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Resumo 

Os herbicidas são substâncias capazes de controlar populações de plantas 

daninhas, uma vez que competem por luz, água, nutrientes e espaço físico com 

as culturas agrícolas. Estes podem permanecer no ambiente tempo suficiente 

para injuriar outras culturas, resultar em contaminação de solos, cursos d’água 

e causar efeitos danosos para organismos não-alvos, gerando desequilíbrios 

ecológico e biológico. O 2,4-D foi sintetizado durante a Segunda Guerra Mundial, 

com o propósito de aumentar a produção agrícola deste período. O ácido 2,4-

diclorofenoxiacético, de fórmula C8H6Cl2O3, está entre os herbicidas mais 

utilizados e estudados mundialmente. A linhagem Enterobacter ludwigii, é uma 

enterobactéria retirada de água presente em tanques de lavagens de 

embalagens de herbicidas e foi selecionada por degradar o 2,4-D. O objetivo 

deste trabalho foi avaliar se um ambiente extremo pode selecionar linhagens 

bacterianas com estratégias adaptativas. A taxa de degradação foi avaliada por 

cromatografia líquida. As atividades de CAT e SOD foram avaliadas em PAGE 

não-desnaturante. As taxas de malondialdeído (MDA) e peróxido de hidrogênio 

(H2O2) foram medidas em espectrofotômetro. Meio Mineral sem herbicida foi 

utilizado como controle. O Antibiograma foi analisado pelo método de discos de 

inibição. Através dos dados de peróxido de hidrogênio, foi possível observar que 

o herbicida em maior concentração, estava sendo o agente causador de estresse 

oxidativo. As taxas de MDA na maior concentração do herbicida, mostraram-se 

menores com o passar do tempo, possivelmente devido a uma mudança da 

permeabilidade da membrana celular em resposta à toxicidade do herbicida. 

Esta linhagem apresentou resistência em quatro dos cinco antibióticos 

selecionados. Esta linhagem de bactéria, apresentando degradação a um 

xenobiótico inédito a ela e resistência a antibióticos, torna-se um modelo de 

estudo interessante para a compreensão da evolução em ambientes com alta 

pressão seletiva. 

 

Palavras-chave: Biodegradação de herbicidas, peroxidação lipídica, resposta 

antioxidativa, lipídios de membrana, água de lavagem, 2,4-D. 

 

 



 

Abstract 

Herbicides are chemicals capable of controlling weeds in agricultural crops, as 

they compete with cultivars for light, water, nutrients and physical space. These 

products can remain in the environment long enough to injure other crops, 

resulting in soil and waterways contamination, and cause harmful effects to non-

target organisms, generating ecological and biological imbalances. The herbicide 

2,4-D (2,4-Dichlorophenoxyacetic acid, C8H6Cl2O3) was synthesized during 

World War II, with the purpose of increasing the agricultural production, and is 

one of the most widely used and studied herbicide worldwide. Enterobacter 

ludwigii is an enterobacterium isolated from water, used to wash herbicide flasks, 

and was found to degrade 2,4-D. The objective of this work was to evaluate if an 

extreme environment can select bacterial strains with adaptive strategies. The 

rate of degradation was obtained by liquid chromatography. The activities of CAT 

and SOD enzymes were evaluated on non-denaturing PAGE. The rates of 

malondialdehyde (MDA) and hydrogen peroxide (H2O2) were measured in a 

spectrophotometer. Mineral medium with no herbicide was used as control in all 

experiments. Antibiogram was analyzed by the method of agar diffusion using 

filter paper disks. Through the hydrogen peroxide data, it was possible to observe 

that the herbicide higher concentration was the agent causing oxidative stress. 

MDA rates at the highest concentration of the herbicide were lower over time, 

possibly due to a change in permeability in response to the toxicity of the 

herbicide. This strain showed resistance to four of the five selected antibiotics. 

This particular strain of bacterium, presenting degradation to a novel xenobiotic 

and resistance to antibiotics, becomes an interesting model for studying and 

understanding the evolution in environments with high selective pressure. 

Keywords: Herbicides biodegradation, lipids peroxidation, antioxidative 

response, membrane lipids, 2,4-D. 
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1.INTRODUÇÃO 

1.1. Agroquímicos e contaminação ambiental 

 

A utilização de agroquímicos iniciou-se em 1941, como arma química 

principalmente. Após à Segunda Guerra Mundial, começaram a ser utilizados 

como herbicidas, para controle de ervas daninhas de folhas largas (OLIVEIRA et 

al., 2011). 

A Legislação Brasileira define agroquímicos como substâncias utilizadas 

na produção, armazenamento e beneficiamento na agricultura, pastagem, 

proteção de florestas e outros ambientes, para preservá-los de seres nocivos. 

Também são considerados como agroquímicos as substâncias e produtos 

usados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores do 

crescimento (STOPELLI & MAGALHÃES, 2005).  

No mundo, cerca de 2,27 milhões de toneladas de agroquímicos são 

lançados anualmente no ambiente (VERCREAENE-EAIRMAL et al., 2010). Na 

última década, o Brasil alcançou a posição de maior consumidor mundial de 

agroquímicos (LONDRES, 2011; ANVISA, 2012; SBANO et al., 2013).  

Dentre os agroquímicos, os herbicidas são substâncias capazes de 

controlar populações de plantas daninhas em uma cultura agrícola, uma vez que 

competem por luz, água, nutrientes e espaço físico com as culturas (JUNIOR et 

al., 1997). Podem ser utilizados em pré-emergência ou pós-emergência. Neste 

último caso, o produto é absorvido em sua maior parte via foliar.  

Embora nenhum herbicida permaneça indefinidamente no ambiente, 

alguns podem apresentar persistência por tempo suficiente para limitar ou 

injuriar outras espécies de culturas, resultar em contaminação e causar efeitos 

danosos em organismos não-alvos (OLIVEIRA et al., 2011; VAN EERD et al., 

2003). Estima-se que apenas 0,1% dos agroquímicos atinjam o alvo; o restante 

permanece no ambiente, podendo causar a contaminação de solo e cursos 

d’água, ar e desequilíbrios biológicos e ecológicos (SHARMA et al., 2010; 

JARDIM et al., 2009).  
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Van der Linden et al. (2009) consideram que os métodos atuais de 

avaliação das taxas de lixiviação de herbicidas podem estar subestimando estes 

valores. Herbicidas podem ser deslocados a partir de sítios de aplicações. Estes 

compostos, quando encontrados em águas superficiais podem ser perigosos, 

atingindo organismos que não deveriam ser seus alvos primários (WITTMER et 

al., 2010).  

Segundo Chaves (2007), no ano de 1974, no Estado do Paraná, 

constatou-se que 84% de amostras colhidas nos rios apresentaram resíduos de 

herbicidas e que 78% desses resíduos mantiveram-se na água mesmo depois 

do tratamento convencional. Vörösmarty et al. (2010) relatam que 

aproximadamente 80% da população humana está exposta a herbicidas 

presentes na água. Além da contaminação ambiental, herbicidas podem alterar 

os nutrientes presentes no solo, o metabolismo e a diversidade de comunidades 

de micro e macro-organismos. Muitos destes compostos têm efeitos fisiológicos 

negativos em animais e especificamente em humanos, sendo que alguns são 

mutagênicos, cancerígenos e teratogênicos (BENSALAH et al., 2011).  

Os agroquímicos também podem prejudicar negativamente o ciclo de 

carbono e nitrogênio, essenciais para a manutenção da fertilidade do solo, 

devido a seu potencial efeito tóxico sobre a diversidade microbiana (DING et al., 

2009). 

 

1.2 Degradação 

 

O destino dos herbicidas no ambiente depende da sua taxa de aplicação, 

das suas propriedades físico-químicas, do transporte e processos de 

transformação no solo e na água (PAYRAUDEAU & GREGOIRE, 2012). Estes 

processos incluem oxidação abiótica e redução, hidrólise, biodegradação e 

fotólise (SCHNOOR et al., 1991). A persistência de um herbicida no solo 

depende de processos de dissipação, como a degradação, que podem estar 

relacionados com o metabolismo microbiano (NAKAGAWA et al., 2000).  

Quando ocorre a aplicação de um herbicida e a molécula ativa chega ao 

solo, ela pode sofrer processos de degradação e sorção. Os resultados desses 
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processos podem ser a absorção das moléculas pelas plantas ou lixiviação, 

podendo atingir solo e até cursos d’água subterrâneos. Também pode ocorrer a 

formação de outras moléculas, originadas pela degradação incompleta do 

herbicida, e que são considerados resíduos com diferentes graus de toxicidade 

(PRATA, 2000). O acúmulo de herbicidas no meio ambiente é dependente das 

condições físicas e químicas do solo, condições climáticas e microbiota presente 

no local (KONDA & PAZTOR, 2001). Os herbicidas podem influenciar ainda na 

expressão de genes responsáveis por ativar proteínas capazes de degradar 

herbicidas (SIMON & DANIEL, 2011; KOZDRÓJ & VAN-ELSAS, 2001).  

A contaminação ambiental é uma preocupação recorrente devido ao 

elevado e frequente uso de herbicidas. Para diminuição desta contaminação, 

alguns processos químicos ou biológicos podem ser adotados, como a 

biorremediação, que é um processo biotecnológico que consiste em inocular no 

solo, ou em outro ambiente, microrganismos capazes de metabolizar os 

xenobióticos, transformando-os em produtos menos tóxicos ao meio ambiente. 

A decomposição biológica dos herbicidas é a melhor e mais importante forma de 

remover esses xenobióticos do ambiente (DABROWSKA et al., 2004).  

Fungos e bactérias são os principais microrganismos degradadores de 

xenobióticos. Esses microrganismos podem degradar os poluentes em um efeito 

interativo, dependendo da biodiversidade encontrada no solo, como no 

cometabolismo ou no consórcio (SILVA, 2007; CHUKWUMA et al., 2012; PENNY 

et al., 2010).  

Outro processo de biorremediação é por bioaumentação, no qual há um 

aumento da biomassa microbiana que contém microrganismos capazes de 

degradar os xenobióticos. A biomassa pode ser obtida por meio de modificações 

genéticas nos microrganismos inseridos, ou pela indução de microrganismos 

indígenas para desenvolver mecanismos de degradação em ambiente natural 

(NYUK-MIN & JUNG-CHENG, 2012).  
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1.3 Caracterização do 2,4 D 

 

Como dito anteriormente, durante a Segunda Guerra Mundial (1939-

1945), os herbicidas foram utilizados como arma química e, a partir de então, 

ocorreu produção, expansão e síntese de diversos compostos químicos 

(STOPELLI & MAGALHÃES, 2005).  

Nos anos 40, iniciou-se a síntese do ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-

D) (Figura 1), desenvolvido com o objetivo de aumentar a produção agrícola 

(OLIVEIRA et al., 2011).  

 

                                  

Figura 1. Fórmula estrutural da molécula do ácido 2,4-D. 

 

Zimmerman e Hitchcock (1942), descreveram o 2,4 D pela primeira vez 

como regulador de plantas. Alguns agroquímicos tiveram seu uso proibido após 

a Guerra; a Agência de Proteção Ambiental dos EUA, proibiu o uso do ácido 

2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T), utilizado como agente-laranja juntamente 

com o 2,4-D, na Guerra do Vietnã e do fenoprop, em 1979, devido à potenciais 

riscos oncogênicos, teratogênicos e fetotóxicos (GINTAUTAS et al., 1992). 

Outros herbicidas pertencentes ao grupo de herbicidas ácidos fenoxialcanóicos, 

não tiveram seu uso proibido, sendo deste grupo, o 2,4-D um dos mais 

comumente utilizados no mundo (FRUMKIN, 2003; GINTAUTAS et al., 1992; 

WORTHING & HANCE, 1991). 
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O 2,4-D - C8H6Cl2O3, massa molecular = 221,0 g/mol (AMARANTE 

JUNIOR et al., 2003) é um ácido orgânico com pka de 2,6 e muito solúvel em 

água (SILVA et al., 2007). 

Os herbicidas disponíveis no mercado, utilizando 2,4-D contém este ácido 

fenoxi ativo em várias formas, incluindo ácido, sais e ésteres (TOMLIN et al., 

2009). A polaridade do 2,4-D está relacionada ao modo como se apresenta 

comercialmente, sendo que sua maior polaridade é obtida nas formas salinas 

(ANVISA, 2012). Os ésteres são mais ativos em comparação com ácidos e sais. 

No entanto, eles precisam ser incorporados logo após a aplicação pois tem a 

desvantagem de serem muito voláteis (PERNAK et al., 2012).  

 Baixas concentrações de 2,4-D são utilizadas como reguladoras de 

crescimento de plantas para induzir a formação de calos. A produção e o 

consumo do 2,4-D tem crescido rapidamente nos últimos anos, e em 2010, a 

produção deste herbicida atingiu 40.000 toneladas na China (LIU et al., 2013).  

De acordo com as Nações Unidas, o 2,4-D é produzido em 15 países, e 

faz parte da formulação de 231 produtos comerciais (BALAGUÉ et al., 2001). 

O 2,4-D tem sido pesquisado por cientistas e Agências reguladoras de 

diferentes governos por mais de seis décadas. Devido à longevidade e extensão 

de utilização, este herbicida está entre os agroquímicos mais profundamente 

estudados no que diz respeito às suas propriedades ambientais. Sua elevada 

solubilidade em água facilita a sua migração para cursos naturais, e também é 

conhecido o seu significativo tempo de vida de cerca de 20 dias e que seus 

produtos degradados irão acumular em solo/água (PICHAT et al., 1993).  

Exposição acidental ou ocupacional de animais e de humanos ao 2,4-D e 

seus derivados pode ocorrer. Concentrações superiores a 300 mg/kg para gado 

e 67 mg/kg para humanos são necessárias para produzir manifestações clínicas 

de toxicidade (LEE et al., 2001). Além disso, as impurezas de dibenzo-p-dioxinas 

e dibenzofuranos (PCDD/Fs) e bifenilos policlorados (PCB) em produtos do 2,4-

D podem exercer influência negativa sobre a saúde humana e o ambiente (LIU 

et al., 2013). 
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O 2,4-D é considerado perigoso (Classe III), quanto ao potencial de 

periculosidade ambiental (PPA), parâmetro que leva em consideração a 

bioacumulação, persistência, transporte, toxicidade e os potenciais mutagênico, 

teratogênico e carcinogênico. É avaliado como altamente transportável e muito 

tóxico em ambientes aquáticos. É pouco tóxico para organismos de solo, aves e 

abelhas (IBAMA, 2012; VIEIRA et al., 1999).  

Atribui-se ao 2,4-D a classificação toxicológica máxima (Classe I). Pode 

atacar o fígado, o sistema nervoso central e o coração em mamíferos; no ser 

humano, uma inalação prolongada pode gerar efeitos agudos como tonturas, 

tosse, fraqueza e até perda temporária de coordenação muscular (KAMRIN, 

1997; VIEIRA et al., 1999). Os efeitos principais e mais recorrentes provêm de 

manipulação inadequada do produto, que pode gerar irritação na pele e nos 

olhos (KAMRIN, 1997).  

 

1.4 Sistema antioxidante de resposta 

 

O modo de ação de herbicidas está associado à capacidade de gerar 

estresse oxidativo. Sendo assim, para se entender o sistema de respostas de 

bactérias em contato com estes xenobióticos, estes conceitos precisam ser 

levantados. 

Os produtos do metabolismo aeróbico são altamente reativos, como 

radical superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH-), 

conhecidos como espécies reativas de oxigênio (ERO). Os alvos biológicos da 

alta reatividade das ERO são DNA, RNA, proteínas e lipídios (CABISCOL et al., 

2000). 

