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RESUMO

A drenagem &cida de mina (DAM) é caracterizada por sua alta acidez, alta
concentracdo de metais pesados e deposicado de 6xidos metalicos. Por conta de tais
fatores, poucos sdo os organismos que conseguem proliferar nesse ambiente. A
microalga Chlamydomonas acidophila € uma alga acidofilica e acidotolerante, que
pode ser encontrada nessa regido. Para o presente estudo, utilizou-se dados obtidos
anteriormente numa regido de DAM na cidade de Sideropolis - SC, e armazenados no
LAFIC, onde foram feitas analises para determinar a taxa de crescimento da alga em
diferentes pHs, temperaturas, concentragdes de zinco e a toxicidade desse metal para
a alga. Com estes dados, foram feitas analises de variancia (ANOVA) para determinar
quais variaveis influenciavam no crescimento da alga e na toxicidade do zinco, e teste
Post-Hoc de Tukey, para encontrar onde estavam as diferengas significativas entre os
fatores. A alga Chlamydomonas acidophila apresentou grande tolerancia a diferentes
pHs, teve seu crescimento maximo no intervalo entre os pHs 2 e 6, na temperatura de
22° C, ja a temperatura de 40° C influenciou de forma negativa no crescimento da
alga. O pH e a temperatura influenciaram no crescimento da espécie, e ainda, perto
do limite inferior e superior da tolerancia da alga ao pH, o efeito da temperatura foi
mais importante. O zinco demonstrou toxicidade para a cepa estudada, entretanto,
quando comparada com outras espécies de microalga, a alga demonstrou grande

tolerancia ao metal.

Palavras-chave: Chlamydomonas acidophila. Toxicidade do zinco. DAM. Tempo de

exposi¢ao. Analise de variancia. Metais pesados.



ABSTRACT

Acid mine drainage (AMD) is characterized by its high acidity, high concentration of
heavy metals and deposition of metal oxides. Due to such factors, few organisms are
able to proliferate in this environment. The microalgae Chlamydomonas acidophila is
an acidophilic and acid-tolerant alga that can be found in this region. For the present
study, we used data previously obtained in a DAM region in the city of Siderdpolis -
SC, and stored at LAFIC, where analyzes were performed to determine the algae
growth rate at different pHs, temperatures, zinc concentrations and the toxicity of this
metal to algae. With these data, analyzes of variance (ANOVA) were performed to
determine which variables influenced the algae growth and zinc toxicity, and Tukey's
Post-Hoc test, to find where the significant differences were between the factors. The
Chlamydomonas acidophila alga showed great tolerance to different pHs, had its
maximum growth in the interval between pH 2 and 6, at the temperature of 22° C, while
the temperature of 40° C negatively influenced the growth of the alga. The pH and
temperature influenced the growth of the species, and yet, near the lower and upper
limits of the alga's tolerance to pH, the effect of temperature was more important. Zinc
showed toxicity for the strain studied, however, when compared to other species of

microalgae, the alga showed great tolerance to the metal.

Keywords: Chlamydomonas acidophila. Zinc toxicity. DAM. Exposure time. Analysis

of variance. Heavy metals.
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1. Introducgao
1.1. Microalgas

O termo microalgas engloba tanto as cianobactérias como algas microscopicas
eucariontes de diversos grupos (TOMASELLI, 2004). Apesar de existirem diferengas
estruturais e morfoldgicas que permitem classificar as microalgas em diferentes
divisbes, estes organismos sao fisiologicamente similares e apresentam um
metabolismo analogo aquele das plantas (ABALDE et al., 1995). Sao responsaveis
pela maior parte da producéo de oxigénio molecular disponivel no planeta a partir da
fotossintese (CHISTI, 2004).

Estes individuos, produtores primarios, armazenam energia solar, convertendo-
a em energia quimica e a biomassa das microalgas € a base de inumeras cadeias
tréficas nos ambientes aquaticos. Os constituintes deste nivel tréfico sintetizam nova
matéria organica a partir de substratos inorganicos como sais (nutrientes), CO2 e
agua. Esta energia bioldgica é utilizada em sua maior parte como alimento pelos
organismos que constituem o segundo nivel tréfico (consumidores primarios), dando
continuidade as cadeias alimentares aquaticas (VEGA, 1995; DERNER, 2006).

Fazendo uma abordagem sobre os aspectos que afetam o crescimento de uma
populagao de microalgas, primeiramente € importante salientar que existe uma grande
interdependéncia de parametros bioldgicos, fisicos e quimicos (RAVEN, 1988). Os
fatores bioldgicos estdo relacionados as proprias taxas metabdlicas da espécie
cultivada, bem como a possivel influéncia de outros organismos sobre o
desenvolvimento algal (DERNER, 2006). Com relagédo aos fatores fisico-quimicos,
estes dizem respeito principalmente a iluminagdo, temperatura e pH, regime
hidrodinamico e disponibilidade de nutrientes (GUILLARD, 1975; YONGMANITCHAI
& WARD, 1991; LOURENCO et al., 2002). O efeito da intensidade da luz (irradiancia

ou iluminagao) nos cultivos de microalgas tem sido estudado em detalhes.

E por meio da fotossintese que as microalgas fixam o carbono necessario para
a produgao de biomassa, assim, a relagéo entre a sintese de material orgénico como
reflexo da producéao fotossintética pode ser expressa, principalmente, pelo incremento
da populagdo algal (BALECH, 1977). O fato de a luz variar tanto no espago
(profundidade e latitude) quanto no tempo (diariamente e sazonalmente), influencia o

tamanho da populagédo (DARLEY, 1982). A luz utilizada pelas algas fotossintetizantes
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encontra-se na faixa espectral da radiacao solar de 400 a 700nm, e é absorvida pelos
pigmentos fotossintetizantes (unidades fotossintéticas). Esses pigmentos sé&o
classificados em trés grupos: as clorofilas, os carotendides e as ficobilinas, sendo que
cada um difere em sua composicao quimica e apresenta diferente capacidade de

absorver luz em determinado comprimento de onda (SUH & LEE, 2003).

A temperatura é um dos fatores ambientais mais importantes para causar
influéncia na composigao bioquimica das microalgas (RICHMOND, 2004). De acordo
com Nishida e Murata (1996), um decréscimo na temperatura de cultivo abaixo do
nivel 6timo geralmente aumenta o grau de insaturacdo dos sistemas de membrana
lipidica das células (que promovem as trocas com o meio). Ainda, segundo os mesmos
autores, o aumento da estabilidade e fluidez das membranas celulares,
particularmente as membranas tilacoides, protegem o “maquinario” fotossintético da
fotoinibicdo (reducéo do crescimento celular em fungdo do excesso de luz que cessa
a fotossintese) a baixas temperaturas, a qual influencia no aumento ou diminuigdo do
conteudo lipidico celular, seja por classe ou composi¢cdo relativa dos lipidios
(MURATA, 1989; RICHMOND, 2004).

Conforme Thompson et al., (1992), uma diminuigdo na temperatura de cultivo
abaixo do 6timo fisiolégico pode resultar no aumento da produgéo de enzimas como

um mecanismo adaptativo para manutencao das taxas fotossintéticas e respiracao.

Quanto aos macronutrientes, as microalgas requerem carbono (C), nitrogénio
(N), oxigénio (O), hidrogénio (H) e fésforo (P), além de calcio (Ca), magnésio (Mg),
enxofre (S) e potassio (K). Como micronutrientes, geralmente requerem ferro (Fe),
manganés (Mn), cobre (Cu), molibdénio (Mo) e cobalto (Co), enquanto que, algumas
espécies também necessitam baixas concentragcdes de vitaminas no meio de cultura
(GUILLARD, 1975). Os principais elementos limitantes do crescimento sao o carbono,
nitrogénio, fésforo e ferro (RICHMOND, 2004; LOURENCO, 2006).

1.2. Algas e metais pesados

Muitos corpos de agua doce em todo o mundo sao altamente acidos devido a
causas naturais ou atividades antrépicas como a mineragdo (SCHULTZE, 2013;

SMUCKER et al., 2014). Um dos impactos ambientais mais devastadores sobre os
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ecossistemas aquaticos é ocasionado pela drenagem acida de minas (DAM). Esse
fendmeno pode ocorrer tanto em minas subterraneas como em minas a céu aberto,
desativadas ou em operagdo bem como bota-fora de estéreis e rejeitos de carvao
(JOHNSON & HALLBERG, 2005; SHEORAN & SHEORAN, 2006).

A DAM ¢ resultante da oxidagdo natural de minerais sulfetados (FeS:) na
presenca de ar, de agua e da agao de bactérias aciddfilas, produzindo reagdes
autocataliticas, acidificagcdo da agua e dissolugdo de metais (JOHNSON, 1998;
SHEORAN & SHEORAN, 2006). Nestas condigdes, a diversidade biolégica é restrita
e dominada por organismos acidoéfilos e acido tolerantes. Acredita-se que a resisténcia
de muitas algas a DAM se deva a sua capacidade de manter metais complexos fora

das células, prevenindo a sua entrada no citoplasma (NOVIS & HARDING, 2007).

A combinagdo de metais toxicos e limitagdo de nutrientes limita a
biodiversidade e pode causar danos significativos ao ecossistema (DENEKE, 2000;
SMUCKER et al.,, 2014). A avaliagao dos impactos biolégicos da DAM permite a
quantificacdo dos danos da poluicdo, permite a compreensao dos processos
fundamentais de adaptacdo e pode identificar espécies tolerantes a DAM que
possuem aplicacdes biotecnoldgicas, como a biorremediacdo (NANCUCHEO &
JOHNSON, 2011; YUN et al., 2014).

Em ecossistemas aquaticos, o pH pode ser considerado uma das variaveis
ambientais mais importantes, uma vez que interfere na estrutura da biota, nos
processos bioquimicos, na solubilidade de sais e na especiacdo geoquimica dos
metais, condicionando a biodisponibilidade dos mesmos em ambientes aquaticos
(SCHNEIDER, 2006). Ambientes acidos tendem a conter elevadas concentragdes de
metais pesados, porque a sua solubilidade aumenta acentuadamente (CAMPBELL &
STOKES, 1985).

