREASIMG.
ADJUSTHENTS WERE MADE PRIOR TO SPEARMAN-KARBER ESTIMATION.

Percolado 112

| ENTER THE NUMBER OF MORTALITIES AT EAGH GONCENTRATION:

HERREEe

3
WOULD ¥OU LIKE THE AUTOMATIC TRIM CALCULATIONCY - HN>? ¥

DATE: Az A4 12 TEST HUMBER: 1 DURATION: 48 HOURS
CHEMICAL: PERCOLADO 112 DA COLUMA DE CINZA DE CARVAO SPECIES: DAPHNIA SIM|
ILIS
RaY DATA:
CONCENTRATIONC:: > 3.12 6.25 12.58 25.8@ LA.8AA 1060.0H0
NUMBER EXPOSED: 28 28 28 28 28 28
MORTALITIES: 1 a a B a 13
SPEARMAN-KARBER TRIM: 35 .88
SPEARMAM-KARBER ESTIMATES: EC5@: 85.81
25% LOWER COMFIDENCE: 71.208
952 UPPER COMFIDEMNCE: 181 .49

NOTE: HMORTALITY PROPORTIONS WERE MOT MONOTOMICALLY INCREASING.
ADJUSTHENTS YERE MADE PRIOR TO SPEARMAN-KARBER ESTIMATION.
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APENDICE H (continuac&o)

Percolado 168

ENTER THE HUMBER OF MORTALITIES AT EnA

HoeaJw = a®

i
WOULD ¥OU LIKE THE AUTOMATIC TRIM CAL

DATE: 25 B4 12 TEST WUMBE
CHEMICAL: PERCOLADO 168 DA COLUNA DE
ILIS

RAW DATA:
GOMCENTRAT IOM< > 3.12
NUMBER EXPOSED: 28
MORTALITIES: a
SPEARMAN-KARBER TRIM: 4
SPEARMAM-KARBER ESTIMATES: ECS58:

25% LOWER COMFIDEMCE:
25+ UPPER COMFIDEMCE:

NOTE: HMORTALITY PROPORTIONS WERE NOT
ADJUSTHMENTS WERE MADE PRIOR TO

CH CONCENTRATIOM:

CULATIONCY /N2T ¥

R: 1 DURATION:
CIMNZA DE CARVAOD SPECIES:

6.25 12.58 25.80 50.088 188.
28 28 28 28
2 1 3 ?
5 .88
g4.07
45 .82
154.32

MOMOTONICALLY INCREASING.
SPEARMAM-KARBER ESTIMATION.

DAPHNIA SIM

a8
28
11

48 HOURS
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