As ERO são originadas por meio da redução do O2, (CABISCOL et al., 

2000; GARG & MANCHANDA, 2009). Estas espécies são radicais livres que 

possuem um elétron desemparelhado, centrado nos átomos de oxigênio ou 

nitrogênio. Por esta razão, são altamente reativos (BARREIROS et al., 2006).  

A detoxificação de ERO é realizada por várias enzimas antioxidantes 

importantes, como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidades 
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(IMLAY, 2008). Estas constituem a parte enzimática do sistema antioxidante de 

resposta. Em um trabalho de Mabury e Crosby (1994), o 2,4-D apresentou-se 

mais reativo que os herbicidas conhecidos atrazina e quinclorac. Alguns 

herbicidas tem a capacidade de interagir com a membrana celular em bactérias, 

inativando enzimas de extrema importância, como as envolvidas na cadeia 

transportadora de elétrons (KRAYL et al., 2003). Porém, algumas linhagens 

tolerantes e/ou degradadoras desenvolvem sistemas para resistir a estes 

herbicidas, como por exemplo, aumentando a produção ou atividade de enzimas 

do sistema antioxidante (LI et al., 2009). 

 

1.4.1 Superóxido Dismutase (SOD)  

 

A SOD é uma enzima que controla a concentração de O2
- e H2O2, 

substrato e produto da reação de Haber-Weiss, respectivamente (Reação 1) que 

dá origem ao radical OH-. Atua, portanto, na defesa celular contra o risco de 

oxidação por estes radicais (MALSTRON et al., 1975; RYAN et al., 2010). 

 

1. O2
- + O2

- +  2H+          O2 + H2O2 

 

       Problemas envolvidos com a presença da SOD incluem inativação de 

enzimas como a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase. Pode ocorrer a reação 

de Fenton (Reação 2), com a formação de OH- que possui potencial oxidante, 

podendo reagir com qualquer molécula orgânica (BARREIROS et al., 2006).  

           

2.     O2
- + Fe3+              O2 + Fe2+ 

   H2O2 + Fe2+          OH- + OH 

 

Existem diferentes isoformas de SOD, que podem ser classificadas de 

acordo com o metal presente no sítio ativo: Manganês (Mn-SOD), Ferro (Fe-

SOD), Cobre/Zinco (Cu/Zn-SOD) e Níquel (Ni-SOD). A Mn-SOD é encontrada 

em procariotos e mitocôndrias; a Fe-SOD em procariotos, algas e cloroplastos 
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de algumas plantas (SCANDALIOS, 2005); Cu/Zn-SOD em eucariotos, 

cloroplastos e em procariotos na região periplasmática (BATTISTONI, 2003). A 

Ni-SOD é a isoforma mais rara e foi encontrada em uma fração citosólica de 

actinobactérias do gênero Streptomyces (MATES, 2000).  

  

1.4.2 Catalase (CAT) 

 

O H2O2 tem capacidade de oxidar proteínas que apresentam resíduos de 

metionina e cisteína, ou grupos tiol muito reativos. Também pode conseguir 

reagir e transpor membranas citoplasmáticas, gerando OH-, podendo ser 

considerado como uma das ERO mais prejudiciais às células (BARREIROS et 

al., 2006).  

A CAT tem como principal função impedir a formação do radical hidroxila, 

e devido à ampla distribuição e capacidade de degradar rapidamente o H2O2, é 

considerada de importância para a sobrevivência de organismos aeróbicos 

(IMLAY, 2008). A CAT converte duas moléculas de H2O2 em uma molécula de 

O2 e duas moléculas de H2O (Reação 3), pela transferência de dois elétrons:  

 

 

3. 2 H2O2             O2 + 2 H2O 

 

O modo de ação da CAT depende da concentração de H2O2. Em baixas 

concentrações, a CAT atua com ações peroxidativas, e em elevadas 

concentrações, atua de forma catalítica, formando H2O e O2 (SCANDALIOS, 

2005). A CAT possui isoformas, HPI e HPII. Em E. coli, a HPI, codificada pelo 

gene KatG, é expressa sob condições aeróbias e anaeróbias, está sob regulação 

do fator transcricional OxyR e sua síntese é induzida quando as células são 

expostas às concentrações subletais do peróxido de hidrogênio (TRIGGS-

RAINE et al., 1988). A HPII apresenta maior atividade durante a fase estacionária 

e em culturas aeróbicas (LOEWEN et al., 1996), pois seu controle é realizado 

pelo fator sigma rpoS (IVANOVA et al., 1994). Dentre todas as enzimas com 
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capacidade de degradar H2O2, a CAT é a mais eficiente na sua eliminação, não 

ocorrendo a saturação da enzima, independentemente da concentração 

(SCANDALIOS, 2005).  

 

1.5 Estrutura de lipídios de membrana 

 

Bactérias expostas à condições estressantes, ativam uma resposta 

antioxidativa composta por enzimas. Os radicais livres provenientes do estresse 

oxidativo podem atacar diretamente ácidos graxos poliinsaturados nas 

membranas e iniciar o processo de peroxidação lipídica. Assim, os ácidos graxos 

são degradados em diversos produtos, como aldeídos, capazes de danificar 

proteínas.  Além das enzimas, as bactérias possuem capacidade de modificar a 

composição dos ácidos graxos da membrana plasmática, bem como a saturação 

dos mesmos, condição frequentemente relatada principalmente em gram-

negativas (ESTERBAUER & CHEESEMAN, 1990; PETERSEN et al., 1994; 

HEIPEIPER et al., 1994).  

A mudança de saturação de lipídios de membrana seria uma possível 

resposta adaptativa em bactérias para suportar um ambiente estressante 

causado pelo herbicida, evitando maiores danos celulares (LIMA & ABDALA, 

2001). O ajuste na composição e estrutura de lipídios de membrana pode 

diminuir o gasto de energia e dificultar a entrada de xenobióticos na célula e 

otimizar o crescimento celular (OLCHANHESKI et al., 2014; BALAGUÉ et al., 

2001). Além disso, bactérias podem modificar a saturação e fluidez da 

membrana para se adaptar às alterações de fase de crescimento (BAKHOLDINA 

et al., 2001). 

 

1.6 Antimicrobianos 

  

A maioria dos agentes antimicrobianos, incluindo antibióticos, são 

anteriores por bilhões de anos à aplicação extensiva de antiobióticos pelo ser 

humano, e a resistência dos patógenos humanos já apareceu em vigor desde 

metade do século passado, o que corresponde ao momento de seu uso 
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comercial em medicina e agricultura (KURENBACH et al., 2015). A exposição de 

um composto que não se destina a ser um agente antimicrobiano pode induzir 

uma resistência cruzada. Embora haja conhecimento da toxicidade destes 

herbicidas, muito pouco se sabe sobre os efeitos subletais, que eles ou seus 

produtos tem nos microrganismos ou no microbioma humano (KURENBACH et 

al., 2015). 

A vulnerabilidade geral das bactérias aos antimicrobianos pode estar na 

sua resposta ao estresse oxidativo, e muitas classes de antimicrobianos atuam, 

pelo menos em parte, por meio da geração de ERO (KOHANSKI et al., 2007; 

FOTI et al., 2012). Assim, a promoção de um surto de ERO pode aumentar a 

letalidade dos microrganismos. Em particular, o aumento de O2
- poderia levar a 

um aumento de H2O2 e subsequentemente, o aumento de OH- e morte celular 

(KOHANSKI et al., 2007; WANG & ZHAO, 2009).  

Normalmente os organismos produzem O2
-, durante a respiração (FANG, 

2004, 2013; IMLAY, 2013). O O2
- é subsequentemente convertido em H2O2, que 

por meio da reação de Fenton gera a hidroxila altamente reativa, OH-. Juntas, 

essas ERO podem danificar os componentes celulares vitais e são, portanto, 

implantados pelo sistema imunitário para combater patógenos infecciosos. Em 

vários estudos, têm-se mostrado que as ERO podem sensibilizar bactérias 

infecciosas aos antibióticos, o que sugere uma eventual utilidade terapêutica 

(KEREN et al., 2013; LIU & IMLAY, 2013; EZRATY et al., 2013). Uma vez que a 

Organização Mundial da Saúde e os Centros de Controle de Doença e 

Prevenção dos EUA emitiram relatórios sobre a contínua e crescente 

problematização da resistência aos antibióticos (KURENBACH et al., 2015), o 

uso de ERO neste contexto pode ser interessante.   

 Metodologias para melhorar seletivamente ERO, incluindo O2
-, estão 

sendo desenvolvidas para uma melhor compreensão destes processos (KEREN 

et al., 2013; LIU & IMLAY, 2013; EZRATY et al., 2013) mas também para se 

avaliar o potencial terapêutico (KOHANSKI et al., 2007; FOTI et al., 2012; 

BRYNILDSEN et al., 2013; DHARMARAJA & CHAKRAPANI, 2014).  
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2. OBJETIVO 

 

Avaliar se um ambiente extremo, com diferentes substâncias tóxicas, 

pode selecionar linhagens bacterianas com estratégias específicas ou gerais de 

adaptação, tendo como modelo um xenobiótico inédito para a bactéria.  

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Analisar a capacidade de uma linhagem bacteriana, isolada de tanques de 

lavagens de embalagens de herbicidas, de crescimento e de tolerância ao 2,4-

D, herbicida não presente nesta água. 

- Caracterizar a indução de ERO pelo herbicida. 

- Analisar o sistema enzimático antioxidativo da linhagem bacteriana em 

resposta ao 2,4-D. 

- Determinar se houve modificações na saturação de lipídios em resposta à 

exposição ao xenobiótico. 

- Verificar se o ambiente extremo analisado pode induzir respostas em outros 

sistemas, como resistência a antibióticos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Linhagem bacteriana 
 

Os isolados bacterianos foram obtidos a partir de água de dois tanques (5 

mil litros (L) de capacidade), a qual foi utilizada para lavagem de embalagens de 

diferentes herbicidas. A linhagem foi identificada a partir do gene 16S rRNA, foi 

selecionada dentre microrganismos tolerantes ao 2,4 D e separada para teste de 

degradação.  

 

3.2 Identificação molecular por meio do gene 16S rRNA 

 

           As culturas bacterianas foram obtidas a partir de isolados em placa 

contendo Luria Broth + ágar (LA) 20 g L-1 e incubadas a 30ºC até a fase 

exponencial de crescimento. Foram utilizados os oligonucleotídeos iniciadores 

universais 27F: 5’ - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ e 1492R: 5’ - 

ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’. O programa de PCR utilizado foi: 2min a 

94ºC, 25 ciclos de 45 segundos a 94ºC, 45 segundos a 60ºC, 1 minuto e 15 

segundos a 72ºC e uma extensão a 72ºC por 10 minutos. Em seguida, os 

produtos da PCR foram tratados com 5,2 U de exonuclease e 0,77 U de SAP 

(shrimp alcaline phosphatase – Fermentas), e incubados a 37ºC por 1 hora, 

seguindo com a inativação das enzimas a 80ºC por 30 minutos. Os amplificados 

do gene 16S rRNA foram sequenciados utilizando-se os mesmos primers da 

amplificação, com BigDye® Terminator v 3.1 CycleSequencing Kit 

(AppliedBiosystems) no sequenciador de DNA ABI 3500 (Applied Biosystems). 

As extremidades das sequências do gene 16S rRNA com valor de Phred 

menor que 20 foram removidas (EWING et al., 2005). As sequências derivadas 

dos primers 27F e 1492R foram analisadas pelo programa Phrap e uma 

sequência consenso de aproximadamente 1400 pb foi gerada utilizando o 

programa Consed (GORDON et al., 2004). Para classificação taxonômica, as 

sequências foram comparadas com o banco de dados de 16S rRNA do National 

Center for Biotechnology Information, GenBank. 
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3.3 Condições de crescimento bacteriano  

 

Os meios utilizados foram: Caldo Luria (LB: 10 g L-1 de triptona, 5 g L-1 de 

extrato de levedura e 10 g L-1 de NaCl), Meio Mineral (MM: 10 mM de tampão 

fosfato de potássio pH 7.0; 3 g L-1 NaNO3; 0,5 g L-1 MgSO4; 0,5 g L-1 KCl; 0,01 g 

L-1 FeSO4; 0,04 g L-1 CaCl2; 0,001 MnSO4 e 0,4% glucose), MM1 (MM com 

0,0017 mM de 2,4-D: 1x FR [Dose de campo]) e MM10 (MM com 0,017 mM de 

2,4-D: 10 x FR).  

O pré-inóculo foi obtido pelo crescimento da linhagem em LB em fase 

log de crescimento (20h de incubação). As células foram centrifugadas a 10.000 

g e lavadas duas vezes com tampão fosfato salino (PBS: 8 g L-1 de NaCl; 0,2 g 

L-1 de KCl; 1,44 g L-1 de Na2HPO4; 0,24 g L-1 de KH2PO4). O pré-inóculo foi 

transferido para cada tratamento em uma D.O. (densidade óptica) inicial de 0,05 

a 600 nm, sendo diluídas as amostras sempre que as leituras atingissem valores 

de aproximadamente 0,6, sendo os valores multiplicados pelos fatores de 

diluição correspondentes. 

 

3.4 Herbicidas 

 

           A formulação comercial utilizada foi o Aminol 806® (Milenia Agro 

Ciências), com ácido 2,4-Diclorofenoxiacético (ácido 2,4-D), na concentração de 

806 g L-1. 

 

3.5 Reagentes para Cromatografia líquida em alta eficiência (CLAE) 
 

A acetonitrila (J.T. Baker, Philipsburg, PA, USA) utilizada foi grau CLAE e 

o ácido fosfórico (Synth, Diadema, SP, Brazil) utilizado foi o P.A. A água foi 

purificada com sistema Milipore Milli-Q. A coluna utilizada foi C18, Waters 

Superspher (15 mm x 0,39 mm - 4µm). As análises foram realizadas no sistema 

de CLAE Waters 2695. A detecção dos compostos foi monitorada pelo detector 

foto-diodo (detector DAD 200-400 nm) a 254 nm.  
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 3.6 Avaliação de degradação do herbicida por CLAE 

 

Para determinar a capacidade de degradação do 2,4-D, a linhagem 

bacteriana foi crescida em 300 mL de LB em frascos de 500 mL e incubada a 

30oC e agitação de 120 g. As células foram coletadas após 24 horas e 

centrifugadas a 10.000 g durante 7 minutos, a 4oC. O precipitado foi lavado duas 

vezes com PBS. As células foram ressuspendidas em 100 mL do meio mineral 

e incubadas a 30oC em agitador orbital a 120 g. Alíquotas de 1 mL foram 

coletadas do meio de cultura na primeira hora e em 24 horas de incubação e 

centrifugadas a 12 g, a 2min. O sobrenadante (0,9 mL) foi congelado (-20oC) 

para posterior análise em CLAE. Antes das análises, as amostras foram 

descongeladas e filtradas em membranas de 0,22 µm de porosidade para 

injeção no cromatógrafo.  

 

3.7 Condições CLAE 
 

O volume de injeção foi de 50 µL com uma fase móvel constituída de 

água (acidificada com ácido fosfórico 0,1% - pH 3.2) (A) e Acetonitrila (B), 

iniciando em 55% água (0,1% ácido fosfórico) (A): 45% acetonitrila (B), subindo 

para 60% (B) em 6min, 100% (B) em 7min. Esse sistema foi mantido isocrático 

até 8min, e a coluna foi recondicionada em 45% (B) em 13 min. As separações 

cromatográficas foram realizadas a 20oC e um fluxo de 1 mL min-1. Os compostos 

foram monitorados através do detector de foto-diodo (Detector DAD 200-400 nm) 

com acompanhamento a 254 nm.  