Espécies de microalgas isoladas de locais contaminados, possuem maior
capacidade de remocdo de metais traco em comparagcdo com espécies isoladas de
locais ndo contaminados (KAPLAN, 2004; DINIS et al., 2004). A biota tolerante 8 DAM
pode ter potencial para biorremediagdo, com processos de base bioldgica
potencialmente mais econémicos e sustentaveis do que métodos de base quimica,
como drenos de calcario andxico e adigdo de produtos quimicos (GELLER &
SCHULTZE, 2013; HEDIN et al., 2010; JOHNSON & HALLBERG, 2005).
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1.3. O género Chlamydomonas

O género Chlamydomonas ¢é composto por organismos unicelulares
biflagelados que podem ser facilmente cultivados e manipulados em cultura. As
células tém geralmente um cloroplasto basal e pirendide central. Existem dois
vacuolos contrateis na base dos flagelos, e que podem, ou nado, ter um ocelo anterior
no cloroplasto (LEE, 2008).

Devido a estas caracteristicas, algumas espécies do género Chlamydomonas
tém sido estudadas com objetivo de esclarecer a resisténcia, o crescimento e o
acumulo de metais por estes (BOAVIDA & HEATH 1986; AGUILERA & AMILS, 2005;
TITTEL et al., 2005; SPIJKERMAN et al., 2007; GARBAYO et al., 2007; GARBAYO et
al., 2008). Um exemplo é C. acidophila, uma espécie dominante em lagos acidos de
mineragdo, bem como lagoas vulcénicas. Além da acidez, estes locais sao
caracterizados por altas concentragdes de metais, principalmente ferro e zinco
(NISHIKAWA & TOMINAGA, 2001).

A ocorréncia do género em locais afetados por DAM é conhecida e as algas do
mesmo apresentam uma taxa de crescimento muito superior quando comparado a
outras espécies de microalgas acidofilicas. Uma vantagem metabdlica é a capacidade
de produzir enzimas fosfatases que pode ser considerado como uma adaptacao a

situagdes em que os nutrientes sdo limitados (NIXDOREF et al., 1998).

1.4. Analise de dados

A estatistica é definida como um conjunto de métodos e técnicas que envolve
todas as etapas de uma pesquisa, desde o planejamento, coordenagéao, levantamento
de dados por meio de amostragem ou censo, aplicagdo questionarios, entrevistas e
medi¢cdes com a maxima quantidade de informacgao possivel para um dado custo, até
a consisténcia, processamento, organizagao, andlise e interpretagdo de dados para
explicar fendbmenos; inferéncia, calculo do nivel de confianga e do erro existente na
resposta para uma determinada variavel e disseminacgéo das informagées (IGNACIO,
2010).

A utilidade da estatistica se expressa no seu uso, uma vez que grande parte

das hipoteses cientificas, independentemente da area, precisa passar por um estudo
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estatistico para ser aceita ou rejeitada, como é o caso do teste de novos
medicamentos, a opiniao popular de novos produtos, entre outros. Na area médica,
por exemplo, nenhum medicamento pode ser disponibilizado para o mercado se nao
tiver sua eficacia estatisticamente comprovada. O grande volume de informacgdes
produzidas pelo mundo moderno (pesquisas por amostragem, censos, internet,
mercado financeiro) precisa ser analisado adequadamente. Essas analises utilizam
as mais variadas técnicas estatisticas. A rigor, onde houver incerteza esta ciéncia
pode ser empregada. Desse modo, todas as areas do conhecimento humano a

requerem como instrumento de andlise de dados (PIMENTEL, 2009).

1.5. Pandemia COVID-19

Nos dois ultimos anos vemos o Brasil e o mundo tendo grandes dificuldades
em virtude da crise sanitaria causada pela COVID-19. Muitas sdo as formas de
contaminagdo pelo virus, que possui alta taxa de transmissdo e um percentual
assustador de letalidade. As medidas principais para se evitar a disseminac¢ao do virus
sdo o0 uso de mascara, a higienizagao constante das maos e dos materiais individuais
e o distanciamento social. O distanciamento social e a quarentena tém impactado
diretamente na vida de todos os brasileiros, especialmente na educacao, causando o
afastamento presencial de docentes e discentes. Estabelecimentos de Ensino estdo
com suas atividades presenciais suspensas, o0 que atinge milhdes de estudantes em

todo o pais.

Dessa forma, essa monografia vem em forma de tratamentos estatisticos de
dados coletados previamente, uma vez que trabalhos presenciais, de bancada e de

campo, estao proibidos para alunos de graduag¢ao da UFSC desde inicio de 2020.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo geral

- Avaliar estatisticamente os resultados de testes de crescimento de uma cepa
de Chlamydomonas acidophila em diferentes pHs, temperaturas, tempo de exposi¢ao

e concentracdes de zinco.

2.2. Objetivos especificos

- Validar estatisticamente dados de crescimento e toxicidade de uma cepa de
Chlamydomonas acidophila submetida a diferentes condigbes de pH, temperatura e

concentracao de zinco.

- Determinar os parametros ecotoxicolégicos (CEso, CEO e CENO) para uma

cepa de Chlamydomonas acidophila em relagéo ao zinco.

- Verificar por analises estatisticas a influéncia do tempo de exposicdo em
cultivos laboratoriais na toxicidade do zinco sobre uma cepa de Chlamydomonas

acidophila.
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3. Material e métodos
3.1. Origem da cepa e da problematica ambiental

A area de onde foi isolada a cepa e que gerou o questionamento sobre a
tolerancia da mesma a acidez e metais pesados esta inserida na Bacia Carbonifera
de Santa Catarina, localizada a sudeste do estado, entre a Serra Geral a Oeste e 0
macico granitico a Leste. E constituida pelas bacias hidrograficas do rio Tubar&o, rio
Ararangua e rio Urussanga. A Bacia possui um comprimento conhecido de 95 km e
uma largura média de 20 km, compreendida na area delimitada pelas coordenadas
28° 11’ a 29° 03’ de latitude sul e 49° 10’ a 49° 37’ de longitude oeste (CETEM, 2000).
O clima é subtropical umido com verdo quente, pela classificacdo climatica de
Kdeppen. A precipitagao total média € 1600 mm, com chuvas bem distribuidas ao
longo do ano, com totais mensais variando de 80 mm a 200 mm. A temperatura média
anual é 19 °C, sendo que médias mensais variam de 15 °C no inverno e 24 °C no
verdo (EPAGRI, 2013).

Foram definidos dois pontos de coleta (Tabela 1), em duas areas de DAM,
localizadas em Siderdpolis - SC. O primeiro ponto (DA-01) esta localizado no local
onde o rejeito de mina foi aterrado e hoje é area de recuperagao ambiental, enquanto
o segundo ponto (DA-02) esta localizado em uma drenagem de mina subterranea

abandonada.

Tabela 1. Localizagao dos pontos de coleta, em duas areas de DAM, no municipio de Siderépolis - SC.

Ponto Latitude Longitude Altitude (m)
DA-01 28°37.373'S  49°23.871°0 43
DA-02 28°37.108 S  49°23.670’'0O 123

Fonte: Philippi (2014).

3.2. Procedimento de coleta e isolamento da cepa de Chlamydomonas

acidophila

Amostras de DAM foram coletadas nos dois pontos em novembro de 2011 pela
aluna de mestrado Vivian Philippi (PPGFAP-UFSC). Uma das sub-amostras foi

adicionada juntamente com agua do local em frascos de cultura de 15 mL e foi mantido
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em isopor com gelo até o processamento em laboratério, enquanto a outra foi fixada
com formol a 4 % e armazenada em frasco de polietileno de 400 mL, para posterior
identificacdo. A temperatura da agua e o pH no momento de coleta foram de 25 °C e

3,0, respectivamente.

Em laboratorio, as amostras vivas foram imediatamente inoculadas em Meio
Acido para Euglenas (MAE; Apéndice ) (OLAVENSON & NALEWAJKO, 2000), que é
seletivo para espécies acidofilicas. O pH do meio foi ajustado ao pH do local da coleta.
Inoculou-se 1 mL das amostras em 100 mL de meio contidos em frascos erlenmeyer
de 250 mL esterilizados, em seguida, os meios com indculo foram incubados e
mantidos no cepario do Laboratério de Ficologia - Microalgas da UFSC (LAFIC), com
irradidncia de aproximadamente 50 p moles.m?.s™, fotoperiodo de 12 horas, e

temperatura de 22+2 °C.

Os repiques dos cultivos mistos assim gerados foram realizados semanalmente
transferindo aliquotas de 1 mL do concentrado algal para novos frascos erlenmeyer
de 250 mL com 100 mL de meio MAE esterilizado. A partir desse concentrado algal,
foi realizado o isolamento da espécie mais abundante, sendo essa Chlamydomonas
acidophila, sob microscopio optico invertido marca Olympus, modelo BX-41 com uma
pipeta Pasteur capilar acoplada a mangueira de silicone, pelo método de sucgéo. As
células isoladas foram repassadas para algumas gotas de meio MAE estéril,
procedendo-se assim por diversas vezes até garantir o isolamento de uma unica
célula. Por fim, essa célula Unica isolada foi transferida para uma placa de 24 pogos
contendo meio MAE estéril. Ao sinal de crescimento, gotas da amostra eram entéo
transferidas para erlenmeyers contendo 100 mL de meio MAE estéril. Estabelecido o
cultivo, executou-se o repique semanal, sempre transferindo 1 mL para novos frascos
com meio MAE esterilizado. Todos os testes foram feitos de forma independente, de

forma com que o resultado corresponda somente em relacao ao teste em questao.