 

3.8 Viabilidade Celular 
 

A bactéria em suspensão (item 3.3) foi diluída em solução salina e 

homogeneizada em diluições seriadas. Amostras de 100 µL foram plaqueadas 

em triplicata em meio LA, e incubadas a 30ºC por 24 horas para contagem 

subsequente de colônias.   
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3.9 Peroxidação lipídica 

 

A peroxidação lipídica foi determinada por meio da quantificação da 

produção de malondialdeído (MDA), um metabólito reativo ao ácido 2-

tiobarbitúrico (TBA), método adaptado de Heath & Packer (1968). As células 

(item 3.3) foram centrifugadas após 15h, 20h e 25h de incubação a 10.000 g por 

7min, a 4oC, e o precipitado foi macerado em nitrogênio líquido: 0,1 g do 

macerado de cada uma das amostras foi homogeneizado com 1 mL de ácido 

tricloroacético (TCA) 0,1% e centrifugados a 12 g, por 5min. Do sobrenadante, 

foi retirada uma alíquota de 0,25 mL e transferida para outro tubo juntamente 

com 1 mL de solução contendo TCA 20% e TBA 0,5%. A mistura foi colocada 

em banho-maria por 30min, a 97oC, e resfriada com gelo por 10min. As 

concentrações de MDA foram monitoradas a 535 nm (leitura de todos os lipídios) 

e 600 nm (todos os lipídios, exceto MDA) e as suas concentrações foram 

calculadas utilizando um coeficiente de extinção de 155 mM cm-1. A quantidade 

de MDA foi expressa em mmol mg-1 de massa fresca.  

 

3.10 Quantificação de Peróxido de Hidrogênio 

 

Das células obtidas conforme descrito no item 3.3, [0,1 g foi macerado em 

nitrogênio líquido, homogeneizadas com TCA 0,1% e centrifugadas a 10.000 g 

por 15min, a 4oC], foram retiradas três alíquotas de 0,2 mL do sobrenadante e 

transferidas para triplicatas contendo 0,2 mL de uma solução tampão fosfato de 

potássio 100 mM pH 7.5 e 0,8 mL da solução 1 M de KI cada. A solução foi 

acondicionada em banho de gelo por uma hora, seguida de 20min em 

temperatura ambiente. A absorbância foi medida em espectrofotômetro em 390 

nm e os resultados foram expressos em µmol g-1 de massa fresca (ALEXIEVA 

et al., 2001).  
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3.11 Extração de proteínas  

 

Para a extração de proteínas, todos os passos foram realizados a 4oC. A 

cultura (item 3.3) foi centrifugada a 10.000 g por 7min, e o precipitado foi 

macerado com nitrogênio líquido e homogeneizado em 100 mM de tampão 

fosfato de potássio pH 7.5 contendo ácido etileno diamino tetracético 1 mM 

(EDTA), ditiotreitol 3 mM (DTT) e polivinilpirrolidona 5% (PVPP) (AZEVEDO et 

al., 1998). O material foi centrifugado a 10.000 g por 30min, e o sobrenadante foi 

armazenado em alíquotas a -80oC.  

 

3.12 Quantificação de proteínas 

 

Para as determinações da concentração de proteínas totais, foi utilizado 

o método descrito por Bradford (1976), por meio de espectrofotometria em 595 

nm. Os resultados da quantificação foram expressos em mg ml-1.  

 

3.13 Atividades das enzimas antioxidativas 

 

As atividades enzimáticas de CAT e SOD foram determinadas em 

eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Para a confecção dos géis (12% 

poliacrilamida) foi utilizado o protocolo descrito por Azevedo et al. (1998). Para 

gel de resolução foram utilizados 6 mL de solução de poliacrilamida 40% 

(Sigma); 1 mL de Tampão TRIS 3 M, pH 8.9 e 9 mL de água destilada. Como 

catalisadores utilizaram-se 35 µL de TEMED e 50 µL de persulfato de amônio 

1%. Para o gel de empacotamento foram utilizados 1 mL de uma solução de 

poliacrilamida 40% (Sigma), 2,5 mL de Tampão TRIS 500 M, pH 6.7, 5,5 mL de 

água destilada. Como catalisadores utilizaram-se 20 µL de TEMED e 100 µL de 

persulfato de amônio 1%. O Tampão de eletrodo para corrida do gel foi composto 

por TRIS 25 mM, pH 8.3, acrescido de 192 mM de glicina.  
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3.13.1 Atividade de SOD em PAGE não-desnaturante 

 

A atividade de SOD e a caracterização de suas isoformas foram 

realizadas em PAGE não-desnaturante. Após a separação das proteínas por 

eletroforese, a atividade de SOD foi determinada como descrito por Beuchamp 

& Fridovich (1971). Ao final do tempo de corrida, os géis foram lavados com água 

deionizada e incubados no escuro, em temperatura ambiente, em uma mistura 

de reação contendo 50 mM de tampão fosfato de potássio 7.8, EDTA 1 mM, 

riboflavina 0,05 mM, nitroazul tetrazólio (NBT) 0,1 mM e TEMED 0,3%. Ao final 

de 30min, a mistura de reação foi descartada, os géis lavados com água 

deionizada e colocados sob iluminação até o aparecimento das bandas.  

 

3.13.2 Determinação das isoenzimas de SOD em PAGE não-desnaturante 

 

Para a caracterização das isoformas de SOD, o gel foi dividido 

verticalmente em três partes após a corrida eletroforética. Uma parte foi imersa 

em tampão fosfato de potássio 100 mM, pH 7.8. A segunda parte imersa em uma 

solução com 100 mL do mesmo tampão contendo 0,0292 g de EDTA e 0,0130 g 

de KCN, e a última foi imersa em solução do tampão já citado, acrescido de 

0,0292 g de EDTA e 70 µL de H2O2 30%. Os géis permaneceram imersos nas 

respectivas soluções de revelação por 20min; em seguida foram lavados com 

H2O destilada e submetidos à revelação com NBT e riboflavina, como descrito 

anteriormente. Ao final da revelação, as bandas foram analisadas quanto à 

atividade, conforme o fator inibidor presente nos tratamentos. As isoformas 

foram classificadas como descrito por Guelfi et al. (2003): Cu/Zn-SOD quando 

inativada na presença de KCN e H2O2; Fe-SOD se a banda for inativada somente 

na presença de H2O2, sendo resistente ao KCN; e Mn-SOD se a isoforma for 

resistente aos dois tratamentos (AZEVEDO et al., 1998).  
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3.13.3 Atividade da CAT em PAGE não-desnaturante  

 

A determinação da atividade de CAT foi realizada em PAGE não-

desnaturante 12%, a 4oC e com corrente constante de 15 mA. Após o tempo de 

corrida (17h), o gel foi lavado em água deionizada (3x15min) e incubado por 

10min em solução de H2O2 0,003% (v/v), à temperatura ambiente, sob agitação 

em mesa oscilatória. Após esse período, o gel foi lavado em água deionizada e 

colocado por 10min em uma solução de FeCl3 1% e K2Fe(CN6) 1% (m/v) sob 

agitação. Em seguida, a solução foi retirada e o gel lavado com água deionizada. 

A fixação foi realizada com uma solução de ácido acético (7%) por 15min e os 

géis foram foto-documentados (AZEVEDO et al., 1998). 

 

3.15 Antibiograma 

      

 As culturas bacterianas foram crescidas em meio de cultivo LB, e 

suspensas em solução salina e a concentração foi ajustada de acordo com a 

escala 0,5 de McFarland. A cultura foi espalhada em Ágar Mueller Hinton (MHA) 

36 g L-1 (Extrato de carne 2,0 g L-1, ácidos casaminos 17,5 g L-1, amido 1,5 g L-

1, ágar 15 g L-1), utilizando swabs. Em seguida, foram fixados discos contendo 

os antibióticos Ampicilina (10 milicentigrama (mcg)) Cloranfenicol (30 mcg), 

Ciprofloxacina (05 mcg), Kanamicina (30 mcg) e Tetraciclina (30 mcg). As placas 

de Petri foram incubadas a 30ºC durante 24h, e a resistência/suscetibilidade a 

cada antibiótico foi avaliada de acordo com a medida do diâmetro (mm) do halo 

de inibição, de acordo com a técnica de difusão em disco de Kirby & Bauer 

(1966).  

 

3.16 Análises Estatísticas 

 

Análises estatísticas foram realizadas para os resultados de curva de 

crescimento, viabilidade celular, quantificação de MDA e de H2O2 por meio de 

Análise de Variância (ANOVA), com estatística de Bonferroni.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Estratégias adaptativas de microbiota de água ao estresse induzido por 

herbicidas e antibióticos 

 

Resumo 

Os herbicidas são substâncias capazes de controlar populações de plantas 

daninhas em uma cultura agrícola, uma vez que competem por luz, água, 

nutrientes e espaço físico com as culturas. Estes podem permanecer no 

ambiente tempo suficiente para injuriar outras culturas, resultar em 

contaminação de solos, cursos d’água e causar efeitos danosos para 

organismos não-alvos, gerando desequilíbrios ecológico e biológico. O 2,4-D foi 

sintetizado durante a Segunda Guerra Mundial, com o propósito de aumentar a 

produção agrícola deste período. O ácido 2,4-diclorofenoxiacético, de fórmula 

C8H6Cl2O3, está entre os herbicidas mais utilizados e estudados mundialmente. 

A linhagem Enterobacter ludwigii, é uma enterobactéria retirada de água 

presente em tanques de lavagens de embalagens de herbicidas e foi selecionada 

por degradar o 2,4-D. O objetivo deste trabalho foi avaliar se um ambiente 

extremo pode selecionar linhagens bacterianas com estratégias adaptativas. A 

taxa de degradação foi avaliada por cromatografia líquida. As atividades de CAT 

e SOD foram avaliadas em PAGE não-desnaturante. As taxas de malondialdeído 

(MDA) e peróxido de hidrogênio (H2O2) foram medidas em espectrofotômetro. 

Meio Mineral sem herbicida foi utilizado como controle. O Antibiograma foi 

analisado pelo método de discos de inibição. Através dos dados de peróxido de 

hidrogênio, foi possível observar que o herbicida em maior concentração, estava 

sendo o agente causador de estresse oxidativo. As taxas de MDA na maior 

concentração do herbicida, mostraram-se menores com o passar do tempo, 

possivelmente devido a uma mudança da permeabilidade em resposta à 

toxicidade do herbicida. Esta linhagem apresentou resistência em quatro dos 

cinco antibióticos selecionados. Esta linhagem de bactéria, apresentando 

degradação a um xenobiótico inédito a ela e resistência a antibióticos, torna-se 

um modelo de estudo interessante para compreensão da evolução em 

ambientes com alta pressão seletiva. 

 

Palavras-chave: Biodegradação de herbicidas, peroxidação lipídica, resposta 

antioxidativa, lipídios de membrana, água de lavagem, 2,4-D. 
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4.1 Introdução 

 

Com a crescente população mundial, estimada em 7 bilhões de pessoas 

(ONU, 2012), surge a necessidade do aumento de produção de alimentos, por 

meio de novas tecnologias, visando otimizá-la e aumentá-la (DONALDSON, 

2010). Desta forma, a utilização de herbicidas como componente crucial para o 

manejo e prevenção de plantas daninhas é inevitável. Embora nenhum herbicida 

permaneça indefinidamente no ambiente, alguns podem apresentar persistência 

por tempo suficiente para limitar ou injuriar outras espécies de culturas, resultar 

em contaminação e causar efeitos danosos em organismos não-alvo (OLIVEIRA 

et al., 2011; VAN EERD et al., 2003). Estima-se que apenas 0,1% dos herbicidas 

atinjam o alvo; o restante permanece no ambiente, podendo causar a 

contaminação do solo e cursos d’água, ar e desequilíbrios biológicos e 

ecológicos (SHARMA et al., 2010; JARDIM et al., 2009). 

Apesar do Brasil não utilizar frequentemente grandes concentrações de 

herbicidas, comparado a outros países em desenvolvimento, o uso de 

agroquímicos tem aumentado consideravelmente (SCHREINEMACHERS & 

TIPRAQSA, 2012). 

Em alternativa à degradação química, a degradação de xenobióticos por 

microrganismos é uma estratégia eficiente para remoção dessas moléculas no 

ambiente (DABROWSKA et al., 2004). Os processos de biodegradação e 

biorremediação microbiana constituem-se numa das áreas mais promissoras da 

biotecnologia (MARTINS et al., 2007; SILVA et al., 2007). Vários microrganismos 

podem ser potenciais remediadores como bactérias, fungos, algas e mesmo 

plantas. Para que isso ocorra em ambiente natural, é necessário que o local 

permita o crescimento desses microrganismos por meio de condições 

adequadas de pH, temperatura, oxigênio e disponibilidade de nutrientes 

(CHANDRAKANT, 2011). 

O marco do controle químico ocorreu, em 1941, com a síntese do ácido 

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (POKORNY, 1941). Zimmerman e Hitchcock 

(1942), descreveram o 2,4 D pela primeira vez como regulador de plantas. De 
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acordo com as Nações Unidas, o 2,4-D é produzido em 15 países, e faz parte da 

formulação de 231 produtos comerciais (BALAGUÉ et al., 2001). 

O 2,4-D é considerado perigoso (Classe III), quanto ao potencial de 

periculosidade ambiental (PPA), parâmetro que leva em consideração 

bioacumulação, persistência, transporte, toxicidade e os potenciais mutagênico, 

teratogênico e carcinogênico. É avaliado como altamente transportável e muito 

tóxico em ambientes aquáticos. É pouco tóxico para organismos de solo, aves e 

abelhas (IBAMA, 2012; VIEIRA et al., 1999).  

Os produtos do metabolismo aeróbico são altamente reativos, como 

radical superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (OH-), 

conhecidos como espécies reativas de oxigênio (ERO). Os alvos biológicos da 

alta reatividade das ERO são DNA, RNA, proteínas e lipídios (CABISCOL et al., 

2000). 

A detoxificação de ERO é realizada por várias enzimas antioxidantes 

importantes, como a superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidades 

(IMLAY, 2008). Algumas linhagens tolerantes e/ou degradadoras desenvolvem 

sistemas para resistir a estes herbicidas, como por exemplo, aumentando a 

produção ou atividade de enzimas do sistema antioxidante (LI et al., 2009). 

E. ludwigii demonstrou neste trabalho com análise de CLAE, conseguir 

degradar 20% o herbicida 2,4-D em 24 horas de incubação. O crescimento desta 

linhagem demonstrou que consegue tolerar até 10x a concentração do herbicida. 

Análises de antibiograma demonstraram resistência da linhagem para os 

antibióticos Ampicilina, Ciprofloxacina, Cloranfenicol, Kanamicina e 

suscetibilidade à tetraciclina. O objetivo deste trabalho foi avaliar se um ambiente 

extremo, com diferentes substâncias tóxicas, pode selecionar linhagens 

bacterianas com estratégias específicas ou gerais de adaptação, tendo como 

modelo um xenobiótico inédito para a bactéria.  
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4.2 Material e Métodos 

 

4.2.1 Linhagem bacteriana 

 

Os isolados bacterianos foram obtidos a partir de água de dois tanques (5 

mil litros (L) de capacidade), a qual foi utilizada para lavagem de embalagens de 

diferentes herbicidas. A linhagem foi identificada a partir do gene 16S rRNA, foi 

selecionada dentre microrganismos tolerantes ao 2,4 D e separada para teste de 

degradação.  