3.3. Teste de crescimento em diferentes valores de pH

Com o intuito de conhecer a faixa de pH 6timo de crescimento para a microalga,
foram realizados experimentos de crescimento em diferentes pHs (0-14), utilizando
além desses, 3,6 como pH de controle, uma vez que o meio MAE nos cultivos de

manutencao apresenta esse pH. Para cada valor de pH, foram preparados frascos em
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triplicatas em meio de cultura MAE e inoculou-se 1 mL de cultivo saudavel em cada

frasco teste.

Os frascos foram vedados com filme plastico e mantidos em um agitador orbital
para 30 frascos (Marconi MA140) sob iluminagao uniforme de aproximadamente 80
umol.m?2.s™" e temperatura de 22*2 °C, por até 168 h, com determinagéo da biomassa
inicial (to) e biomassa em 72, 96 e 168 horas. A determinagcdo da biomassa foi
realizada através de dois métodos: leitura da absorbancia em espectrofotémetro (750
nm) e contagem de células por mililitro em cadmaras de Sedgewick-Rafter (UNESCO,
2010). A partir dos dados obtidos foram calculadas as taxas de crescimento por meio

da equagao de crescimento com logaritmo natural (Equagao 1).

__InNy—InN,
= e (1)
onde,
u = taxa de crescimento (um.dia™);
No = valor inicial da VIB;
Nn = valor final da VIB; e

Tf = o tempo da medida final ap6s o comego do teste (72, 96 ou 168 h).

3.4. Teste de crescimento em diferentes valores de temperatura

Para conhecer a faixa de temperatura preferencial da cepa isolada, foram
realizados testes de crescimento em diferentes temperaturas (15° C, 22° C, 30° C e
40° C) e diferentes pHs (3,6; 4 e 5). Esses valores de pHs foram selecionados com
base nos valores de pH de maior crescimento da cepa definidos em experimento
prévio. A determinacido de biomassa inicial e final dos testes foi realizada por leitura
da absorbancia em espectrofotdmetro (750 nm) e com esses dados foram calculadas
as taxas de crescimento algal através da equagao de crescimento exponencial

apresentada.
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3.5. Teste de toleréncia ao zinco em diferentes valores de pH

A toxicidade € uma propriedade que reflete o potencial de uma substancia em
causar um efeito danoso a um organismo vivo. Ela depende da concentracao e das
propriedades da substancia quimica a qual o organismo é exposto, além do tempo de
exposicao (RAND et al., 1995). Para definir a tolerancia da cepa acidofilica ao zinco
em diferentes valores de pH, foram realizados testes de toxicidade de inibigado do

crescimento algal, seguindo a metodologia proposta por Knie & Lopes (2004).

Foram utilizadas diferentes concentracdes de cloreto de zinco dissolvidas
diretamente em meio de cultura MAE, com os respectivos ajustes de pH em cada
caso, com base nos valores de pH de maior crescimento da cepa definidos em
experimento prévio, sendo esses 3,6; 6; 7 e 8. Dessa forma, seria possivel, ainda,
verificar a solubilidade do metal em pHs acidos, neutro e alcalino. Entretanto, ao
decorrer das analises, verificou-se que alguns dados dos testes com concentragao de
zinco, feitos através da contagem de célula por camara de Sedgewick-Rafter,
apresentavam erros. Dessa forma, para o presente estudo utilizaram-se somente os

dados obtidos por meio do espectrofotdbmetro de 750 nm.

As concentragdes do teste de zinco foram definidas com base em experimentos
preliminares e em dados de toxicidade para microalgas, oriundos da base de dados
de ecotoxicologia da Agéncia de Protegdo Ambiental Americana
(http://cfpub.epa.gov/ecotox/). Essas concentragdes estao apresentadas na Tabela 2.
Os testes foram realizados em triplicata. As condi¢cdes de teste foram de luz constante,
com aproximadamente 80 pmol.m?2.s™ de irradidncia e & temperatura de 22+2 °C.
Todos os frascos de ensaio foram mantidos em agitagao constante (agitador orbital
de mesa, marca Marconi, modelo MA140) em bancada uniformemente iluminada. A

duragao dos testes foi de 168 horas, com leituras em 72 h, 96 h e 168 h.

A inibicdo do crescimento microalgal foi medida por meio dos parametros
biéticos de densidade 6ptica em comprimento de onda de 750 nm (Espectrofotémetro
UV- visivel Global Analyzer) e de densidade de células (contagem em camara de
Sedgewick-Rafter). Esses parametros biéticos foram medidos nos tempos de 0, 72,
96 e 168 horas, sendo 0 a medida no tempo inicial apds a inoculagédo das algas nos

diferentes tratamentos.
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Utilizando-se os dados iniciais e finais de cada amostragem, calcularam-se as
taxas de crescimento algal através da equagao de crescimento exponencial (Equagao
1). As taxas de crescimento das amostras foram comparadas com as taxas de
crescimento do controle, gerando, para cada amostra, um valor de percentual de

inibicdo em relagéo ao controle (Equagéo 2).

L, = 5% %100 (2)

He

u

Onde:

l,i: percentagem de inibigdo para o teste na concentragao i;

Mi: taxa de crescimento médio para o teste na concentragao i;
Mc: taxa de crescimento para o controle.

Os dados de inibicdo foram analisados estatisticamente e utilizados para
definicdo da maior concentragdo do efluente que se apresentou significativamente
igual ao controle (CENO - concentracdo de efeito ndo observado) e da menor
concentracao do efluente que se apresentou efetiva (CEO - concentragédo de efeito
observado). Os dados de inibigdo foram também utilizados para o calculo da
Concentragao Efetiva Mediana (CEso), que é a concentragao percentual que inibe 50%
da taxa de crescimento das algas, considerando-se os controles como referéncia.
Esse calculo foi realizado através do método Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON
et al., 1977), utilizando o Quest Graph™ LD50 Calculator.
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Tabela 2. Concentragéo de zinco nos diferentes tratamentos utilizados nos testes de tolerancia.

Concentragao de | Concentragdo | Concentragao
Tratamento
ZnCl; (g/L) molar (pmol) de Zn (g/L Zn)
C1 (controle)* - 0,772 0,0000505

C2 0,125 916,93 0,0599

C3 0,200 1.834,19 0,1199

C4 0,500 3.668,38 0,2398

C5 1,000 7.336,76 0,4796

*Sem adigdo de ZnCl2. No meio de cultura ha adigdo de ZnS0O,4.7H-0.

Fonte: Philippi (2014).

4. Analises estatisticas

Os dados de crescimento nas diferentes condi¢cbes descritas foram avaliados
por meio de Analise de Variancia (ANOVA). A ANOVA trata-se de um teste que verifica
a igualdade (ou ndo) dos valores esperados (médias) de uma determinada variavel de
interesse nas k subpopulagdes de interesse. Para que a ANOVA seja atendida, os

dados devem se enquadrar em 3 principais critérios (DIEZ et al., 2015):

1. Observacoées independentes;
2. Normalidade na distribuicido dos dados;
3. Homogeneidade das variancias.

Assim, os dados de crescimento dos diferentes testes foram analisados quanto
a esses critérios, incluindo testes de normalidade e homogeneidade de varidncia. Uma
vez confirmada a independéncia de observagdes, a normalidade e a homogeneidade,
foram executadas analises de variancia fatorial, pois mais do que uma variavel foi
avaliada ao mesmo tempo nos diferentes experimentos: pH X tempo de exposigao,
pH X temperatura X tempo de exposicado, concentragao de zinco X pH X tempo de

exposigao.

A suposigao de normalidade é especialmente critica ao construir intervalos de

referéncia para variaveis. A normalidade e outras premissas devem ser levadas a
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sério, pois, quando essas premissas nao se sustentam, é impossivel tragcar com
precisdo erros estatisticos que sdo comuns na literatura cientifica e cerca de 50% dos
artigos publicados apresentam pelo menos um erro. O pressuposto de normalidade
deve ser verificado para muitos procedimentos estatisticos, nomeadamente testes
paramétricos, porque a sua validade depende disso (GHASEMI & ZAHEDIASL, 2012).

Para analise de homogeneidade, fez-se o teste de Cochran por meio de analise
das varidncias maximas e médias, uma vez que dessa forma foi possivel encontrar os
possiveis outliers entre as tréplicas e os corrigi-los através da média entre os outros
dois valores da tréplica. Apds a correcao, encontrou-se o valor de c-critico e
comparou-o com o valor da tabela de Cochran (Apéndice lll), o qual tem intervalo de
significancia de 5%, para conferir se os dados sdo homogéneos. Para analise de
distribuicdo normal, os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk (1965) no
qual a distribuicdo é considerada normal quando o p > 0,05, caso contrario, a
distribuicdo é considerada nao-normal. Todos os dados foram considerados

homogéneos e normais.

Apds a analise de variancia (ANOVA), é necessario a utilizagdo de algum teste
Post-Hoc para a determinar os parametros que diferem de forma significativa no

crescimento da alga. Para tal, fez-se o teste Tukey, o qual:

1- Identificou as diferengas significativas de crescimento entre os
pHs e tempos de exposicao;

2- Identificou as diferengas significativas de crescimento entre pHs,
tempos de exposigao e temperatura para o crescimento da alga;

3- Identificou as diferengas significativas de crescimento entre pHs,

tempos de exposigao e concentragdes de zinco para o crescimento da alga.

O teste Post-Hoc foi feito com o maior nivel de similaridade entre os
parametros, de forma com que somente as maiores interacdes entre os parametros
fossem levadas em consideracdo. Todas as andlises foram feitas nos softwares

Statistica e Excel e os graficos no SigmaPlot e Excel.
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5. Resultados e discussao
5.1. Experimento 1 — efeitos do pH no crescimento de C. acidophila

Os resultados obtidos por meio dos diferentes métodos de quantificacao da
biomassa (densidade oOptica a 750 nm e densidade de células) estdo apresentados
nas Figuras 1 e 2.