 

4.2.2 Identificação molecular por meio do gene 16S rRNA 

 

           As culturas bacterianas foram obtidas a partir de isolados em placa 

contendo Luria Broth + ágar (LA) 20 g L-1 e incubadas a 30ºC até a fase 

exponencial de crescimento. Foram utilizados os oligonucleotídeos iniciadores 

universais 27F: 5’ - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ e 1492R: 5’ - 

ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’. O programa de PCR utilizado foi: 2min a 

94ºC, 25 ciclos de 45 segundos a 94ºC, 45 segundos a 60ºC, 1 minuto e 15 

segundos a 72ºC e uma extensão a 72ºC por 10 minutos. Em seguida, os 

produtos da PCR foram tratados com 5,2 U de exonuclease e 0,77 U de SAP 

(shrimp alcaline phosphatase – Fermentas), e incubados a 37ºC por 1 hora, 

seguindo com a inativação das enzimas a 80ºC por 30 minutos. Os amplificados 

do gene 16S rRNA foram sequenciados utilizando-se os mesmos primers da 

amplificação, com BigDye® Terminator v 3.1 CycleSequencing Kit 

(AppliedBiosystems) no sequenciador de DNA ABI 3500 (Applied Biosystems). 

As extremidades das sequências do gene 16S rRNA com valor de Phred 

menor que 20 foram removidas (EWING et al., 2005). As sequências derivadas 

dos primers 27F e 1492R foram analisadas pelo programa Phrap e uma 

sequência consenso de aproximadamento 1400 pb foi gerada utilizando o 

programa Consed (GORDON et al., 2004). Para classificação taxonômica, as 

sequências foram comparadas com o banco de dados de 16S rRNA do National 

Center for Biotechnology Information, GenBank. 
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4.2.3 Condições de crescimento bacteriano  

 

Os meios utilizados foram: Caldo Luria (LB: 10 g L-1 de triptona, 5 g L-1 de 

extrato de levedura e 10 g L-1 de NaCl), Meio Mineral (MM: 10 mM de tampão 

fosfato de potássio pH 7.0; 3 g L-1 NaNO3; 0,5 g L-1 MgSO4; 0,5 g L-1 KCl; 0,01 g 

L-1 FeSO4; 0,04 g L-1 CaCl2; 0,001 MnSO4 e 0,4% glucose), MM1 (MM com 

0,0017 mM de 2,4-D: 1x FR [Dose de campo]) e MM10 (MM com 0,017 mM de 

2,4-D: 10 x FR).  

O pré-inóculo foi obtido pelo crescimento da linhagem em LB em fase 

log de crescimento (20h de incubação). As células foram centrifugadas a 10.000 

g e lavadas duas vezes com tampão fosfato salino (PBS: 8 g L-1 de NaCl; 0,2 g 

L-1 de KCl; 1,44 g L-1 de Na2HPO4; 0,24 g L-1 de KH2PO4). O pré-inóculo foi 

transferido para cada tratamento em uma D.O. (densidade óptica) inicial de 0,05 

a 600 nm, sendo diluídas as amostras sempre que as leituras atingissem valores 

de aproximadamente 0,6, sendo os valores multiplicados pelos fatores de 

diluição correspondentes. 

 

4.2.4 Herbicidas 

 

           A formulação comercial utilizada foi o Aminol 806® (Milenia Agro 

Ciências), com ácido 2,4-D (ácido 2,4 diclorofenoxiacético), na concentração de 

806 g L-1. 

 

4.2.5 Reagentes para Cromatografia líquida em alta eficiência (CLAE) 

 

A acetonitrila (J.T. Baker, Philipsburg, PA, USA) utilizada foi grau CLAE e 

o ácido fosfórico (Synth, Diadema, SP, Brazil) utilizado foi o P.A. A água foi 

purificada com sistema Milipore Milli-Q. A coluna utilizada foi C18, Waters 

Superspher (15 mm x 0,39 mm - 4µm). As análises foram realizadas no sistema 

de CLAE Waters 2695. A detecção dos compostos foi monitorada pelo detector 

foto-diodo (detector DAD 200-400 nm) a 254 nm.  
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 4.2.6 Avaliação de degradação do herbicida por CLAE 

 

Para determinar a capacidade de degradação do 2,4-D, a linhagem 

bacteriana foi crescida em 300 mL de LB em frascos de 500 mL e incubada a 

30oC e agitação de 120 g. As células foram coletadas após 24 horas e 

centrifugadas a 10.000 g durante 7 minutos, a 4oC. O precipitado foi lavado duas 

vezes com tampão PBS. As células foram ressuspendidas em 100 mL do meio 

mineral e incubadas a 30oC em agitador orbital a 120 g. Alíquotas de 1 mL foram 

coletadas do meio de cultura na primeira hora e em 24 horas de incubação e 

centrifugadas a 12 g, a 2min. O sobrenadante (0,9 mL) foi congelado (-20oC) 

para posterior análise em CLAE. Antes das análises, as amostras foram 

descongeladas e filtradas em membranas de 0,22 µm de porosidade para 

injeção no cromatógrafo.  

 

4.2.7 Condições CLAE 

 

O volume de injeção foi de 50 µL com uma fase móvel constituída de 

água (acidificada com ácido fosfórico 0,1% - pH 3.2) (A) e Acetonitrila (B), 

iniciando em 55% água (0,01% ácido fosfórico) (A): 45% acetonitrila (B), subindo 

para 60% (B) em 6min, 100% (B) em 7min. Esse sistema foi mantido isocrático 

até 8min, e a coluna foi recondicionada em 45% (B) em 13min. As separações 

cromatográficas foram realizadas a 20oC e um fluxo de 1 mL min-1. Os compostos 

foram monitorados através do detector de foto-diodo (Detector DAD 200-400 nm) 

com acompanhamento a 254 nm. 

 

4.2.8 Viabilidade Celular 

 

A bactéria em suspensão (item 4.2.3) foi diluída em solução salina e 

homogeneizada em diluições seriadas. Amostras de 100 µL foram plaqueadas 

em triplicata em meio LA, e incubadas a 30ºC por 24 horas para contagem 

subsequente de colônias.   
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4.2.9 Peroxidação lipídica 

 

A peroxidação lipídica foi determinada por meio da quantificação da 

produção de malondialdeído (MDA), um metabólito reativo ao ácido 2-

tiobarbitúrico (TBA), método adaptado de Heath & Packer (1968). As células 

(item 4.2.3) foram centrifugadas após 15h, 20h e 25h de incubação a 10.000 g 

por 7min, a 4oC, e o precipitado foi macerado em nitrogênio líquido: 0,1 g do 

macerado de cada uma das amostras foi homogeneizado com 1 mL de TCA 

(ácido tricloroacético) 0,1% e centrifugados a 12 g, por 5min. Do sobrenadante, 

foi retirada uma alíquota de 0,25 mL e transferida para outro tubo juntamente 

com 1 mL de solução contendo TCA 20% e TBA 0,5%. A mistura foi colocada 

em banho-maria por 30min, a 97oC, e resfriada com gelo por 10min. As 

concentrações de MDA foram monitoradas a 535 nm (leitura de todos os lipídios) 

e 600 nm (todos os lipídios, exceto MDA) e as suas concentrações foram 

calculadas utilizando um coeficiente de extinção de 155 mM cm-1. A quantidade 

de MDA foi expressa em mmol mg-1 de massa fresca.  

 

4.2.10 Quantificação de Peróxido de hidrogênio 

 

Das células obtidas conforme descrito no item 4.2.3, [0,1 g foi macerado 

em nitrogênio líquido, homogeneizadas com TCA 0,1% e centrifugadas a 10.000 

g por 15min, a 4oC], foram retiradas três alíquotas de 0,2 mL do sobrenadante e 

transferidas para triplicatas contendo 0,2 mL de uma solução tampão fosfato de 

potássio 100 mM pH 7.5 e 0,8 mL da solução 1 M de KI cada. A solução foi 

acondicionada em banho de gelo por uma hora, seguido de 20min em 

temperatura ambiente. A absorbância foi medida em espectrofotômetro em 390 

nm e os resultados foram expressos em µmol g-1 de massa fresca (ALEXIEVA 

et al., 2001).  
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4.2.11 Extração de proteínas  

 

Para a extração de proteínas, todos os passos foram realizados a 4oC. A 

cultura (item 4.2.3) foi centrifugada a 10.000 g por 7min, e o precipitado foi 

macerado com nitrogênio líquido e homogeneizado em 100 mM de tampão 

fosfato de potássio pH 7.5 contendo ácido etileno diamino tetracético. 1 mM 

(EDTA), ditiotreitol 3 mM (DTT) e polivinilpirrolidona 5% (PVPP) (AZEVEDO et 

al., 1998). O material foi centrifugado a 10.000 g por 30min, e o sobrenadante foi 

armazenado em alíquotas a -80oC.  

 

4.2.12 Quantificação de proteínas 

 

Para as determinações da concentração de proteínas totais, foi utilizado 

o método descrito por Bradford (1976), por meio de espectrofotometria em 595 

nm. Os resultados da quantificação foram expressos em mg ml-1.  

 

4.2.13 Atividades das enzimas antioxidativas 

 

As atividades enzimáticas de CAT e SOD foram determinadas em géis 

não-desnaturantes de poliacrilamida (PAGE). Para a confecção dos géis (12% 

poliacrilamida) foi utilizado o protocolo descrito por Azevedo et al., 1998. Para 

gel de resolução foram utilizados 6 mL de solução de poliacrilamida 40% 

(Sigma); 1 mL de Tampão TRIS 3 M, pH 8.9, 9 mL de água destilada. Como 

catalisadores utilizaram-se 35 µL de TEMED e 50 µL de persulfato de amônio 

1%. Para o gel de empacotamento foram utilizados 1 mL de uma solução de 

poliacrilamida 40% (Sigma), 2,5 mL de Tampão TRIS 500 M, pH 6.7 e 5,5 mL de 

água destilada. Como catalisadores utilizaram-se 20 µL de TEMED e 100 µL de 

persulfato de amônio 1%. O Tampão de eletrodo para corrida do gel foi composto 

por TRIS 25 mM, pH 8.3, acrescido de 192 mM de glicina.  
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4.2.14 Atividade de SOD em PAGE não-desnaturante 

 

A atividade de SOD e a caracterização de suas isoformas foram 

realizadas em PAGE não-desnaturante. Após a separação das proteínas por 

eletroforese, a atividade de SOD foi determinada como descrito por Beuchamp 

& Fridovich (1971). Ao final do tempo de corrida, os géis foram lavados com água 

deionizada e incubados no escuro, em temperatura ambiente, em uma mistura 

de reação contendo 50 mM de tampão fosfato de potássio 7.8, EDTA 1 mM, 

riboflavina 0,05 mM, nitroazul tetrazólio (NBT) 0,1 mM e TEMED 0,3%. Ao final 

de 30min, a mistura de reação foi descartada, os géis lavados com água 

deionizada e colocados sob iluminação até o aparecimento das bandas.  

 

4.2.15 Determinação das isoenzimas de SOD em PAGE não-desnaturante 

 

Para a caracterização das isoformas de SOD, o gel foi dividido 

verticalmente em três partes após a corrida eletroforética. Uma parte foi imersa 

em tampão fosfato de potássio 100 mM, pH 7.8. A segunda parte imersa em uma 

solução com 100 mL do mesmo tampão contendo 0,0292 g de EDTA e 0,0130 g 

de KCN, e a última foi imersa em solução do tampão já citado, acrescido de 

0,0292 g de EDTA e 70 µL de H2O2 30%. Os géis permaneceram imersos nas 

respectivas soluções de revelação por 20min; em seguida foram lavados com 

H2O destilada e submetidos à revelação com NBT e riboflavina, como descrito 

anteriormente. Ao final da revelação, as bandas foram analisadas quanto à 

atividade, conforme o fator inibidor presente nos tratamentos. As isoformas 

foram classificadas como descrito por Guelfi et al. (2003): Cu/Zn-SOD quando 

inativada na presença de KCN e H2O2; Fe-SOD se a banda for inativada somente 

na presença de H2O2, sendo resistente ao KCN; e Mn-SOD se a isoforma for 

resistente aos dois tratamentos (AZEVEDO et al., 1998).  
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4.2.16 Atividade da CAT em PAGE não-desnaturante  

 

A determinação da atividade de CAT foi realizada em PAGE 12%, a 4oC 

e com corrente constante de 15 mA. Após o tempo de corrida (17h), o gel foi 

lavado em água deionizada (3x15min) e incubado por 10min em solução de H2O2 

0,003% (v/v), à temperatura ambiente, sob agitação em mesa oscilatória. Após 

esse período, o gel foi lavado em água deionizada e colocado por 10min em uma 

solução de FeCl3 1% e K2Fe(CN6) 1% (m/v) sob agitação. Em seguida, a solução 

foi retirada e o gel lavado com água deionizada. A fixação foi realizada com uma 

solução de ácido acético (7%) por 15min e os géis foram foto-documentados 

(AZEVEDO et al., 1998). 

 

4.2.17 Antibiograma 

      

 As culturas bacterianas foram crescidas em meio de cultivo LB, e 

suspensas em solução salina e a concentração foi ajustada de acordo com a 

escala 0,5 de McFarland. A cultura foi espalhada em MHA (Extrato de carne 2,0 

g L-1, ácidos casaminos 17,5 g L-1, amido 1,5 g L-1, ágar 15 g L-1), utilizando 

swabs. Em seguida, foram fixados discos contendo os antibióticos Ampicilina (10 

mcg), Cloranfenicol (30 mcg), Ciprofloxacina (05 mcg), Kanamicina (30 mcg) e 

Tetraciclina (30 cmg). As placas de Petri foram incubadas a 30ºC durante 24h, e 

a resistência/suscetibilidade a cada antibiótico foi avaliada de acordo com a 

medida do diâmetro (mm) do halo de inibição, de acordo com a técnica de 

difusão em disco de Kirby & Bauer (1966).  

 

4.2.18 Análises Estatísticas 

 

Análises estatísticas foram realizadas para os resultados de curva de 

crescimento, viabilidade celular, quantificação de MDA e de H2O2 por meio de 

Análise de Variância (ANOVA), com estatística de Bonferroni.  
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4.3 Resultados e Discussão 

 

4.3.1 Caracterização da linhagem tolerante ao 2,4-D 

 

Este estudo foi realizado com amostras obtidas em tanques de 

armazenamento de água de lavagem de embalagens de herbicidas, cuja 

composição encontra-se na Tabela 1. Este ambiente foi considerado altamente 

tóxico e seletivo. O local de coleta foi o Centro de Recepção de Embalagens da 

empresa Basf Brasileira S/A Indústrias Químicas. A linhagem foi selecionada a 

partir de testes de tolerância ao herbicida 2,4-D em Meio Mineral com 1x 2,4-D 

(MM1). Foram realizadas análises de degradação em CLAE e a linhagem que 

apresentou maiores taxas foi selecionada para o projeto. A linhagem selecionada 

foi identificada pelo sequenciamento do gene 16S rRNA como Enterobacter 

ludwigii, com 97% de identidade (Anexo 1).  

Nome Comercial Princípio Ativo 

Roundup Original Glifosato 

Heat Saflufenacil 

Spider Diclosulam 

Classic Clorimuron 

Flumizin 500 Flumioxazina 

Select Cletodim 

Poast Setoxidim 

Dual Gold S-Metaclor 

Primoleo Atrazina 

Primestra Gold Atrazina+S-Metaclor 

Sumisoya Flumioxazina 

Boral 500 SC Sulfentrazone 

Facet Quinclorac 

 

Tabela 1: Listagem de herbicidas cujas embalagens foram lavadas e a água utilizada foi 

armazenada em tanques nos quais foram obtidas as amostras.  

A Enterobacter ludwigii pertence ao complexo de Enterobacter cloacae, 

a qual tem sido frequentemente isolada de infecções hospitalares. No entanto, 

não está claro se a mesma é um verdadeiro agente oportunista ou se tem caráter 
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comensal (PAAUW et al., 2008). Estudos tem relatado que patógenos humanos 

pertencentes à família Enterobacteriaceae tais como Salmonella enterica e 

Escherichia coli podem colonizar plantas (HOLDEN et al., 2009).  

         Plantas servem frequentemente como hospedeiros para muitas bactérias 

entéricas incluindo Erwinia, Pectobacterium, Pantoea e Enterobacter, que 

podem colonizar epífitas, endófitos e/ou patógenos. O gênero Enterobacter 

compreende uma gama de bactérias associadas à plantas que promovem 

controle biológico e/ou crescimento (TAGHAVI et al., 2009; MADHAIYAN et al., 

2010).  

 

4.3.2 Cinética de crescimento da linhagem em relação ao 2,4-D 

 

O efeito do 2,4-D sobre o crescimento da linhagem E. ludwigii foi avaliado 

nas concentrações de 1x (MM1) e 10x (MM10) e os resultados estão 

demonstrados na Figura 2. 

 

Figura 2: Curva de crescimento (OD em 600 nm) de E. ludwigii nos tratamentos MM (controle), 

MM1 e MM10 durante 30 horas de incubação.  
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Os tempos escolhidos para os demais experimentos, com base na curva 

obtida nas condições de controle, foram 3 pontos da fase log: 15h, para início da 

fase, 20h para um ponto mediano, e 25h para o final da fase. A curva no 

tratamento MM1 apresentou-se mais próxima do controle (MM) nos 3 tempos 

escolhidos (p>0,705, anexo 2, seção 1,2; p>0,07, anexo 2, seção 1,3; p>1,00, 

anexo 2, seção 1,4 respectivamente), diferentemente do que ocorreu com a 

curva do tratamento MM10, que apresentou diferença significativa com relação 

ao controle, nos três tempos definidos (p<0,032, anexo 2, seção 1,2; p<0,004, 

anexo 2, seção 1,3; p<0,031, anexo 2, seção 1,4 respectivamente). A tolerância 

de E. ludwigii ao herbicida pode ser explicada devido ao seu isolamento ter sido 

feito em água de lavagens que continham herbicidas. Entretanto, o 2,4-D não 

fazia parte da lista de herbicidas cujas embalagens foram lavadas e a água 

utilizada como amostra para o isolamento de bactérias (Tabela 1). Apesar de 

menor com relação a MM e MM1, esta bactéria apresentou uma boa taxa de 

crescimento no tratamento MM10 (Fig. 2), mostrando-se, portanto, tolerante. 

Altas concentrações de herbicidas podem selecionar linhagens tolerantes ou 

degradadoras de herbicidas (BATTISON et al., 2009). Nesse trabalho, a 

linhagem de E. ludwigii conseguiu tolerar uma concentração de 0,0017 mM de 

2,4-D. Balagué et al. (2001), utilizaram as doses de 2 mM, 1 mM, 0,1 mM e 0,01 

mM do herbicida 2,4-D, verificando inibição de crescimento de E. coli HB101 

apenas na maior concentração. Entretanto, nestes trabalhos, diferentemente 

desse projeto, foi utilizado um sistema de seleção e de avaliação de degradação 

com 2,4-D. E. ludwigii apresentou taxas menores de crescimento (Fig. 2) em uma 

concentração que possivelmente não é encontrada na natureza, e cujo processo 

de seleção ocorreu sem a presença de 2,4-D, porém com outros compostos 

tóxicos (Tabela 1).  

 

4.3.3 Viabilidade Celular 

 

Já na viabilidade celular (Fig.3), foi possível observar que o controle não 

apresentou variações significativas em suas taxas (p>0,068, anexo 3, seção 2,4). 

Com relação ao tratamento MM1, foi possível observar uma diminuição das 

células viáveis no final da fase log, refletindo a toxicidade do herbicida ao longo 
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do tempo. No tratamento MM10, as células mostraram-se menos viáveis já no 

meio da fase log (p<0,019, anexo 3, seção 2,2), A diferença nesse tratamento 

entre o início e o meio da fase log indica diferença significativa (kruskal-wallis 

p<0,0273, anexo 3, seção 2,6), possivelmente devido à presença de uma maior 

concentração do herbicida em uma fase de maior metabolização celular, 

incorporando os efeitos tóxicos do 2,4-D com maior intensidade.  

 

Figura 3: Viabilidade celular (em U.F.C.) de E. ludwigii nos tratamentos MM (controle), MM1 e 

MM10 nos tempos de 15h, 20h e 25h de incubação. 

 

 

4.3.4 Avaliação da peroxidação lipídica por meio da quantificação de MDA 

 

O MDA (malondialdeído) é utilizado para determinar a quantidade de 

peroxidação lipídica e a toxicidade de herbicidas, portanto um dos indicadores 

de estresse oxidativo (SHAO et al., 2009). Desta maneira, seria esperado um 

aumento da peroxidação lipídica com as maiores concentrações de 2,4-D no 

tratamento com a linhagem bacteriana. Entretanto, neste trabalho, obtivemos 

resultados opostos: o decréscimo do MDA com o passar do tempo, no tratamento 

de MM10 em relação ao controle (Fig.4). O MDA apresenta diferença entre 15 h 
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e 20 h (p<0,001, anexo 4, seção 3,6) e entre 15 h e 25 h (p<0,002, anexo 4, 

seção 3,6). 

       

 

Figura 4: Níveis de MDA (representando peroxidação lipídica) em E.ludwigii nos tratamentos MM 

(controle), MM1 e MM10, nos tempos de 15h, 20h e 25h de incubação. 

 

Prione et al. (2016, em preparação), apresentaram dados semelhantes 

com a linhagem de P. ananatis em relação ao herbicida mesotrione. Os dados 

de saturação de lipídios apresentaram modificações, sugerindo uma baixa 

permeabilidade de membrana, possivelmente um efeito protetor da bactéria 

contra a citotoxicidade provocada pelo herbicida. 

Como a produção de MDA depende do nível de saturação de lipídios, 

mudanças na permeabilidade da membrana em resposta às altas concentrações 

do herbicida podem explicar os resultados obtidos. O estudo realizado por 

Balagué et al. (2001) com a linhagem E. coli HB101 e o 2,4-D demonstrou que a 

toxicidade do herbicida pode modificar a saturação de lipídios de membrana. 

Com esta alteração, a fluidez da membrana mostrou-se diminuída, por 

conseguinte, a produção de MDA que é relacionada e dependente do nível de 

saturação de lipídios, apresentou-se alterada, sendo que esta mudança pode ser 

interpretada como uma estratégia de defesa contra as ERO.  
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4.3.5 Avaliação do estresse oxidativo gerado pelo 2,4-D 
 

Os herbicidas podem gerar ERO no meio intracelular de acordo com suas 

propriedades químicas (VOIE & FONNUM, 2000; COTEUR et al., 2001; RUIZ-

LEAL & GEORGE, 2004; PAZMIÑO et al., 2011). A quantificação de H2O2 para 

E. ludwigii está apresentada na Fig. 5. Comparativamente aos dados de 

crescimento (Fig. 2) no tratamento MM10, é possível perceber aumento nos 

níveis de peróxido de hidrogênio (Fig.4) (p<0,028, anexo 5, seção 4,6). 

Comparando o tratamento MM10 nos tempos extremos (15h e 25h), é possível 

observar aumento da taxa de peróxido (p<0,028, anexo 5, seção 4,6).  

O aumento na concentração de ERO para níveis que excedem a capacidade de 

defesa celular caracteriza o estresse oxidativo (MAHALINGAM & FEDEROFF, 

2003). O organismo possui um sistema antioxidativo com a função de combater 

estes possíveis danos por meio de suas enzimas e sistemas não enzimáticos. 

Uma correlação entre os níveis de MDA e as taxas de H2O2 podem indicar este 

último como agente causador de estresse oxidativo (IŞIK et al., 2007).  

 

Figura 5: Quantificação de peróxido de hidrogênio nos tratamentos MM (controle), MM1 e MM10 

após 15h, 20h e 25h de incubação. 
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4.3.6 Capacidade de degradação do herbicida 2,4-D 

 

Uma das respostas adaptativas a herbicidas encontradas por alguns 

microrganismos tolerantes é a capacidade de metabolizar xenobióticos (ORTIZ-

HERNÁNDEZ et al., 2013).  

A degradação microbiana de 2,4-D em solo começa com a remoção da 

cadeia lateral carboxila (posição 1-C) ou a ligação éter (posição 2-C) (FOSTER 

e McKERCHER, 1973; ROBERTS et al., 1998); formação de 2,4-diclorofenol 

(2,4-DCP) e outros metabólitos fenólicos que são degradados por clivagem e 

oxidação do anel de fenila (SMITH & AUBIN, 1991a; ROBERTS et al., 1998). A 

completa mineralização de herbicidas é desejável do ponto de vista agro-

ambiental, pois toda molécula de herbicida é reduzida a dióxido de carbono e 

outros compostos inorgânicos (SMITH & AUBIN, 1991b; BARRIUSO et al., 

1997). 

Diversas linhagens de bactérias já foram estudadas, a fim de elucidar seu 

papel na degradação de xenobióticos no ambiente, e com a finalidade prática de 

uma potencial utilização em processos de biorremediação, por exemplo 

Enterobacter sp. (TAN et al., 2013). Pseudomonas cepacia (COMEAU et al., 

1993) e Rhizobium sp. (PERETTI et al., 1997) também demonstraram sua 

capacidade de utilizar 2,4-D como fonte de energia e carbono.  

A análise da degradação do 2,4-D pela bactéria E. ludwigii foi realizada 

por meio de CLAE. Uma taxa de degradação de 20% foi observada em 24h de 

incubação, como mostrado na Figura 6. 



48 
 

 

 

Figura 6: Cromatogramas indicando os picos correspondentes ao 2,4-D, em cultura com E. 

ludwigii. Gráfico superior: 0h de incubação em MM1. Gráfico inferior: 24h de incubação em MM1. 

Pico do 2,4-D observado no tempo de retenção de 2,280 min. 

 

Lerch et al. (2009), observaram que em experimento de biodegradação 

do solo, metade da concentração inicial de 2,4-D foi mineralizada em 8 dias.  

Em um trabalho realizado por Silva et al. (2007), com 2,4-D, com duas 

semanas de incubação em amostras de solo para análise de cromatografia 

líquida (CLAE), foram obtidos os seguintes resultados de degradação: 
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Acinetobacter sp: 0,25%, Serratia marcescens: 0,25%, Stenothrophomonas 

maltophilia: 30,20%, Flavobacterium sp: 10,10% e Penicilium sp.: 29,80%.  

Musarrat et al (2000), observaram degradação de 2,4-D pelas linhagens de 

Pseudomonas sp. e Pseudomonas aeruginosa, tendo 100% de degradação após 

20 dias de incubação. 

 

4.3.7 Atividade da SOD 

 

As SOD são metaloenzimas multiméricas, e são distinguidas por seu 

cofator metal e sua localização celular (KEITH & VALVANO, 2007). Para manter 

o ambiente celular estável e evitar danos de estresse oxidativo, há um aumento 

na atividade de enzimas do sistema antioxidante de defesa (LIN et al., 2009; 

MISHRA & IMLAY, 2012; MA et al., 2013). 

Três isoenzimas de Mn-SOD, caracterizadas como I, II e III (Fig. 7), se 

mostraram ativas em Enterobacter ludwigii. Mn-SODI e MnSOD-III foram mais 

ativas nos tempos de 15h e 20h, enquanto que Mn-SODII e Mn-SODIII 

apresentaram atividades menores no tempo de 25h (Fig. 7), principalmente nos 

tratamentos com o 2,4-D. A toxicidade do herbicida 2,4-D pode ser o motivo pela 

demora de resposta da SOD no tempo de 25h (Fig. 8).  

 

Figura 7: Atividade de PAGE não-desnaturante em Enterobacter ludwigii. correspondendo à 

atividade de Mn-SOD no controle (C); atividade de SOD na presença de 2 mM de peróxido de 
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hidrogênio (H2O2); atividade de SOD com 5 mM de cianeto de potássio (KCN), em 15h, 20h e 

25h de incubação. 

 

Figura 8: SOD-PAGE não-desnaturante de E.ludwigii representando controle (MM), MM1 e 

MM10 nos tempos de 15h (1,2,3) e 20h (4,5,6) e 25h (7,8,9). 

  

As enzimas de SOD são classificadas de acordo com o cofator metal 

presente em seu sítio ativo, podendo ser diferenciadas em manganês (Mn) ou 

ferro (Fe), cobre/zinco (Cu/Zn) e níquel (Ni) (GRATÃO et al., 2005). Neste 

trabalho, as isoformas de SOD (Fig.8) apresentaram a metaloenzima Mn-SOD, 

isoforma encontrada no citoplasma bacteriano e responsiva ao aumento dos 

níveis do radical O2
- (IMLAY, 2008; LI et al., 2009).  

 

 

4.3.8 Atividade da CAT 
   

De acordo com Imlay (2008), as enzimas peroxidases e catalases são 

reguladas por vias bioquímicas diferentes em bactérias. Enzimas como a 

tiorredoxina tiol-peroxidase e alquil hidroperóxido redutase e outras peroxidases 

também são responsáveis pela detoxificação celular do H2O2 e a CAT apresenta 

maior importância na degradação do peróxido de hidrogênio quando este está 

presente em altas concentrações dentro da célula, quanto neste momento, as 

outras enzimas peroxidases tem sua atividade saturada devido à lenta 

transferência de elétrons e/ou a inativação das mesmas por excesso de oxidação 

(MISHRA et al., 2012; MOLS et al., 2011; MONGKOLSUK et al., 2005; WOOD 

et al., 2003). O sistema antioxidante trabalha de maneira sistêmica a estes. A 

CAT possui isoformas, HPI e HPII. Em E. coli, a HPI, codificada pelo gene KatG, 

é expressa sob condições aeróbias e anaeróbias, está sob regulação do fator 
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transcricional OxyR e sua síntese é induzida quando as células são expostas às 

concentrações subletais do peróxido de hidrogênio (TRIGGS-RAINE et al., 

1988). A HPII apresenta maior atividade durante a fase estacionária e em 

culturas aeróbicas (LOEWEN et al., 1996), pois seu controle é realizado pelo 

fator sigma rpoS (IVANOVA et al., 1994).  

Apenas uma isoforma foi observada nesse trabalho, diferentemente dos 

dados dos gêneros que apresentam duas isoformas. Quando as taxas de 

formação ou de entrada de H2O2 são elevadas, os níveis basais de defesa são 

insuficientes. Por esta razão, os organismos respondem a isso por aumento da 

síntese de catalases, peroxidases ou ambos (CARMEL-HAREL & STORZ, 

2000). Mishra & Imlay (2012) relatam que muitas bactérias apresentam mais de 

uma isoenzima para catalase e demonstram que uma única enzima 

possivelmente não seja suficiente para a atividade da catalase, por diversos 

motivos, como a necessidade de múltiplas formas de compartimentalização, 

especificidades de substratos, necessidades do metal e estabilidade e demanda 

de elétrons. Apesar de ter sido encontrada apenas uma isoforma, a bactéria foi 

considerada tolerante a esta concentração de herbicida e apresentou um bom 

controle do estresse oxidativo, de acordo com sua relativa capacidade de 

crescimento (Fig.2). 

Na atividade da CAT (Fig. 9), é possível perceber no tempo de 15h, início 

da fase log (Fig. 2), a isoforma em controle e MM1 aparecem com maior atividade 

em comparação com o tratamento MM10, demonstrando uma demora de 

resposta da CAT à maior concentração do herbicida. Esta demora da CAT pode 

explicar as maiores concentrações de H2O2 em resposta às altas doses de 

herbicida, possivelmente não encontradas naturalmente.  