Figura 1. Taxa de crescimento de Chlamydomonas acidophila em diferentes pHs, determinados
através da densidade 6ptica em espectrofotdmetro no comprimento de onda 750 nm. As barras de erro
indicam o desvio padrao das médias (n=3). A temperatura foi mantida constante (22*2 °C).
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Fonte: Autora (2021).

Através do método de densidade dptica por espectrofotdmetro de 750 nm
(Figura 1), foi possivel identificar dois picos de crescimento algal, sendo o primeiro
entre os pHs 2 e 6, e 0 segundo, entre o pH 9 e o pH 14. Em sua maioria, 0 maximo
de crescimento algal ocorreu no tempo de exposi¢céo de 96 h, com excegéo dos pHs
5 e 6, em que esse maximo ocorreu no tempo de 72 h. Ainda, as menores taxas de
crescimento ocorreram nos pHs 0, 1, 7 e 8, onde nos pHs 0 e 1 s6 houve crescimento
no tempo de exposi¢cado de 96 h. As maiores taxas, entretanto, foram verificadas nos

pHs 11, 12, 13 e 14, no tempo de exposicao de 96 h.
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Quando utilizada a densidade de células como pardmetro de crescimento,
observou-se que a cepa de C. acidophila cresceu em todo o intervalo entre os pHs 0
e 9, entretanto tendo crescimento minimo no pH 9 e tempo de exposi¢cao de 96 h e
nao tendo crescimento nos pHs subsequentes (Figura 2). Ainda, a taxa de crescimento
algal foi étima no pH 3,6 e apresentou um crescimento consideravel entre os pH 2 e
6, demostrando que apesar da grande tolerancia a diferentes valores de pH, a espécie
teve uma boa taxa de crescimento nos menores pHs, conferindo a caracteristica de
uma espécie acidofilica. O tempo de exposicao de 72 h apresentou o melhor intervalo
de tempo para o crescimento da alga, sendo esse superior aocs demais tempos de
exposicao em todos os pHs, com exce¢do do pH 1, em que a alga teve seu

crescimento maximo no tempo de 96 h.

Figura 2. Taxa de crescimento de Chlamydomonas acidophila em diferentes pHs, através de densidade
de células (cél./L). As barras de erro indicam o desvio padrdo das médias (n=3). A temperatura foi
mantida constante (22%2 °C).
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Fonte: Autora (2021).

Analisando esses resultados e o aspecto das amostras, verificou-se que os
dados de crescimento avaliados por espectrofotometria ndo puderam ser validados,
pois em pHs maiores que 8 as amostras turvaram em funcio da precipitacao de

metais, como verificado anteriormente por Naja & Volesky, (2009), interferindo na
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leitura por espectrofotometria. Assim, a avaliagao estatistica foi realizada somente

para os dados obtidos com contagem de células (densidade de células, cél./L).

Ainda, apesar da contagem de células necessitar de maior habilidade e
treinamento do cientista, bem como demandar mais tempo para a analise, este
trabalho enfatiza a importancia de estudos futuros considerarem o método de analise
em condicdes em que o pH é alcalino. Para pHs &cidos, entretanto, a avaliagdo por
densidade optica (espectrofotometria) é eficiente e recomendavel, como pbéde ser
verificado através da similaridade de carater acidofilico apresentado pela espécie em

ambos os testes.

A Tabela 3 mostra o resultado obtido através da ANOVA fatorial, no qual
identifica que além da variavel pH (p = 0,000000) e da variavel tempo (p = 0,000000),
a interagao entre as variaveis também influencia na taxa de crescimento da alga (p =
0,030317). O resultado do teste Post-Hoc Tukey esta representado na Figura 3 e na

Tabela 4, de forma complementar.

Tabela 3. ANOVA fatorial dos dados da taxa de crescimento algal em relag&o as variaveis pH e tempo
de exposicao.

Degr. of SS MS F p
Freedom
Intercept 1 6,400608 6,400608 1235,219 0,000000
pH 10 2,148763 0,214876 41,468 0,000000
Tempo 2 0,307150 0,153575 29,638 0,000000
pH*Tempo 20 0,193798 0,009690 1,870 0,030317
Error 66 0,341996 0,005182
Total 98 2,991707

Fonte: Autora (2021).
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Figura 3. Taxas de crescimento de Chlamydomonas acidophila em diferentes pHs e tempo de
exposicao, avaliadas através do teste Tukey. As barras de erro indicam o desvio padrédo das médias
(n=3). As diferencgas estatisticas estdo apresentadas na Tabela 4.
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Fonte: Autora (2021).

Tabela 4. Resultado do teste Tukey, em relacdo a diferentes pHs e tempo de exposicdo. As
combinacdes de pH e tempo que aparecem com asterisco (*) em letras iguais representam auséncia
de diferenca significativa entre si (p>0,05).

pH [Tempo|a | b|c|d|e|f|g|/h|i|j|k|]l | m|n o
9 72h *

9 168h | * | *

0 168h | * [ * | *

9 96h B N R

8 168h | * | * | * | * | *
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A cepa apresentou crescimento em todos os pHs de 1 a 8, corroborando com

os resultados obtidos anteriormente Spijkerman, (2005), onde o mesmo verificou,

ainda, que a espécie apresentou dois maximos de crescimento distintos, um em pH 3
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e outro em pH 5-6. A cepa de C. acidophila estudada demonstrou, entretanto,
crescimento no pH 0 e tempo de exposicdo de 72 e 96 h e no pH 9 e tempo de
exposicao de 96 h, onde esses dois ndo apresentaram diferenga significativa entre si,
mas apresentaram crescimento menos eficiente quando comparados aos demais.
Esses resultados sdo comparativamente semelhantes aos descritos para a alga
isolada de um floco vulcanico no Japao, onde a apresentou crescimento entre os pHs
1 e 9 (SATAKE & SAIJO, 1974; NISHIKAWA & TOMINAGA, 2001). Chen et al., 2017
verificaram anteriormente que cada microrganismo possui um pH ideal para seu
crescimento, e as taxas de crescimento do mesmo diminuem a medida que o pH se

desvia dele.

As taxas de crescimento entre os pHs 2 e 6 foram consideravelmente altas,
onde apresentaram semelhanga significativa entre todas as combinag¢des pH-tempo
de exposicado, com excecao das combinagdes pHs 2, 5 e 6 e tempo de exposig¢ao de
168 h e pH 5 no tempo de exposicao de 96 h. Por meio dos testes estatisticos foi
possivel avaliar de forma integrada os fatores de influéncia no crescimento (pH e
tempo de exposigdo), mostrando que, embora aparentemente haja diferengas nas

taxas de crescimento, varias delas ndo mostraram diferengas estatisticas entre si.

Apesar de aparentemente haver um maximo de crescimento algal, a estatistica
mostrou que ndo é significativamente diferente. Dessa forma, o melhor intervalo de
crescimento de Chlamydomonas acidophila ocorreu no intervalo entre os pHs 2 e 6.
Esse maximo crescimento nos pHs acidos pode estar relacionado a aclimatacao da
cepa a esse pH e a quantidade de nutriente disponivel. De acordo com Hargreaves &
Whitton (1976), Lane & Burris (1981) e Gensemer et al., (1993), condi¢cdes extremas
de pH influenciam a fotossintese, crescimento e assimilagdo de nutrientes em algas,
e para muitas espécies de algas, uma gama de valores externos de pH em que o
crescimento ideal é realizado, se correlaciona com as condi¢des de pH do lago do
qual a espécie foi isolada. Assim, grande parte dos organismos isolados de areas
impactadas sofreram algum tipo de selecao através de adaptacbes genéticas para

que prosperassem nesses ambientes.

O menor valor de taxa de crescimento encontrado ocorreu no pH 9 e tempo de
exposicao 168 h, sendo este significativamente equivalente ao pH 9 em 72 h e 96 h,
pH 0 em 168 h e 96 h, todas as combinacdes entre o pH 1 e os tempos de exposicao
e com os pHs 7 e 8 no tempo de 168 h. Comparando estes resultados com os
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resultados obtidos para o intervalo entre os pHs 2 e 6, pode-se confirmar que a cepa
de C. achidophila cresce numa gama elevada de pHs do neutro ou levemente alcalino
ao bem &cido, mas ndo mostra muita tolerancia a pHs alcalinos. Foi previamente
demonstrado que algas acidofilicas sdo capazes de manter um pH neutro intracelular
ao longo de uma ampla faixa de valores extremos de pH (GIMMLER, 2001;
GERLOFF-ELIAS et al., 2006) o que pode explicar a tolerancia desta espécie. De
acordo com Johnson (1998) e Grimmler (2001), microalgas que possuem pH étimo de
crescimento menor ou igual a 3 sao consideradas acidofilicas, enquanto aquelas que
podem crescer num pH abaixo de 4, mas vivem em pH neutro e fracamente alcalino
sdo conhecidas como acidotolerantes. Dessa forma, a alga C. acidophila pode ser

caracterizada como uma alga acidofilica e acidotolerante.

Em relacdo ao tempo de exposicao, foi possivel verificar que conforme
aumenta-se o tempo de exposi¢cdo da alga, independentemente do pH, a taxa de
crescimento diminui, sendo maxima em 72 h em todos os pHs, com excec¢ao dos pHs
1 e 9. Dessa forma, pode-se supor que além de haver um fator relacionado ao eventual
estresse do pH nao ideal para o crescimento da alga, o maior tempo de exposigao
gera o efeito esperado de menor crescimento por provavel esgotamento de nutrientes
e redugdo da irradidncia por auto-sombreamento. Dean et al., (2019) verificaram
através de estudos em lagoas contendo agua de DAM que a densidade celular de C.
acidophila foi amplamente diferenciada quando comparadas lagoas que possuiam alta
com aquelas que possuiam baixa disponibilidade de nutriente, principalmente fosfato
inorgéanico (PO4-P), sugerindo limitagao do crescimento devido a baixa disponibilidade
de PO4-P. Outros estudos mostraram altos niveis de PO4-P associados a lagos acidos
em areas com abundantes minerais FeS contendo PO4-P (SPIJKERMAN, 2008).
Assim, pode-se supor que um dos fatores que influencie na presenca de C. acidophila
em areas de DAM, seja a disponibilidade desse nutriente. Ainda, se o resultado dos
testes é satisfatério ja em 72 h, é preferivel que sejam feitos testes de toxicidade com
esse tempo de exposigao, para evitar possiveis interferéncia de esgotamento de

nutrientes e irradiancia.
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5.2. Experimento 2 - efeitos da temperatura no crescimento de C.

acidophila

A Tabela 5 apresenta o resultado da ANOVA fatorial em relagao as variaveis
pH, tempo de exposi¢cdo e temperatura, utilizados no teste da taxa de crescimento
algal. Para tal, foi possivel verificar que a interagdo entre as trés variaveis nao
influenciou no crescimento algal (p = 0,380709) mas a interagao entre duas variaveis,
sim, sendo essas: pH*temperatura (p = 0,007824) e temperatura*tempo (p =
0,000000). Ainda, a interacédo entre pH*tempo (p = 0,507288) nao foi significativa.
Dessa forma, fez-se o teste Post-Hoc apenas para as interacdes entre as variaveis
que tiveram p < 0,05. O resultado do teste Tukey, em relagdo as variaveis pH e

temperatura, esta representado na Figura 4.

Tabela 5. ANOVA fatorial dos dados de taxa de crescimento algal em diferentes combinag¢des de pH,
tempo de exposicao e temperatura.

SS Degr. Of MS F o]
Freedom

Intercept  4,874764 1 4874764  254,6426  0,000000
ph 0,417181 2 0,208591 10,8961  0,000073
temperatura 1,757951 3 0,585984 30,6100 0,000000
tempo 1,069438 2 0,534719 27,9321  0,000000
phitemperatur o 452795 6 0,075466 3,9421 0,001833
ph*tempo  0,056087 4 0,014022 0,7325 0,572785
temp‘:::tg"a*te 1,285380 6 0,214230 11,1907  0,000000
ph*;fgr":‘ift”r 0,265005 12 0,022084 1,1536 0,332773

Error 1,378336 72 0,019144

Fonte: Autora (2021).
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Figura 4. Taxas de crescimento de Chlamydomonas acidophila em diferentes pHs e temperaturas,
avaliadas através do teste Tukey. As barras de erro indicam o desvio padrao das médias (n=3). Letras
iguais sobre as barras representam auséncia de diferenca significativa entre as taxas e letras diferentes

representam diferencas significativas.
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Fonte: Autora (2021).

Diferentemente dos resultados obtidos por meio do teste que considerou

somente as variaveis pH e tempo de exposi¢cdo, onde o maximo crescimento algal

ocorreu no intervalo entre os pHs 2 e 6, quando considerada também a temperatura,

a maior taxa de crescimento ocorreu no pH 5 e na temperatura de 22° C, sendo essa

a combinacdo com maior diferenga significativa em relacdo as demais (Figura 4).

Como citado anteriormente, Spijkerman, (2005) verificou que a alga C. acidophila

cresce no intervalo de pHs entre 1 e 8, tendo dois maximos de crescimento distintos:

um em pH 3 e outro em pH 5-6. Possivelmente, sob condigcoes de estresse

acarretados da juncdo pH e temperatura, o crescimento algal no pH 5 foi menos

prejudicado. Ainda, sob essas condi¢des de pH, o efeito relativo da temperatura, em
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todas as temperaturas, foi menor. Como relatado por Moser & Weisse, (2011), perto
do limite inferior e superior de tolerancia ao pH, o efeito da temperatura é mais
importante, estreitando a largura do nicho de pH para espécies flageladas, caso a
temperatura se torne desfavoravel. Assim, nos pHs mais baixos, o efeito da

temperatura foi mais marcante.

De forma contrastante, a combinagao de fatores menos satisfatéria para a alga
ocorreu na temperatura de 40° C e pH 4, onde a taxa de crescimento foi negativa.
Gerloff-Elias et al., (2006) verificaram anteriormente que para C. acidophila, a étima
temperatura de crescimento é em torno de 20° C, e temperaturas a partir de 39° C
representam temperaturas letais, corroborando com o que foi verificado no presente
estudo. Entretanto, comparativamente, ha evidéncias contraditérias sobre a
temperatura 6tima para C. acidophila. As duas cepas usadas nos estudos de Moser
& Weisse (2011), mostraram taxas de crescimento relativamente altas a 25° C, mas
nao puderam ser aclimatadas a 27,5° C e acima de 30° C, o numero de células de
ambas as cepas diminuiu rapidamente. Neste estudo, entretanto, o crescimento da
alga foi satisfatorio na temperatura de 30 °C, apresentando o segundo melhor valor
de taxa de crescimento para a alga, em todos os pHs. Ainda, as combinagdes entre
os pHs e essa temperatura ndo apresentaram diferencga significativa entre si. Pollio et
al., (2005), verificou crescimento positivo de cepas de C. acidophila de diferentes

localidades até a temperatura de 34° C, com uma temperatura 6tima de 26° C.

Na temperatura de 15 °C, ainda, todas as combinagdes entre pHs e essa
temperatura apresentaram semelhanga significativa entre si, demonstrando que nesse
caso, independente do pH, a temperatura foi semelhantemente prejudicial para o
crescimento da alga, sendo essa a segunda temperatura menos satisfatoria para o

crescimento da algal.

Em todas as combinagdes entre os pHs e a temperatura de 40 °C, o valor da
taxa de crescimento para a alga foram minimos, quando comparado com as outras
temperaturas. A combinacao pH 3,6 e temperatura de 40 °C, que praticamente nao
apresentou taxa de crescimento, nao diferiu significativa das demais combinagdes
entre pHs e temperatura de 40 °C, sendo pH 4 e 40° C e pH 5 e 40° C. Apesar de nao
apresentar diferenga significativa, a combinagédo de pH 3,6 e 40 °C apresentou

diferencas visivel nas taxas de crescimento quando comparada as demais, onde a
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mesma apresentou crescimento proximo a 0 e as outras, negativa e positiva,

respectivamente.

O resultado do teste Tukey, em relagédo as variaveis temperatura e tempo de

exposicao, esta representado na Figura 5.

Figura 5. Taxas de crescimento de Chlamydomonas acidophila em diferentes temperaturas e tempo
de exposicao, avaliadas através do teste Tukey. As barras de erro indicam o desvio padrdo das médias
(n=3). Letras iguais sobre as barras representam auséncia de diferenca significativa entre as taxas e
letras diferentes representam diferengas significativas.
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Fonte: Autora (2021).

Em relagdo as variaveis tempo de exposigao e temperatura (Figura 5), a taxa
de crescimento da alga na temperatura de 15 °C e tempo de exposi¢cao de 72 h nao
foi significativamente diferente de todas as combinagdes, com excegcdo das
combinacdes entre 22°C e 72 h, 22°C e 96 h, 40 °C 96 e 168 h.
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Aparentemente, a combinacao de fatores que apresentou melhores condicdes
para o crescimento da alga ocorreu entre a temperatura de 22 °C e o tempo de
exposicao de 72 h. Entretanto, essa combinacdo nao apresentou diferenca
significativa em relagdo as combinagdes entre a temperatura de 22 °C em 96 e 168 h,
30°Cem 72,96 e 168 h e 40 °C em 72 h. Ainda, considerando somente o tempo de
exposicao de 72 h, as temperaturas 22° C, 30° C e 40° C nao apresentaram diferenca
significativa entre si, podendo entdo demonstrar que além da temperatura, como ja
citado anteriormente por Gerloff-Elias et al., (2006), o tempo de exposigao também
influencia na taxa de crescimento algal para C. acidophila. Essa influéncia pode estar
relacionada com limitagdo por nutrientes em maiores tempos de exposicao, além de

eventual limitagao por luz devido ao auto-sombreamento e quimica da agua.

Em contraste, a combinagao entre a temperatura de 40 °C e o tempo de
exposicao de 168 h foi a menos favoravel para o crescimento da alga, sendo essa a
combinagdo mais diferente significativamente das demais e a unica combinagao em
que a taxa foi negativa. Nas temperaturas mais favoraveis para a alga (22°C e 30°C),
ocorreu um padrdo de leve diminuigdo na taxa de crescimento da alga conforme o
tempo de exposicdo aumentou. Entretanto, na temperatura de 40° C essa queda foi
abrupta, onde no tempo de exposi¢cdo de 72 h a taxa foi positiva, em 96 h foi quase
zero e em 168 h, negativa. Assim, podemos verificar que o efeito do tempo de

exposicao se torna mais abrupto em temperaturas que néo séo favoraveis para a alga.

Ainda, na temperatura de 40° C ocorreu a excegao entre as demais, onde todos

os tempos de exposi¢cao apresentaram diferenga significativa entre si.

5.3. Experimento 3 — efeitos da toxicidade do zinco no crescimento de C.

acidophila

Os resultados da ANOVA fatorial (Tabela 6) mostraram que o pH, o tempo de
exposicao e a concentracdo de zinco interferem no crescimento da alga, mas a
interacdo entre os trés parametros, néo (p = 0,084127). Dessa forma, fez-se o teste
Tukey para o proximo nivel mais alto de interagcéo entre as variaveis, sendo esses:
pH*concentragao (p = 0,000000), pH*tempo (p = 0,000000) e concentragao*tempo (p

=0,000000). Os resultados estao representados nas Figuras 6, 8 e 9 respectivamente.
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Tabela 6. Dados da ANOVA fatorial realizada com as taxas de crescimento de Chlamydomonas
acidophila em diferentes combinacdes de pH, tempo de exposicédo e concentragao de zinco, geradas
com medigdes da densidade éptica dos cultivos a 750 nm.