 

Figura 9: CAT-PAGE não-desnaturante de Enterobacter ludwigii representando: controle, MM1 

e MM10, nos tempos de 15h, 20h e 25h de incubação. 
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4.3.9 Resistência a antibióticos 

 

Na análise de antibiograma, realizado com os antibióticos Ampicilina (Amp; β-

lactams), Ciprofloxacina (Cip; fluoroquinolonas), Cloranfenicol (Cam), 

Kanamicina (kan; aminoglicosídico) e Tetraciclina (Tet) como mostrados na 

Tabela 2, foi possível observar que a linhagem apresentou suscetibilidade 

apenas ao antibacteriano Tetraciclina.  

 

Padrão Interpretativo/ Zonas de inibição em mm 

 

Antibacterianos 

 

Resistência 

 

Resistência 

Intermediária 

 

Suscetibilidade 

Medição 

do halo 

(em mm)  

Ampicilina ≤ 13 14-16 ≥ 17 10 

Cloranfenicol ≤ 12 13-17 ≥ 18 17 

Ciprofloxacina ≤ 15 16-20 ≥ 21 15 

Kanamicina ≤ 13 14-17 ≥ 18 12 

Tetraciclina ≤ 11 12-14 ≥ 15 24 

 

Tab. 2. Antibiograma. Avaliação de resistência e/ou suscetibilidade pela análise de medição de 

halos de inibição (em mm).  

 

Os dados apresentados na tabela 2 foram retirados do Instituto de Padronização 

Clínica e Laboratorial (CLSI). Com relação ao antibacteriano Cloranfenicol, a 

linhagem E. ludwigii apresentou resistência intermediária, significando que ela 

encontra aplicação clínica em sítios corpóreos onde as drogas são 

fisiologicamente concentradas (ex: quinolonas e beta-lactâmicos na urina) ou 

quando uma alta dose de droga pode ser usada (ex: beta-lactâmico). A linhagem 

apresentou-se resistente aos demais antibióticos.  

Do ponto de vista clínico, o uso inadequado de um grande número de 

antibióticos e a pressão seletiva associada à bactérias pode comprometer a 

eficácia a longo prazo da terapia feita com antibióticos. Concentrações subletais 

de biocidas podem criar maiores tolerâncias aos antibióticos (LEVY & 
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MARSHALL, 2004; MOLINA-GONZÁLEZ et al., 2014; CAPITA et al., 2014; 

KURENBACH et al., 2015). Em um trabalho realizado por Kurenbach et al. 

(2015), a linhagem S. typhimurium exposta à dose subletal de 2,4-D apresentou 

aumento na tolerância à Ampicilina, Cloranfenicol, Ciprofloxacina e Tetraciclina 

e maior suscetibilidade à Kanamicina. Comportamento semelhante foi observado 

quando E. coli foi exposta à dose subletal de 2,4-D, mas não houve aumento de 

tolerância à ampicilina.  
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4.4 Conclusão 

 
Constatou-se que E. ludwigii pode tolerar o herbicida 2,4-D em até 10x 

sua concentração. Esta bactéria não apresentou diferenças de crescimento na 

presença de 1x a concentração do herbicida, porém em 10x apresentou uma 

menor taxa de crescimento. Os dados de peróxido demonstraram que em 10x, 

no final da fase log, o herbicida é o agente causal do estresse oxidativo. A CAT 

apresentou uma demora na resposta na maior concentração do herbicida. Esta 

demora pode explicar as maiores concentrações de H2O2 em resposta às altas 

doses de herbicida, possivelmente não encontradas naturalmente. E. ludwigii 

também se apresentou resistente a antibióticos. Considerando que a linhagem 

não teve contato prévio com 2,4-D e ainda assim demonstra-se tolerante a este 

herbicida e resistente a outros estressantes, como antibióticos, a linhagem 

apresenta um sistema amplo de resposta, se tornando um modelo interessante 

de estudo.  
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6. Anexos 

 

Identificação da linhagem por meio do gene 16S rRNA 
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Análises Estatísticas 

 

Capítulo 1 – Crescimento bacteriano 

Seção 1.1 - cresc10h conc10h, bonferroni means st 

 

c0ntr=0 x 1 |    Summary of medias 

      x 10  |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

          0 |   .44649999   .04737616 

          1 |       .3865   .00212134 

         10 |       .2025   .00494975 

------------+------------------------ 

      Total |   .34516666   .11570206 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .064661328      2   .032330664     42.66     

0.0063 

 Within groups        .0022735      3   .000757833 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .066934829      5   .013386966 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   5.1732  

Prob>chi2 = 0.075 

 

                  Comparison of medias by c0ntr=0 x 1 x 10  

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |          0          1 

---------+---------------------- 

       1 |       -.06 
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         |      0.352 

         | 

      10 |      -.244      -.184 

         |      0.009      0.020 

Seção 1.2 - cresc15h concentr, bonferroni means st 

 

c0ntr=0 x 1 |    Summary of medias 

      x 10  |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

          0 |        .884   .11313706 

          1 |       1.015   .10323765 

         10 |   .37799999   .00282843 

------------+------------------------ 

      Total |        .759   .30858063 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .452644031      2   .226322015     28.93     

0.0109 

 Within groups      .023466007      3   .007822002 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .476110038      5   .095222008 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   4.2116  

Prob>chi2 = 0.122 

 

                  Comparison of medias by c0ntr=0 x 1 x 10  

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |          0          1 
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---------+---------------------- 

       1 |       .131 

         |      0.705 

         | 

      10 |      -.506      -.637 

         |      0.032      0.017 

Seção 1.3 - cresc20h concentr, bonferroni means st 

 

c0ntr=0 x 1 |    Summary of medias 

      x 10  |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

          0 |   2.3735001   .20011121 

          1 |   2.8824999   .04596198 

         10 |   .98100001    .0014142 

------------+------------------------ 

      Total |       2.079    .8852177 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      3.87589289      2   1.93794644    137.90     

0.0011 

 Within groups      .042159002      3   .014053001 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           3.91805189      5   .783610378 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   6.7190  

Prob>chi2 = 0.035 

 

                  Comparison of medias by c0ntr=0 x 1 x 10  

                                (Bonferroni) 
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Row Mean-| 

Col Mean |          0          1 

---------+---------------------- 

       1 |       .509 

         |      0.070 

         | 

      10 |    -1.3925    -1.9015 

         |      0.004      0.002 

Seção 1.4 - cresc25h concentr, bonferroni means st 

 

c0ntr=0 x 1 |    Summary of medias 

      x 10  |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

          0 |      3.1875   .32880476 

          1 |       3.216   .20364666 

         10 |       1.896   .01131373 

------------+------------------------ 

      Total |      2.7665   .69625216 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      2.27412283      2   1.13706142     22.78     

0.0154 

 Within groups      .149712534      3   .049904178 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           2.42383537      5   .484767073 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   3.7231  

Prob>chi2 = 0.155 
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                  Comparison of medias by c0ntr=0 x 1 x 10  

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |          0          1 

---------+---------------------- 

       1 |      .0285 

         |      1.000 

         | 

      10 |    -1.2915      -1.32 

         |      0.031      0.029 

Seção 1.5 - cresc29h concentr, bonferroni means st 

 

c0ntr=0 x 1 |    Summary of medias 

      x 10  |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

          0 |   3.8774999   .68942888 

          1 |       3.609   .19091882 

         10 |      2.4625   .22273851 

------------+------------------------ 

      Total |   3.3163333   .75107401 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      2.25918624      2   1.12959312      6.04     

0.0888 

 Within groups      .561374612      3   .187124871 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           2.82056085      5    .56411217 
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Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   1.4062  

Prob>chi2 = 0.495 

 

                  Comparison of medias by c0ntr=0 x 1 x 10  

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |          0          1 

---------+---------------------- 

       1 |     -.2685 

         |      1.000 

         | 

      10 |     -1.415    -1.1465 

         |      0.140      0.231 

Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

concentr          _Obs   _RankSum  

       0             2       9.00   

       1             2       9.00   

      10             2       3.00   

 

chi-squared =     3.429 with 2 d.f. 

probability =     0.1801 

 

chi-squared with ties =     3.429 with 2 d.f. 

probability =     0.1801 
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Capítulo 2 – Viabilidade Celular 

Seção 2.1- via15h conc, bonferroni means st 

0=contr x 1 |    Summary of medias 

       x 10 |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

          0 |   2348.6667   404.11673 

          1 |         655   17.320508 

         10 |   16405.333   594.66069 

------------+------------------------ 

      Total |   6469.6667   7496.3812 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups       448531385      2    224265692   1300.77     

0.0000 

 Within groups      1034463.33      6   172410.556 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total            449565848      8   56195731.0 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   9.3105  

Prob>chi2 = 0.010 

 

                   Comparison of medias by 0=contr x 1 x 10 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |          0          1 

---------+---------------------- 

       1 |   -1693.67 

         |      0.007 

         | 
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      10 |    14056.7    15750.3 

         |      0.000      0.000 

 

via15h, by ( conc) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

    conc          _Obs   _RankSum  

       0             3      15.00   

       1             3       6.00   

      10             3      24.00   

 

chi-squared =     7.200 with 2 d.f. 

probability =     0.0273 

 

chi-squared with ties =     7.261 with 2 d.f. 

probability =     0.0265 
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Seção 2.2 - via20h conc, bonferroni means st 

 

0=contr x 1 |    Summary of medias 

       x 10 |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

          0 |   826.66667   378.06525 

          1 |   606.33333   96.666092 

         10 |   73.666667   19.629909 

------------+------------------------ 

      Total |   502.22222   388.04245 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      899289.556      2   449644.778      8.84     

0.0163 

 Within groups       305326.00      6   50887.6667 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           1204615.56      8   150576.944 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   9.0742  

Prob>chi2 = 0.011 

 

                   Comparison of medias by 0=contr x 1 x 10 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |          0          1 

---------+---------------------- 

       1 |   -220.333 

         |      0.830 
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         | 

      10 |       -753   -532.667 

         |      0.019      0.083 

via20h, by ( conc) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

    conc          _Obs   _RankSum  

       0             3      21.00   

       1             3      18.00   

      10             3       6.00   

 

chi-squared =     5.600 with 2 d.f. 

probability =     0.0608 

 

chi-squared with ties =     5.647 with 2 d.f. 

probability =     0.0594 

 

 

via20h, by ( conc) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

    conc          _Obs   _RankSum  

       0             3      15.00   

      10             3       6.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.971 with 1 d.f. 

probability =     0.0463 
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via20h, by ( conc) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

    conc          _Obs   _RankSum  

       1             3      15.00   

      10             3       6.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.971 with 1 d.f. 

probability =     0.0463 
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Seção 2.3 - via25h conc, bonferroni means st 

 

0=contr x 1 |    Summary of medias 

       x 10 |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

          0 |        3600   2468.1724 

          1 |   164.33333   54.647354 

         10 |        2576   3173.6112 

------------+------------------------ 

      Total |   2113.4444   2524.9222 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      18668517.6      2   9334258.78      1.73     

0.2548 

 Within groups      32333338.7      6   5388889.78 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           51001856.2      8   6375232.03 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =  11.0455  

Prob>chi2 = 0.004 

 

                   Comparison of medias by 0=contr x 1 x 10 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |          0          1 

---------+---------------------- 

       1 |   -3435.67 

         |      0.360 

         | 



94 
 

      10 |      -1024    2411.67 

         |      1.000      0.751 

 

via25h, by ( conc) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

    conc          _Obs   _RankSum  

       0             3      22.00   

       1             3       6.00   

      10             3      17.00   

 

chi-squared =     5.956 with 2 d.f. 

probability =     0.0509 

 

chi-squared with ties =     5.956 with 2 d.f. 

probability =     0.0509 

 

 

via25h, by ( conc) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

    conc          _Obs   _RankSum  

       0             3      15.00   

       1             3       6.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 
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via25h, by ( conc) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

    conc          _Obs   _RankSum  

       1             3       6.00   

      10             3      15.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

via25h, by ( conc) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

    conc          _Obs   _RankSum  

       0             3      13.00   

      10             3       8.00   

 

chi-squared =     1.190 with 1 d.f. 

probability =     0.2752 

 

chi-squared with ties =     1.190 with 1 d.f. 

probability =     0.2752 
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Seção 2.4 - via0 horas, bonferroni means st 

 

 15 h x 20h |    Summary of medias 

      x 25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

         15 |   2348.6667   404.11673 

         20 |   826.66667   378.06525 

         25 |        3600   2468.1724 

------------+------------------------ 

      Total |   2258.4444   1745.3486 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      11573696.9      2   5786848.44      2.71     

0.1448 

 Within groups      12796237.3      6   2132706.22 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           24369934.2      8   3046241.78 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   6.9099  

Prob>chi2 = 0.032 

 

                   Comparison of medias by 15 h x 20h x 25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |         15         20 

---------+---------------------- 

      20 |      -1522 

         |      0.747 

         | 
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      25 |    1251.33    2773.33 

         |      1.000      0.177 

 

via0, by (  horas) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

   horas          _Obs   _RankSum  

      15             3      18.00   

      20             3       6.00   

      25             3      21.00   

 

chi-squared =     5.600 with 2 d.f. 

probability =     0.0608 

 

chi-squared with ties =     5.600 with 2 d.f. 

probability =     0.0608 

 

. 
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Seção 2.5 - via1x horas, bonferroni means st 

 

 15 h x 20h |    Summary of medias 

      x 25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

         15 |         655   17.320508 

         20 |   606.33333   96.666092 

         25 |   164.33333   54.647354 

------------+------------------------ 

      Total |   475.22222   240.76637 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      438486.222      2   219243.111     52.07     

0.0002 

 Within groups      25261.3333      6   4210.22222 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           463747.556      8   57968.4444 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   3.5799  

Prob>chi2 = 0.167 

                   Comparison of medias by 15 h x 20h x 25h 

                                (Bonferroni)Row Mean-| 

Col Mean |         15         20 

---------+---------------------- 

      20 |   -48.6667 

         |      1.000 

          

      25 |   -490.667       -442 

         |      0.000      0.000 
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Seção 2.6 - via10x horas, bonferroni means st 

 

 15 h x 20h |    Summary of medias 

      x 25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

         15 |   16405.333   594.66069 

         20 |   73.666667   19.629909 

         25 |        2576   3173.6112 

------------+------------------------ 

      Total |   6351.6667   7786.9049 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups       464235469      2    232117734     66.79     

0.0001 

 Within groups      20851629.3      6   3475271.56 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total            485087098      8   60635887.3 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =  16.9007  

Prob>chi2 = 0.000 

 

                   Comparison of medias by 15 h x 20h x 25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |         15         20 

---------+---------------------- 

      20 |   -16331.7 

         |      0.000 

         | 



100 
 

      25 |   -13829.3    2502.33 

         |      0.000      0.454 

 

via10x, by (  horas) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

   horas          _Obs   _RankSum  

      15             3      24.00   

      20             3       6.00   

      25             3      15.00   

 

chi-squared =     7.200 with 2 d.f. 

probability =     0.0273 

 

chi-squared with ties =     7.261 with 2 d.f. 

probability =     0.0265 

 

. 
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Seção 2.7 - via015hx1 con15hxcc1, bonferroni means st 

    0.15h x | 

    1.20h x |    Summary of medias 

      1.25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .15 |   2348.6667   404.11673 

        1.2 |   606.33333   96.666092 

       1.25 |   164.33333   54.647354 

------------+------------------------ 

      Total |   1039.7778   1021.8662 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      8002401.56      2   4001200.78     68.34     