Intercept

pH

concentragao

tempo

pH*concentragao

pH*tempo

concentragao*tempo

pH*concentragao*te

mpo

Error

SS

21,33772

4,37570

5,72304

1,04517

1,95676

0,98788

0,77147

0,39555

1,32856

Degr. Of

Freedom

1

24

120

MS

21,33772

1,45857

1,43076

0,52258

0,16306

0,16465

0,09643

0,01648

0,01107

1927,296

131,743

129,231

47,202

14,728

14,871

8,710

1,489

0,000000

0,000000

0,000000

0,000000

0,000000

0,000000

0,000000

0,084127

Fonte: Autora (2021).
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Figura 6. Taxas de crescimento de Chlamydomonas acidophila em diferentes pHs e concentragées de
zinco, medidas pela variagcdo da densidade 6ptica a 750 nm e avaliadas através do teste Tukey. As
barras de erro indicam o desvio padrdo das médias (n=3). Letras iguais sobre as barras representam
auséncia de diferenca significativa entre as taxas e letras diferentes representam diferengas
significativas. C1 = 0,0000505, C2 = 0,0599, C3 = 0,1199, C4 = 0,2398 e C5 = 0,4796.
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Fonte: Autora (2021).

A partir da interagéo entre as variaveis pH e concentragéo de zinco (Figura 6),
verificou-se que no pH 6 o crescimento da alga nas concentragdes C4 e C5 foram
estatisticamente equivalentes entre si, e ainda, com a combinagcdo pH 7 e
concentracdo C5. Na combinacdo pH 6 e C2 o crescimento foi estatisticamente
equivalente a combinacao pH 8 e C5. A menor taxa de crescimento ocorreu no pH 3,6
e C4, que mesmo apresentando um valor negativo, mostrou equivaléncia estatistica
com as combinacdées pH6 e C4, pH6 e C5e pH 7 e C5.

A exposicéo de C. acidophila a todas as concentragdes de zinco, em termos de

crescimento ao longo de um periodo de 72, 96 e 168 h, demonstra claras diferencas
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na taxa de crescimento algal entre controles e experimentos nos quais microalgas
foram expostas a metais toxicos. Além disso, a inibicdo do crescimento foi

essencialmente proporcional a concentracdo do metal.

A taxa de crescimento algal variou bastante quando comparados os pHs acidos
e os pHs neutro e alcalino; enquanto nos menores pHs a concentragao de zinco C4
representou os menores valores de crescimento para a alga, nos maiores pHSs, isso
ocorreu na concentracao C5. A partir desses resultados podemos supor que em pHs
mais acidos, uma menor concentragcédo de zinco ja interfere no crescimento da alga.
Campbell & Stokes (1985) demonstraram anteriormente que em ambientes acidos, é
provavel que haja uma maior concentragdo de metais pesados, uma vez que a
solubilidade dos mesmos, em geral, aumenta acentuadamente, representando maior
biodisponibilidade. Ao mesmo tempo, a superficie de ligagcado e taxa de absorgao de
metais pesados por células é significativamente reduzida pois o baixo pH provoca
lixiviagdo de metais das superficies (PETERSON et al., 1984; GADD, 1986).

Figura 7. Especificagdo do zinco em fungéo do pH em solugdo aquosa. Baseado em ERTEN-UNAL et

al., (1998).
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Fonte: Philippi (2014).

As combinacdes entre a concentracdo C3 e os pHs 7 e 8 s6 foram
significativamente semelhantes entre si e entre a concentragdo C1 no pH 7, as quais

apresentaram os maiores valores de taxa de crescimento da alga C. acidophila. Esse
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resultado corrobora com Erten-unal et al., (1998), que demonstrou que gracas a
especiacao do zinco em funcao do pH, esse metal fica mais dissolvido e biodisponivel
em baixos pHs e tende a ficar insoluvel, na forma de hidroxidos especialmente em
pHs acima de 7, e dessa forma, sendo mais toxico para os organismos nos menores
pHs.

Figura 8. Taxas de crescimento de Chlamydomonas acidophila em diferentes pHs e tempo de
exposi¢do, medidas pela variagéo da densidade 6ptica a 750 nm e avaliadas através do teste Tukey.
As barras de erro indicam o desvio padrdo das médias (n=3). Letras iguais sobre as barras representam

auséncia de diferenca significativa entre as taxas e letras diferentes representam diferencas
significativas.
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Essa especiagao do zinco pode ser exemplificada pela Figura 7, onde verifica-
se que nos menores pHs o zinco esta mais presente na forma de cation (Zn?*), no

qual ele é mais soluvel e estda mais biodisponivel, sendo assim mais facilmente
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absorvido pela alga. Em pHs mais elevados, o zinco assume outras formas, que sao
menos solluveis e, portanto, menos biodisponiveis, diminuindo a possibilidade de
absorgao desse metal pelo organismo. Dessa forma, em pHs maiores, a toxicidade do

zinco para a alga é mascarada em fungao da sua especiagao relacionada ao pH.

Considerando a interagao entre as variaveis pH e tempo de exposi¢ao (Figura
8), nos pHs 3,6 e 6 o crescimento ndo apresentou diferenga significativa em nenhum
dos tempos de exposicdo, ainda que o menor crescimento entre todos os tratamentos
esteve representado na combinacao pH 3,6 e 168 h. A maior taxa de crescimento
algal, entretanto, ocorreu na combinagdo pH 7 e 72 h, sendo estatisticamente
equivalente a combinacao pH 8 e 72 h. Esses valores de pH também nao diferiram

significativamente entre si quando considerados no tempo de exposigcao de 96 h.

A medida que o tempo de exposicdo da alga ao metal aumentou, sua taxa de
crescimento diminuiu, sendo maximo no tempo de 72 h € minimo no tempo de 168 h
em todos pHs, com excecdo do pH 3,6, onde a maior taxa ocorreu no tempo de
exposicao de 96h. Schneider (2006) verificou que os metais podem oxidar-se
rapidamente, convertendo-se as formas solluveis, situagdo em que sao
particularmente perigosos. Ainda, conforme citado anteriormente por Erten-unal et al.,
(1998), gracas a especiacéo do zinco em fungado do pH, o metal fica mais dissolvido e
biodisponivel em baixos pHs e tende a ficar insoluvel em pHs acima de 7, dessa forma,
sendo mais toxico para os organismos nos menores pHs. Assim, o presente estudo
pdde verificar os efeitos conjuntos da toxicidade do zinco em fungédo dos pHs e da
influéncia do tempo de exposigao ao zinco para o crescimento da alga C. acidophila.
Além disso, verificou-se que em pH neutro e alcalino o tempo de exposicao influenciou

mais o crescimento de algas do que em pH acido.
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Figura 9. Taxas de crescimento de Chlamydomonas acidophila em diferentes tempos de exposicédo e
concentracdes de zinco, medidas pela variagdo da densidade Optica a 750 nm e avaliadas através do
teste Tukey. As barras de erro indicam o desvio padrdo das médias (n=3). Letras iguais sobre as barras
representam auséncia de diferenga significativa entre as taxas e letras diferentes representam
diferencas significativas. C1 = 0,0000505, C2 = 0,0599, C3 = 0,1199, C4 = 0,2398 e C5 = 0,4796.
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Fonte: Autora (2021).

Em relacdo a interacdo entre concentracdo de zinco e tempo de exposicao
(Figura 9), ndo houve diferenga significativa no crescimento algal entre as
concentracdes C4 e C5 em nenhum dos tempos de exposi¢cdo. O crescimento na
concentracao C1 em 168 h ndo mostrou diferenga significativa do verificado para a C2
em 168 h e C4 em 96 h, e a concentracao C1 em 96 h nao diferiu significativamente

do verificado para a concentracdo C2em 72 he C3 em 96 h.

A maior taxa de crescimento ocorreu na concentracdo C3 em 72 h, sendo
estatisticamente equivalente a obtida na combinacdo C1 em 72 h. Em contrapartida,
a menor taxa foi verificada na concentracdo C5 em 168 h, sendo essa estatisticamente

equivalente as obtidas nas combinacbes de C4 e C5, em todos os tempos de



46

exposicdo. De acordo com Pedias et al., (1992) e Malavolta, (1981), o zinco € um
micronutriente essencial, que em baixas quantidades é essencial no desenvolvimento
da vida animal e vegetal. Atua em fungbes enzimaticas, sintese de DNA, RNA e
proteinas, metabolismo de carboidratos, na divisdo e crescimento das células, entre
outras fungdes. Em altas concentracdes, entretanto, pode produzir efeitos contrarios,

tornando-se toxico.

Ainda, foi possivel verificar que para todas as concentracdes de zinco, com
excegao da concentragdo C4, conforme aumentou-se o tempo de exposi¢cao da alga
ao mesmo, ele se tornou mais téxico, fazendo com que a taxa de crescimento
diminuisse. Barbosa et al., (2000) reconheceram que para quantificar os niveis de
tolerancia dos organismos a ingestdo de metais pesados, além da intensidade, a
duragao de exposicdo dos mesmos aos metais deve ser considerada, uma vez que
sao fatores que influenciam na toxicidade do metal para o organismo. Moreno-Garrido
et al, (2000) e Monteiro et al., (2011) concluiram que em algas verdes e em
diatomaceas, que sdo as microalgas mais comumente utilizadas para testes de
toxicidade, o teste em sua forma mais padrao é feito através da medi¢ao da diminuicao
na taxa de crescimento ou na biomassa celular final, provocada pela exposi¢ao ao
metal de 48 a 96 h. Assim, com os resultados do presente estudo, pode-se considerar
que quanto mais tempo a alga esteve exposta ao zinco, maior foi a probabilidade de

efeitos toxicos afetarem a mesma, sugerindo o aparecimento de efeitos crénicos.

Por fim, acredita-se que a alga estava adaptada a concentragdes de zinco
semelhantes a C1 e C3, mas concentracoes de C4 e C5 se tornaram tdxicas para ela.
O efeito tdéxico foi mais intenso em pHs mais baixos e em maiores tempos de
exposi¢ao, mas a toxicidade pode ser verificada ja em 72 h, indicando que essa alga,
nas condigdes experimentadas, ja manifesta efeito tdxico do zinco em testes
relativamente rapidos, ndo sendo necessario esperar por mais tempo para verificar

toxicidade significativa.

5.4. Parametros ecotoxicolégicos (CEs)

Os resultados para CEsg, CENO e CEO para cada tempo de exposigao (72 h, 96

h e 168 h) estéo representados nas Tabelas 7, 8 e 9, respectivamente.
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Tabela 7. Valores de CEsy, CENO e CEO calculados para os testes de toxicidade de zinco sobre
Chlamydomonas acidophila no tempo de exposicao de 72 h.

oH  CEw (gl CENO CEO
(g/L) (g/L)

36  0,0786 0,0599  0,1199

0,0793 0,0599  0,1199

0,2334 0,199  0,2398

0,2270 0,199  0,2398

Fonte: Autora (2021).

No tempo de exposigao de 72 h (Tabela 7), a menor CEso foi encontrada no pH
3,6 (0,0786 g/L) e a maior no pH 7 (0,2334 g/L). Quanto menor o valor de CEso, maior
o efeito toxico para a alga. Os valores de CENO foram iguais para os pHs 3,6 e 6
(0,0599 g/L) e iguais para os pHs 7 e 8 (0,1199 g/L). De forma semelhante, o CEO foi
igual para os pHs 3,6 e 6 (0,1199 g/L) e para os pHs 7 e 8 (0,2398 g/L).

Tabela 8. Valores de CEsy, CENO e CEO calculados para os testes de toxicidade de zinco sobre
Chlamydomonas acidophila no tempo de exposicao de 96 h.

oH  CEa(gl) CENO CEO
(g/L) (g/L)

3,6  0,0544 0,0364  0,0599

0,1169 0,199  0,0599

0,2343 0,2398  0,1199

0,2578 0,4796  0,2398

Fonte: Autora (2021).

No tempo de exposi¢cao de 96 h (Tabela 8), a menor CEso foi obtida para o pH
3,6 (0,0544 g/L) e a maior para o pH 8 (0,2578 g/L). Tanto no pH 3,6 quanto no pH 6,

o valor de CEO f0i 0,0599 g/L, enquanto os valores de CENO foram os menores dentre
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os demais, sendo 0,0364 g/L e 0,1199 g/L, respectivamente. A CEO foi de 0,1199 g/L
no pH 7 e 0,2398 g/L no pH 8. A CENO foi de 0,4796 g/L no pH 8, enquanto no pH 7
foi 0,2398 g/L.

Tabela 9. Valores de CEsy, CENO e CEO calculados para os testes de toxicidade de zinco sobre
Chlamydomonas acidophila no tempo de exposicao de 168 h.

CEso CENO CEO
(g/L) (g/L) (glL)

36  0,0977 0,1199  0,0599

0,1717 0,2398  0,1199

0,2296 0,2398  0,1199

0,2676 0,4796  0,2398

pH

Fonte: Autora (2021).

No tempo de exposigao de 168 h (Tabela 9), a menor CEs foi obtida para o pH
3,6 (0,0977 g/L) e a maior no pH 8 (0,2676 g/L). Os valores de CEO e CENO foram
iguais paraos pHs 6 e 7 (0,1199 g/L e 0,2398 g/L, respectivamente). Para o pH 3,6 a
CENO foi 0,1199 g/L e a CEO 0,0599 g/L, enquanto para o pH 8 a CENO foi de 0,4796
g/L e a CEO 0,2398 g/L.

A capacidade de uma microalga de resistir a agao toxica de um metal pesado
pode ser avaliada por meio de seu valor CEsp (TORRES et al., 2000). De acordo com
Monteiro et al., (2011), esses efeitos toxicos aparentemente dependem das espécies
de microalgas e da concentragdo do metal, além do tempo de contato, e ainda, a
interacdo entre concentragcdes do metal e o pH. Como ja citado anteriormente por
Schneider (2006), em ambientes aquaticos, o pH pode ser considerado uma das
variaveis ambientais mais importantes, uma vez que interfere na estrutura da biota,
nos processos bioquimicos, na solubilidade de sais e na especiagdo geoquimica dos

metais, condicionando a biodisponibilidade dos mesmos.

A Figura 10 representa um copilado dos valores de CEso de forma com que
possamos comparar a toxicidade do zinco para a alga em cada pH e tempo de

exposicao. Assim, € possivel verificar que a CEsp se mantém relativamente baixa nos
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menores pHs (3,6 e 6) para os trés tempos de exposi¢cdo. Entretanto, conforme
verificamos para maiores pHs, a CEsp aumenta, indicando que ha uma diminuicdo da
toxicidade do zinco para a alga. Isto esta certamente relacionado com a menor
biodisponibilidade do zinco nesses pHs em fungao da especiagao quimica dependente
do pH. Ainda, no pH 8 foi possivel verificar o aumento do CEsp com o aumento do
tempo de exposi¢ao. Esse resultado é interessante, uma vez que estudos anteriores
verificaram que o tempo de exposi¢cao do organismo ao metal influencia positivamente

na toxicidade.

Figura 10. Variagado dos valores de CEsp de zinco para Chlamydomonas acidophila em diferentes pHs
e diferentes tempos de exposigéao.
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Fonte: Autora (2021).

A Tabela 10 representa os valores de CEsono pH 3,6, convertidos em uM para
fim de comparagé&o com outros estudos. A partir da mesma, é possivel verificar que ja
no menor pH, o qual foi demonstrado anteriormente que apresentou o menor valor de
CEso, ou seja, onde o efeito do zinco foi mais toxico para a alga, a alga C. acidophila
apresentou elevada tolerancia ao metal, quando comparado com outras espécies de

microalga, tanto no tempo de exposigao de 72 quanto de 96 horas.
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Tabela 10. Comparacéao dos valores de CEsg encontrados para a cepa de Chlamydomonas acidophila
com outros estudos, nos quais foram utilizadas a mesma ou outras espécies, a partir do tempo de
exposi¢éo ao zinco de 72 e 96 horas e pH 3,6.

Tempo de
exposi¢ao ao Organismo CEso (UM) Referéncias
zinco
Chlamydomonas acidophila  1203,18 Presente estudo
Chlamydomonas sp. 2958,80 SILVA etal, 2010
ROJCKOVA-
72 h ]
Chlorella kessleri 14,00 PADTROVA &
MARSALEC, 1999
ROJCKOVA-
Raphidocelis subcapitata 4,90 PADTROVA &
MARSALEC, 1999
Chlamydomonas acidophila 832,70 Presente estudo
MONTEIRO et al.,
96 h Scenedesmus obliquus 260,00
2011
] MONTEIRO et al.,
Desmodesmus pleiomorphus 74,50 2011

Fonte: Autora (2021).

Segundo Dean et al., (2019), a cepa de C. acidophila pode tolerar altas
concentracoes de outros metais, como Cd e Cu. Comprando a mesma com outros
géneros de algas tolerantes a ambientes acidos, € possivel verificar que a tolerancia
ao Zn de C. acidophila foi maior do que a relatada para Chlorella protothecoides var.
acidicola e E. mutabilis. Entretanto, ambas as cepas mostraram uma tolerancia ao Cu
mais alta do que C. acidophila (JOHNSON, 2012). Assim, a alga Chlamydomonas

acidophila pode ser considerada uma espécie tolerante a metais pesados.
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. CONCLUSOES

A alga Chlamydomonas acidophila apresentou crescimento significativo no
intervalo de pHs entre 1 e 8, tendo seu maximo entre os pHs 2 e 6,
caracterizando-a como uma alga acidofilica e acidotolerante;

Sob estresse do pH e da temperatura, apresentou seu maximo crescimento no
pH 5 e temperatura de 22 °C;

A temperatura de 22 °C foi considerada étima para o crescimento da alga, mas
no tempo de exposigado de 72 h, ndo apresentou diferenga significativa dos
resultados obtidos para temperaturas de 30 °C e 40 °C;

Nos tempos de exposi¢cado de 96 h e 168 h, a temperatura de 40 °C demonstrou
ser maléfica para o crescimento da alga. Assim, mostrando que a interagcéo
entre temperatura e tempo de exposi¢éo influenciam no crescimento da alga;
As concentragdes de zinco C3 e C1 ndo se mostraram tdxicas para a
Chlamydomonas acidophila, confirmando uma tolerancia ao zinco por essa
alga, ja que para outras espécies, especialmente as padronizadas para testes
ecotoxicoldgicos, essas concentragdes ja se mostram efetivas;

Para todos os testes, a interacdo entre as variaveis e tempo de exposi¢ao
influenciaram no crescimento da alga de forma significativa;

O valor da CEsp de zinco aumenta diretamente com o aumento do pH,
indicando que mesmo presente em concentragdes originalmente elevadas, a
especiacdo do zinco em pHs mais elevados torna esse metal menos

biodisponivel e, portanto, mascarando o efeito toxico.
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Composigéo das solugbes estoque do meio acido modificado M.A.E (pH 3.6). Retirado de Olavenson
& Nalewajko (2000).

Solucgao Estoque Preparo da Sol. Estoque Volume
(ml/L)
1. (NH4)2S0O4 50 g/L 10 mL
2. CaClz2. 2H20 1g/L 10 mL
3. MgSOs. 7H20 50 g/L 10 mL
4. KH2PO4 30 g/L 10 mL
5. NaCl 3g/lL 10 mL
6. Na2 EDTA 20 g/L 0.5mL
7. Metais Tracos Tabela abaixo 1mL
8. FeS0s. 7H20 4.98 g/L 1 mL
H2SO4 - 1mL
9. Vitaminas F/2 Tabela abaixo 1 mL
Composicao dos metais tragos
Componente gl/Litro
1. H3BO3 2.86
2. MnCl2.4H20 1.81
3. ZnS04.7H20 0.222
4. NaMo004.2H20 0.390
5. CuS04.5H20 0.079
6. Co(NO3)2.6H0 0.0494
Composicao da Vitamina F/2
Solugao Estoque Preparo da Sol. Estoque /100ml
1. Biotina 0.1 mg/mL 1mL/100mL
2. Vitamina B12 5mg/mL 0.1mL/100mL
3. Tiamina HCL

20mg/100mL
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Variacédo na Taxa de crescimento (u) de Chlamydomonas acidophila, de acordo com diferentes pHs e

em 3 tempos de exposigdo. Somente os valores de 0 a 9 de pH foram utilizados para as analises.