0.0001 

 Within groups       351282.00      6     58547.00 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           8353683.56      8   1044210.44 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   6.1937  

Prob>chi2 = 0.045 

 

                Comparison of medias by 0.15h x 1.20h x 1.25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .15        1.2 

---------+---------------------- 

     1.2 |   -1742.33 

         |      0.000 

         | 
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    1.25 |   -2184.33       -442 

         |      0.000      0.200 

 

via015hx1, by (  con15hxcc1) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

con15hx~1          _Obs   _RankSum  

      .15             3      24.00   

      1.2             3      15.00   

     1.25             3       6.00   

 

chi-squared =     7.200 with 2 d.f. 

probability =     0.0273 

 

chi-squared with ties =     7.200 with 2 d.f. 

probability =     0.0273 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



103 
 

Seção 2.8 - via020hx1 con20hx1, bonferroni means st 

 

1.15 x .2 x |    Summary of medias 

       1.25 |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

         .2 |   826.66667   378.06525 

       1.15 |         655   17.320508 

       1.25 |   164.33333   54.647354 

------------+------------------------ 

      Total |   548.66667   353.79161 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      708908.667      2   354454.333      7.27     

0.0249 

 Within groups      292439.333      6   48739.8889 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           1001348.00      8    125168.50 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =  11.1388  

Prob>chi2 = 0.004 

 

                   Comparison of medias by 1.15 x .2 x 1.25 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |         .2       1.15 

---------+---------------------- 

    1.15 |   -171.667 

         |      1.000 

         | 
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    1.25 |   -662.333   -490.667 

         |      0.031      0.104 

 

via020hx1, by( con20hx1) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

 con20hx1          _Obs   _RankSum  

       .2             3      21.00   

     1.15             3      18.00   

     1.25             3       6.00   

 

chi-squared =     5.600 with 2 d.f. 

probability =     0.0608 

 

chi-squared with ties =     5.647 with 2 d.f. 

probability =     0.0594 

 

 

via020hx1, by( con20hx1) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

 con20hx1          _Obs   _RankSum  

       .2             3      15.00   

     1.25             3       6.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 
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via020hx1, by( con20hx1) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

 con20hx1          _Obs   _RankSum  

     1.15             3      15.00   

     1.25             3       6.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.971 with 1 d.f. 

probability =     0.0463 

 

 

via020hx1, by( con20hx1) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

 con20hx1          _Obs   _RankSum  

       .2             3      12.00   

     1.15             3       9.00   

 

chi-squared =     0.429 with 1 d.f. 

probability =     0.5127 

 

chi-squared with ties =     0.441 with 1 d.f. 

probability =     0.5066 
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Seção 2.9 - via025hx1 con25hx1, bonferroni means st 

 

1.15 x 1.20 |    Summary of medias 

     x 0.25 |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .25 |        3600   2468.1724 

       1.15 |         655   17.320508 

        1.2 |   606.33333   96.666092 

------------+------------------------ 

      Total |   1620.4444   1931.3361 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      17637433.6      2   8818716.78      4.34     

0.0684 

 Within groups      12203038.7      6   2033839.78 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           29840472.2      8   3730059.03 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =  21.4487  

Prob>chi2 = 0.000 

 

                  Comparison of medias by 1.15 x 1.20 x 0.25 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .25       1.15 

---------+---------------------- 

    1.15 |      -2945 

         |      0.134 

         | 
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     1.2 |   -2993.67   -48.6667 

         |      0.127      1.000 

 

via025hx1, by( con25hx1) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

 con25hx1          _Obs   _RankSum  

      .25             3      24.00   

     1.15             3      12.00   

      1.2             3       9.00   

 

chi-squared =     5.600 with 2 d.f. 

probability =     0.0608 

 

chi-squared with ties =     5.647 with 2 d.f. 

probability =     0.0594 

 

 

via025hx1, by( con25hx1) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

 con25hx1          _Obs   _RankSum  

      .25             3      15.00   

      1.2             3       6.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 
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via025hx1, by( con25hx1) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

 con25hx1          _Obs   _RankSum  

      .25             3      15.00   

     1.15             3       6.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.971 with 1 d.f. 

probability =     0.0463 
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Seção 2.10 - via015hx10 con15hxc10, bonferroni means st 

 

    0.15h x | 

   10.20h x |    Summary of medias 

     10.25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .15 |   2348.6667   404.11673 

       10.2 |   73.666667   19.629909 

      10.25 |        2576   3173.6112 

------------+------------------------ 

      Total |   1666.1111   1998.7491 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      11488977.6      2   5744488.78      1.68     

0.2628 

 Within groups      20471007.3      6   3411834.56 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           31959984.9      8   3994998.11 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =  18.0745  

Prob>chi2 = 0.000 

 

               Comparison of medias by 0.15h x 10.20h x  10.25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .15       10.2 

---------+---------------------- 

    10.2 |      -2275 

         |      0.547 
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         | 

   10.25 |    227.333    2502.33 

         |      1.000      0.444 

 

via015hx10, by( con15hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

con15h~10          _Obs   _RankSum  

      .15             3      21.00   

     10.2             3       6.00   

    10.25             3      18.00   

 

chi-squared =     5.600 with 2 d.f. 

probability =     0.0608 

 

chi-squared with ties =     5.647 with 2 d.f. 

probability =     0.0594 

 

via015hx10, by( con15hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

con15h~10          _Obs   _RankSum  

      .15             3      15.00   

     10.2             3       6.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.971 with 1 d.f. 

probability =     0.0463 
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via015hx10, by( con15hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

con15h~10          _Obs   _RankSum  

     10.2             3       6.00   

    10.25             3      15.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.971 with 1 d.f. 

probability =     0.0463 
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Seção 2.11 - via020hx10 con20hxc10, bonferroni means st 

   10.15h x | 

    0.20h x |    Summary of medias 

     10.25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

         .2 |   826.66667   378.06525 

      10.15 |   16405.333   594.66069 

      10.25 |        2576   3173.6112 

------------+------------------------ 

      Total |   6602.6667   7567.5476 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups       437005483      2    218502741     62.03     

0.0001 

 Within groups      21136725.3      6   3522787.56 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total            458142208      8   57267776.0 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   7.2866  

Prob>chi2 = 0.026 

 

               Comparison of medias by 10.15h x 0.20h x 10.25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |         .2      10.15 

---------+---------------------- 

   10.15 |    15578.7 

         |      0.000 

         | 
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   10.25 |    1749.33   -13829.3 

         |      0.891      0.000 

 

. kwallis  via020hx10, by(  con20hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

con20h~10          _Obs   _RankSum  

       .2             3      10.00   

    10.15             3      24.00   

    10.25             3      11.00   

 

chi-squared =     5.422 with 2 d.f. 

probability =     0.0665 

 

chi-squared with ties =     5.422 with 2 d.f. 

probability =     0.0665 

 

via020hx10, by(  con20hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

con20h~10          _Obs   _RankSum  

       .2             3       6.00   

    10.15             3      15.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 
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via020hx10, by(  con20hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

con20h~10          _Obs   _RankSum  

    10.15             3      15.00   

    10.25             3       6.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

via020hx10, by(  con20hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

con20h~10          _Obs   _RankSum  

       .2             3      10.00   

    10.25             3      11.00   

 

chi-squared =     0.048 with 1 d.f. 

probability =     0.8273 

 

chi-squared with ties =     0.048 with 1 d.f. 

probability =     0.8273 
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Seção 2.12 - via025hx10 con25hxc10, bonferroni means st 

   10.15h x | 

  10.20 h x |    Summary of medias 

      0.25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .25 |        3600   2468.1724 

      10.15 |   16405.333   594.66069 

       10.2 |   73.666667   19.629909 

------------+------------------------ 

      Total |        6693   7550.0554 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups       443134925      2    221567462    103.12     

0.0000 

 Within groups      12891763.3      6   2148627.22 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total            456026688      8   57003336.0 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =  15.3629  

Prob>chi2 = 0.000 

 

               Comparison of medias by 10.15h x 10.20 h x 0.25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .25      10.15 

---------+---------------------- 

   10.15 |    12805.3 

         |      0.000 

         | 
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    10.2 |   -3526.33   -16331.7 

         |      0.077      0.000 

 

via025hx10, by(  con25hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

con25h~10          _Obs   _RankSum  

      .25             3      15.00   

    10.15             3      24.00   

     10.2             3       6.00   

 

chi-squared =     7.200 with 2 d.f. 

probability =     0.0273 

 

chi-squared with ties =     7.261 with 2 d.f. 

probability =     0.0265 

 

via025hx10, by(  con25hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

con25h~10          _Obs   _RankSum  

      .25             3       6.00   

    10.15             3      15.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 
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via025hx10, by(  con25hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

con25h~10          _Obs   _RankSum  

      .25             3      15.00   

     10.2             3       6.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.971 with 1 d.f. 

probability =     0.0463 

 

 

 

 

via025hx10, by(  con25hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

con25h~10          _Obs   _RankSum  

    10.15             3      15.00   

     10.2             3       6.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.971 with 1 d.f. 

probability =     0.0463 
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Seção 2.13 - via115hx10 c1_15hxc10, bonferroni means st 

    1.15h x | 

   10.20h x |    Summary of medias 

     10.25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

       1.15 |         655   17.320508 

       10.2 |   73.666667   19.629909 

      10.25 |        2576   3173.6112 

------------+------------------------ 

      Total |   1101.5556   1950.4758 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      10289861.6      2   5144930.78      1.53     

0.2900 

 Within groups      20144986.7      6   3357497.78 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           30434848.2      8   3804356.03 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =  28.3041  

Prob>chi2 = 0.000 

 

               Comparison of medias by 1.15h x 10.20h x 10.25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |       1.15       10.2 

---------+---------------------- 

    10.2 |   -581.333 

         |      1.000 

         | 
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   10.25 |       1921    2502.33 

         |      0.739      0.436 

 

. kwallis via115hx10, by ( c1_15hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

c1_15h~10          _Obs   _RankSum  

     1.15             3      15.00   

     10.2             3       6.00   

    10.25             3      24.00   

 

chi-squared =     7.200 with 2 d.f. 

probability =     0.0273 

 

chi-squared with ties =     7.322 with 2 d.f. 

probability =     0.0257 

 

var2, by ( var1) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

     var1          _Obs   _RankSum  

     1.15             3      15.00   

     10.2             3       6.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     4.091 with 1 d.f. 

probability =     0.0431 
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wo-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test 

 

        var1 |      obs    rank sum    expected 

-------------+--------------------------------- 

1.1499999761 |        3          15        10.5 

10.199999809 |        3           6        10.5 

-------------+--------------------------------- 

    combined |        6          21          21 

 

unadjusted variance        5.25 

adjustment for ties       -0.30 

                     ---------- 

adjusted variance          4.95 

 

Ho: var2(var1==1.149999976158142) = 

var2(var1==10.19999980926514) 

             z =   2.023 

    Prob > |z| =   0.0431 

 

 var4, by ( var3) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

     var3          _Obs   _RankSum  

     10.2             3       6.00   

    10.25             3      15.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.971 with 1 d.f. 

probability =     0.0463 
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 var5, by ( var7) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

     var7          _Obs   _RankSum  

     1.15             3       6.00   

    10.25             3      15.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.971 with 1 d.f. 

probability =     0.0463 

 

Two-sample Wilcoxon rank-sum (Mann-Whitney) test 

        var3 |      obs    rank sum    expected 

-------------+--------------------------------- 

10.199999809 |        3           6        10.5 

       10.25 |        3          15        10.5 

-------------+--------------------------------- 

    combined |        6          21          21 

 

unadjusted variance        5.25 

adjustment for ties       -0.15 

                     ---------- 

adjusted variance          5.10 

 

Ho: var4(var3==10.19999980926514) = var4(var3==10.25) 

             z =  -1.993 

    Prob > |z| =   0.0463 

Seção 2.14 - via120hx10 c1_20hxc10, bonferroni means st 

 

   10.15h x | 
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    1.20h x |    Summary of medias 

     10.25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        1.2 |   606.33333   96.666092 

      10.15 |   16405.333   594.66069 

      10.25 |        2576   3173.6112 

------------+------------------------ 

      Total |   6529.2222    7628.958 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups       444738448      2    222369224     63.93     

0.0001 

 Within groups      20869547.3      6   3478257.89 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total            465607996      8   58200999.4 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =  11.6875  

Prob>chi2 = 0.003 

 

               Comparison of medias by 10.15h x 1.20h x 10.25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        1.2      10.15 

---------+---------------------- 

   10.15 |      15799 

         |      0.000 

         | 

   10.25 |    1969.67   -13829.3 

         |      0.730      0.000 
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via120hx10, by ( c1_20hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

c1_20h~10          _Obs   _RankSum  

      1.2             3       7.00   

    10.15             3      24.00   

    10.25             3      14.00   

 

chi-squared =     6.489 with 2 d.f. 

probability =     0.0390 

 

chi-squared with ties =     6.489 with 2 d.f. 

probability =     0.0390 

 

. 
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Seção 2.15 - via125hx10 c1_25hxc10, bonferroni means st 

   10.15h x | 

   10.20h x |    Summary of medias 

      1.25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

       1.25 |   164.33333   54.647354 

      10.15 |   16405.333   594.66069 

       10.2 |   73.666667   19.629909 

------------+------------------------ 

      Total |   5547.7778   8148.7393 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups       530501638      2    265250819   2229.04     

0.0000 

 Within groups       713986.00      6   118997.667 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total            531215624      8   66401952.9 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =  13.6288  

Prob>chi2 = 0.001 

 

               Comparison of medias by 10.15h x 10.20h x 1.25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |       1.25      10.15 

---------+---------------------- 

   10.15 |      16241 

         |      0.000 

         | 
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    10.2 |   -90.6667   -16331.7 

         |      1.000      0.000 

 

via125hx10, by (  c1_25hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

c1_25h~10          _Obs   _RankSum  

     1.25             3      15.00   

    10.15             3      24.00   

     10.2             3       6.00   

 

chi-squared =     7.200 with 2 d.f. 

probability =     0.0273 

 

chi-squared with ties =     7.261 with 2 d.f. 

probability =     0.0265 
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Capítulo 3 – MDA 

 

Seção 3.1 - mda15h c15_hor, bonferroni means st 

 

            |    Summary of medias 

   concxhor |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .15 |   .04266333   .02013289 

       1.15 |   .03900333   .00986577 

      10.15 |   .04377667   .00531211 

------------+------------------------ 

      Total |   .04181444   .01172172 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups       .00003742      2    .00001871      0.11     

0.9013 

 Within groups       .00106177      6   .000176962 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total            .00109919      8   .000137399 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   2.6263  

Prob>chi2 = 0.269  

 

                       Comparison of medias by concxhor 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .15       1.15 

---------+---------------------- 

    1.15 |    -.00366 

         |      1.000 
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         | 

   10.15 |    .001113    .004773 

         |      1.000      1.000 

 

Seção 3.2 - . oneway  mda20h c20_hor, bonferroni means st 

 

            |    Summary of medias 

   concxhor |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

         .2 |   .02444333    .0032678 

        1.2 |      .02889   .00837056 

       10.2 |   .01533667   .00208167 

------------+------------------------ 

      Total |      .02289   .00755441 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .000286397      2   .000143199      5.05     

0.0518 

 Within groups      .000170156      6   .000028359 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .000456553      8   .000057069 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   3.1923  

Prob>chi2 = 0.203 

 

                       Comparison of medias by concxhor 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |         .2        1.2 
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---------+---------------------- 