Tempo M Desvio
Réplica pH M Crescimento M Média
(h) padrao

1 0 72 0,176876084  0,166303464 0,038187471
2 0 72 0,12394361

3 0 72 0,198090698

1 0 96 0,190201457  0,112174877 0,067606082
2 0 96 0,0710469

3 0 96 0,075276273

1 0 168 -0,004941635 -0,038272124 0,029283013
2 0 168 -0,050007486

3 0 168 -0,059867251

1 1 72 0,062377705  0,103538589 0,049893697
2 1 72 0,159029161

3 1 72 0,089208902

1 1 96 0,246385201 0,194637452 0,073431076
2 1 96 0,110593561

3 1 96 0,226933594

1 1 168 0,111757127  0,116394253 0,052757706
2 1 168 0,171317457

3 1 168 0,066108174

1 2 72 0,474838525  0,474634496 0,105705913
2 2 72 0,368826717

3 2 72 0,580238247

1 2 96 0,332436729  0,341298843 0,053410597
2 2 96 0,292873594

3 2 96 0,398586206

1 2 168 0,228876944 0,22749938 0,07198702
2 2 168 0,154833465

3 2 168 0,298787732

1 3 72 0,474369445  0,510354888 0,05330983
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Variacdo na Taxa de crescimento (u) de Chlamydomonas acidophila, de acordo com diferentes pHs,

temperaturas e em 3 tempos de exposigéo.

Temperatura Tempo M Desvio
Réplica pH M Crescimento M Média .
(°C) (h) padrao
1 3,6 15 72 0,285816744 0,204919013 0,143477036
2 3,6 15 72 0,039261012
3 3,6 15 72 0,289679282
1 3,6 22 72 0,311436412 0,296293921 0,129530517
2 3,6 22 72 0,159857693
3 3,6 22 72 0,417587656
1 3,6 30 72 0,366204096 0,376683061 0,10357155
2 3,6 30 72 0,485095744
3 3,6 30 72 0,278749341
1 3,6 40 72 0,46209812 0,24163908 0,203570736
2 3,6 40 72 0,202045268
3 3,6 40 72 0,060773852
1 3,6 15 96 0,190535013 0,116109128 0,090648776
2 3,6 15 96 0,015156155
3 3,6 15 96 0,142636215
1 3,6 22 96 0,215050316 0,210477387 0,076769864
2 3,6 22 96 0,131523274
3 3,6 22 96 0,284858571
1 3,6 30 96 0,379086872 0,318244382 0,06628939
2 3,6 30 96 0,328046597
3 3,6 30 96 0,247599676
1 3,6 40 96 0,467950544 0,151709074 0,29953116
2 3,6 40 96 0,114883082
3 3,6 40 96 -0,127706406
1 3,6 15 168 0,265821763 0,176708163 0,096181455
2 3,6 15 168 0,074749735
3 3,6 15 168 0,189552992
1 3,6 22 168 0,204392303 0,218580882 0,038154931
2 3,6 22 168 0,189552992
3 3,6 22 168 0,261797352
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Variacdo na Taxa de crescimento (u) de Chlamydomonas acidophila, de acordo com diferentes pHs,

concentragdes de zinco e em 3 tempos de exposicdo. A temperatura foi fixada em 22°C.

Concentragao M Desvio
Réplica pH . Tempo (h) p Crescimento . .
de zinco Média padrao
1 3,6 C1 72 0,85129984 0,5358 0,297622777
2 3,6 C1 72 0,496025685
3 3,6 C1 72 0,260052853
1 3,6 C2 72 0,23104906 0,2403 0,085517508
2 3,6 C2 72 0,330132901
3 3,6 C2 72 0,159857693
1 3,6 C3 72 0,291822912 0,3149 0,044485944
2 3,6 C3 72 0,366204096
3 3,6 C3 72 0,286733755
1 3,6 C4 72 -0,044510464 -0,2602 0,193251371
2 3,6 C4 72 -0,318503815
3 3,6 C4 72 -0,417587656
1 3,6 C5 72 -0,026680903  0,1086 0,118822922
2 3,6 C5 72 0,195928888
3 3,6 C5 72 0,156667876
1 3,6 C1 96 0,706193619  0,4224 0,268145308
2 3,6 C1 96 0,387649353
3 3,6 C1 96 0,173286795
1 3,6 C2 96 0,237270139 0,2147 0,097663675
2 3,6 C2 96 0,29906269
3 3,6 C2 96 0,107695729
1 3,6 C3 96 0,257404854  0,2663 0,076161037
2 3,6 C3 96 0,34657359
3 3,6 C3 96 0,195039639
1 3,6 C4 96 0,055785888  -0,0009 0,121040013
2 3,6 C4 96 0,0813556
3 3,6 C4 96 -0,139903947
1 3,6 C5 96 0,11989327 0,1536 0,047743533
2 3,6 C5 96 0,208227281
3 3,6 C5 96 0,132657063
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0,343206472
0,120000911
0,127664084
0,575646273
0,514597033
0,542263425
0,564695618
0,407310135
0,783873554
0,775585502
0,770685913
0,76162615
0,503725755
0,509220482
0,528241058

0,1761

0,0518

0,6948

0,7593

1,0571

0,3668

0,197

0,5442

0,5853

0,7693

0,5137

73

0,023938561

0,037625146

0,076617521

0,272587736

0,038945442

0,07789471

0,126713567

0,030569193

0,189124812

0,007082241

0,012864515



W N = WODN =2 WODN =2 0ON =2 ON -~ ODN -~

0 0 0 00 00 00 0 00 0 0 00 O 0 00 0 0 0 00

C5
C5
C5
C1
C1
C1
C2
C2
C2
C3
C3
C3
C4
C4
C4
C5
C5
C5

96

96

96

168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168
168

0,288169877
0,181484251
0,181484251
0,32077524
0,274544657
0,354986664
0,382723238
0,368602404
0,447927745
0,539784516
0,518969998
0,433793467
0,328940728
0,335152886
0,373248574
0,171996115
0,072975089
0,116901475

0,217

0,3168

0,3998

0,4975

0,3458

0,1206

74

0,061594975

0,040370379

0,042315355

0,056158093

0,023989781

0,049615371




Apéndice lll

Valores Critico para o teste de Cochran (1950), com nivel de significancia de 5%. O valor de n = nimero de observagdes em cada um dos k grupos.

75

K 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 17 37 145 %

2 0,9985 0,9750 0,9392 0,9057 0,8772 0,8534 0,8332 0,8159 0,8010 0,7880 0,7341 0,6602 0.5813 0,5000
3 0,9669 0,8709 0,7977 0,7457 0,7071 0,6771 0,6530 0,6333 0,6167 0,6025 0,5466 0,4748 0,4031 0,3333
4 0,9065 0,7679 0,6841 0,6287 0,5895 0,5598 0,5365 0,5175 0,5017 0,4884 0,4366 0,3720 0,3093 0,2500
5 0,8413 0,6838 0,5931 0,5441 0,5065 0,4783 0,4564 0,4387 0,4241 0,4118 0,3645 0,3066 0,2513 0,2000
6 0,7808 0,6161 0,5321 0,4803 0,4447 0,4194 0,3980 0,3817 0,3682 0,3568 0,3135 0,2612 0,2119 0,1667
7 0,7271 0,5612 0,4800 0,4307 0,3974 0,3726 0,3535 0,3384 0,3299 0,3154 0,2756 0,2278 0,1833 0,1429
8 0,6798 0,5157 0,4377 0,3910 0,3595 0,3362 03185 0,3043 0,2926 0,2829 0,2462 0,2022 0,1616 0,1250
9 0,6385 0,4775 0,4027 0,3584 0,3286 0,3067 0,2901 0,2768 0,2659 0,2568 0,2226 0,1820 0,1446 0,1111
10 0,6020 0,4450 0,3733 0,3311 0,3029 0,2823 0,0666 0,2541 0,2439 0,2353 0,2032 0,1655 0,1308 0,1000
12 0,5410 0,3924 0,3264 0,2880 0,2624 0,2439 0,2299 0,2187 0,2098 0,2020 0,1737 0,1403 0,1100 0,0833
15 0,4709 0,3346 0,2758 0,2419 0,2195 0,2034 0,1911 0,1815 0,1736 0,1671 0,1429 0,1144 0,0889 0,0667
20 0,3894 10,2705 0,2205 0,1921 0,1735 0,1602 0,1501 0,1422 0,1357 0,1303 0,1108 0,0879 0,0675 0,0500
24 0,3434 0,2354 0,1907 0,1656 0,1493 0,1374 0,1246 0,1216 0,1160 0,1113 0,0942 0,0743 0,0567 0,0417
30 0,2929 10,1980 0,193 0,1377 0,1237 0,1137 0,1061 0,1002 0,0958 0,0921 0,0771 0,0604 0,0457 0,0333
40 0,2370 0,1576 0,1259 0,1082 0,0968 0,0887 0,0827 0,0780 0,0745 0,0713 0,0595 0,0462 0,0347 0,0250
60 0,1737 0,1131 0,0895 0,0765 0,0682 0,0625 0,0583 0,0552 0,0520 0,0497 0,0411 0,0316 0,0234 0,0167
120 0,0998 0,0632 0,0495 0,0419 0,0371 0,0337 0,0312 0,0292 0,0279 0,0266 0,0218 0,0165 0,0120 0,0083
% 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000