     1.2 |    .004447 

         |      1.000 

         | 

    10.2 |   -.009107   -.013553 

         |      0.243      0.062 

 

est: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

  c20_hor          _Obs   _RankSum  

       .2             3      17.00   

      1.2             3      22.00   

     10.2             3       6.00   

 

chi-squared =     5.956 with 2 d.f. 

probability =     0.0509 

 

chi-squared with ties =     6.006 with 2 d.f. 

probability =     0.0496 

 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

     var2          _Obs   _RankSum  

      1.2             3      15.00   

     10.2             3       6.00   

 

chi-squared =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 

 

chi-squared with ties =     3.857 with 1 d.f. 

probability =     0.0495 
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Seção 3.3 - mda25h c25_hor, bonferroni means st 

 

            |    Summary of medias 

   concxhor |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .25 |   .04333333   .01068561 

       1.25 |   .04366667   .03236143 

      10.25 |      .01989   .00583578 

------------+------------------------ 

      Total |      .03563   .02093452 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .001115031      2   .000557515      1.40     

0.3172 

 Within groups      .002391001      6     .0003985 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .003506032      8   .000438254 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   4.4892  

Prob>chi2 = 0.106 

 

                       Comparison of medias by concxhor 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .25       1.25 

---------+---------------------- 

    1.25 |    .000333 

         |      1.000 

         | 
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   10.25 |   -.023443   -.023777 

         |      0.601      0.585 

 

Seção 3.4 - mda_0 conc_0, bonferroni means st 

 

            |    Summary of medias 

 conc_0xhor |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .15 |   .04266333   .02013289 

         .2 |   .02444333    .0032678 

        .25 |   .04333333   .01068561 

------------+------------------------ 

      Total |   .03681333   .01478867 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .000689249      2   .000344625      1.95     

0.2226 

 Within groups      .001060388      6   .000176731 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .001749638      8   .000218705 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   3.9488  

Prob>chi2 = 0.139 

 

                      Comparison of medias by conc_0xhor 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .15         .2 

---------+---------------------- 
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      .2 |    -.01822 

         |      0.433 

         | 

     .25 |     .00067     .01889 

         |      1.000      0.397 

 

Seção 3.5 - mda_1 conc_1, bonferroni means st 

 

            |    Summary of medias 

 conc_1xhor |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

       1.15 |   .03900333   .00986577 

        1.2 |      .02889   .00837056 

       1.25 |   .04366667   .03236143 

------------+------------------------ 

      Total |   .03718667    .0186135 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .000342376      2   .000171188      0.42     

0.6733 

 Within groups      .002429323      6   .000404887 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .002771699      8   .000346462 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   3.6480  

Prob>chi2 = 0.161 

 

                      Comparison of medias by conc_1xhor 

                                (Bonferroni) 
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Row Mean-| 

Col Mean |       1.15        1.2 

---------+---------------------- 

     1.2 |   -.010113 

         |      1.000 

         | 

    1.25 |    .004663    .014777 

         |      1.000      1.000 

 

Seção 3.6 - mda_10 conc_10, bonferroni means st 

 

            |    Summary of medias 

conc_10xhor |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

      10.15 |   .04377667   .00531211 

       10.2 |   .01533667   .00208167 

      10.25 |      .01989   .00583578 

------------+------------------------ 

      Total |   .02633444   .01384447 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .001400139      2    .00070007     31.53     

0.0007 

 Within groups      .000133216      6   .000022203 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .001533356      8   .000191669 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   1.5812  

Prob>chi2 = 0.454 
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                     Comparison of medias by conc_10xhor 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |      10.15       10.2 

---------+---------------------- 

    10.2 |    -.02844 

         |      0.001 

         | 

   10.25 |   -.023887    .004553 

         |      0.002      0.844 

 

Seção 3.7 - mda15hx1 ct_15hxc1, bonferroni means st 

 

 contr15h x | 

conc1_20h x |    Summary of medias 

  conc1_25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .15 |   .04266333   .02013289 

        1.2 |      .02889   .00837056 

       1.25 |   .04366667   .03236143 

------------+------------------------ 

      Total |   .03840667   .02077975 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .000409061      2   .000204531      0.40     

0.6852 

 Within groups      .003045324      6   .000507554 

----------------------------------------------------------------

-------- 
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    Total           .003454385      8   .000431798 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   2.4230  

Prob>chi2 = 0.298 

 

           Comparison of medias by contr15h x conc1_20h x 

conc1_25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .15        1.2 

---------+---------------------- 

     1.2 |   -.013773 

         |      1.000 

         | 

    1.25 |    .001003    .014777 

         |      1.000      1.000 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

ct_15hxc1          _Obs   _RankSum  

      .15             3      18.00   

      1.2             3      12.00   

     1.25             3      15.00   

 

chi-squared =     0.800 with 2 d.f. 

probability =     0.6703 

 

chi-squared with ties =     0.800 with 2 d.f. 

probability =     0.6703 

 

. 
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Seção 3.8 - mda20hx1 ct_20hx1, bonferroni means st 

 

            |    Summary of medias 

   concxhor |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

         .2 |   .02444333    .0032678 

       1.15 |   .03900333   .00986577 

       1.25 |   .04366667   .03236143 

------------+------------------------ 

      Total |   .03570444   .01908476 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .000603277      2   .000301638      0.78     

0.4986 

 Within groups      .002310548      6   .000385091 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .002913825      8   .000364228 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   6.4802  

Prob>chi2 = 0.039 

 

                       Comparison of medias by concxhor 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |         .2       1.15 

---------+---------------------- 

    1.15 |     .01456 

         |      1.000 

         | 
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    1.25 |    .019223    .004663 

         |      0.826      1.000 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

 ct_20hx1          _Obs   _RankSum  

       .2             3       9.00   

     1.15             3      20.00   

     1.25             3      16.00   

 

chi-squared =     2.756 with 2 d.f. 

probability =     0.2521 

 

chi-squared with ties =     2.779 with 2 d.f. 

probability =     0.2492 
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Seção 3.9 - mda25hx1 ct_25hx1, bonferroni means st 

 

            |     Summary of mda 

   concxhor |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .25 |   .04333333   .01068561 

       1.15 |   .03900333   .00986577 

        1.2 |      .02889   .00837056 

------------+------------------------ 

      Total |   .03707556    .0105641 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .000329638      2   .000164819      1.76     

0.2510 

 Within groups      .000563164      6   .000093861 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .000892802      8     .0001116 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   0.0983  

Prob>chi2 = 0.952 

 

                        Comparison of mda by concxhor 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .25       1.15 

---------+---------------------- 

    1.15 |    -.00433 

         |      1.000 
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         | 

     1.2 |   -.014443   -.010113 

         |      0.353      0.745 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

 ct_25hx1          _Obs   _RankSum  

      .25             3      20.00   

     1.15             3      16.00   

      1.2             3       9.00   

 

chi-squared =     2.756 with 2 d.f. 

probability =     0.2521 

 

chi-squared with ties =     2.756 with 2 d.f. 

probability =     0.2521 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



139 
 

Seção 3.10 - mda15hx10 ct_15hx10, bonferroni means st 

 

            |    Summary of medias 

   concxhor |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .15 |   .04266333   .02013289 

       10.2 |   .01533667   .00208167 

      10.25 |      .01989   .00583578 

------------+------------------------ 

      Total |   .02596333   .01648314 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .001286104      2   .000643052      4.35     

0.0681 

 Within groups      .000887446      6   .000147908 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total            .00217355      8   .000271694 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   6.5302  

Prob>chi2 = 0.038 

 

                       Comparison of medias by concxhor 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .15       10.2 

---------+---------------------- 

    10.2 |   -.027327 

         |      0.100 

         | 
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   10.25 |   -.022773    .004553 

         |      0.185      1.000 

 

. kwallis  mda15hx10, by ( ct_15hx10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

ct_15hx10          _Obs   _RankSum  

      .15             3      23.00   

     10.2             3       8.00   

    10.25             3      14.00   

 

chi-squared =     5.067 with 2 d.f. 

probability =     0.0794 

 

chi-squared with ties =     5.067 with 2 d.f. 

probability =     0.0794 

 

. 
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Seção 3.11 - mda20hx10 ct_20hx10, bonferroni means st 

 

            |    Summary of medias 

   concxhor |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

         .2 |   .02444333    .0032678 

      10.15 |   .04377667   .00531211 

      10.25 |      .01989   .00583578 

------------+------------------------ 

      Total |      .02937   .01178447 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .000965084      2   .000482542     19.84     

0.0023 

 Within groups      .000145907      6   .000024318 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total            .00111099      8   .000138874 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   0.5521  

Prob>chi2 = 0.759 

 

                       Comparison of medias by concxhor 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |         .2      10.15 

---------+---------------------- 

   10.15 |    .019333 

         |      0.009 

         | 
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   10.25 |   -.004553   -.023887 

         |      0.904      0.003 

 

Seção 3.12 - mda25hx10 ct_25hx10, bonferroni means st 

 

            |    Summary of medias 

   concxhor |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .25 |   .04333333   .01068561 

      10.15 |   .04377667   .00531211 

       10.2 |   .01533667   .00208167 

------------+------------------------ 

      Total |   .03414889   .01535542 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .001592843      2   .000796422     16.28     

0.0038 

 Within groups      .000293468      6   .000048911 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .001886312      8   .000235789 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   3.4788  

Prob>chi2 = 0.176 

 

                       Comparison of medias by concxhor 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .25      10.15 

---------+---------------------- 
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   10.15 |    .000443 

         |      1.000 

         | 

    10.2 |   -.027997    -.02844 

         |      0.008      0.008 

 

Seção 3.13 - mda115hx10 ct1_15hx10, bonferroni means st 

 

            |    Summary of medias 

  ct_15hx10 |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

       1.15 |   .03900333   .00986577 

       10.2 |   .01533667   .00208167 

      10.25 |      .01989   .00583578 

------------+------------------------ 

      Total |   .02474333   .01233698 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .000946163      2   .000473082     10.46     

0.0111 

 Within groups      .000271446      6   .000045241 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .001217609      8   .000152201 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   3.0494  

Prob>chi2 = 0.218 

 

                      Comparison of medias by ct_15hx10 

                                (Bonferroni) 
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Row Mean-| 

Col Mean |       1.15       10.2 

---------+---------------------- 

    10.2 |   -.023667 

         |      0.015 

         | 

   10.25 |   -.019113    .004553 

         |      0.039      1.000 

 

Seção 3.14 - mda120hx10 ct1_20hx10, bonferroni means st 

 

            |    Summary of medias 

 ct1_20hx10 |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        1.2 |      .02889   .00837056 

      10.15 |   .04377667   .00531211 

      10.25 |      .01989   .00583578 

------------+------------------------ 

      Total |   .03085222   .01192617 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .000873186      2   .000436593      9.90     

0.0126 

 Within groups      .000264682      6   .000044114 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .001137868      8   .000142234 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   0.3974  

Prob>chi2 = 0.820 
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                      Comparison of medias by ct1_20hx10 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        1.2      10.15 

---------+---------------------- 

   10.15 |    .014887 

         |      0.101 

         | 

   10.25 |      -.009   -.023887 

         |      0.444      0.014 

 

Seção 3.15 - mda125hx10 ct1_25hx10, bonferroni means st 

 

            |    Summary of medias 

   concxhor |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

       1.25 |   .04366667   .03236143 

      10.15 |   .04377667   .00531211 

       10.2 |   .01533667   .00208167 

------------+------------------------ 

      Total |      .03426   .02171135 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .001611435      2   .000805717      2.24     

0.1878 

 Within groups      .002159628      6   .000359938 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .003771063      8   .000471383 
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Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   9.6505  

Prob>chi2 = 0.008 

 

                       Comparison of medias by concxhor 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |       1.25      10.15 

---------+---------------------- 

   10.15 |     .00011 

         |      1.000 

         | 

    10.2 |    -.02833    -.02844 

         |      0.352      0.348 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

ct1_25~10          _Obs   _RankSum  

     1.25             3      17.00   

    10.15             3      21.00   

     10.2             3       7.00   

 

chi-squared =     4.622 with 2 d.f. 

probability =     0.0992 

 

chi-squared with ties =     4.622 with 2 d.f. 

probability =     0.0992 

 

. 
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Capítulo 4 – Peróxido de Hidrogênio  

Seção 4.1 - per15h conc, bonferroni means st 

 

0=contr x 1 |    Summary of medias 

       x 10 |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

          0 |   58.237553   .01678555 

          1 |    58.22878   .01098688 

         10 |   58.218444   .00394912 

------------+------------------------ 

      Total |   58.228259   .01315809 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .000548959      2    .00027448      1.97     

0.2200 

 Within groups      .000836123      6   .000139354 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .001385082      8   .000173135 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   2.6667  

Prob>chi2 = 0.264 

 

                   Comparison of medias by 0=contr x 1 x 10 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |          0          1 

---------+---------------------- 

       1 |   -.008773 

         |      1.000 
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         | 

      10 |   -.019109   -.010337 

         |      0.284      0.974 

Seção 4.2 - per20h conc, bonferroni means st 

 

0=contr x 1 |    Summary of medias 

       x 10 |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

          0 |   58.216333   .00057703 

          1 |   58.315109   .07021077 

         10 |   58.287668    .0589975 

------------+------------------------ 

      Total |   58.273037   .06365894 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .015598501      2    .00779925      2.78     

0.1397 

 Within groups       .01682118      6    .00280353 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .032419681      8    .00405246 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =  13.5125  

Prob>chi2 = 0.001 

 

                   Comparison of medias by 0=contr x 1 x 10 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |          0          1 

---------+---------------------- 
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       1 |    .098776 

         |      0.187 

         | 

      10 |    .071335   -.027442 

         |      0.450      1.000 

per20h, by ( conc) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

    conc          _Obs   _RankSum  

       0             3       6.00   

       1             3      20.00   

      10             3      19.00   

 

chi-squared =     5.422 with 2 d.f. 

probability =     0.0665 

 

chi-squared with ties =     5.468 with 2 d.f. 

probability =     0.0650 

 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



150 
 

Seção 4.3 - per25h conc, bonferroni means st 

 

0=contr x 1 |    Summary of medias 

       x 10 |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

          0 |    58.29333   .06954155 

          1 |   58.331999   .03897949 

         10 |   58.388442   .07488327 

------------+------------------------ 

      Total |   58.337924   .06860502 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .013727329      2   .006863665      1.72     

0.2566 

 Within groups      .023925866      6   .003987644 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .037653195      8   .004706649 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   0.7054  

Prob>chi2 = 0.703 

 

                   Comparison of medias by 0=contr x 1 x 10 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |          0          1 

---------+---------------------- 

       1 |     .03867 

         |      1.000 

         | 
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      10 |    .095112    .056442 

         |      0.344      0.947 

Seção 4.4 - per0 horas, bonferroni means st 

 

 15 h x 20h |    Summary of medias 

      x 25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

         15 |   58.237553   .01678555 

         20 |   58.216333   .00057703 

         25 |    58.29333   .06954155 

------------+------------------------ 

      Total |   58.249072   .04965653 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups       .00948994      2    .00474497      2.78     

0.1397 

 Within groups       .01023623      6   .001706038 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total            .01972617      8   .002465771 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =  15.2192  

Prob>chi2 = 0.000 

 

                   Comparison of medias by 15 h x 20h x 25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |         15         20 

---------+---------------------- 

      20 |    -.02122 
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         |      1.000 

         | 

      25 |    .055777    .076997 

         |      0.448      0.188 

per0, by ( horas) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

   horas          _Obs   _RankSum  

      15             3      18.00   

      20             3       6.00   

      25             3      21.00   

 

chi-squared =     5.600 with 2 d.f. 

probability =     0.0608 

 

chi-squared with ties =     5.647 with 2 d.f. 

probability =     0.0594 
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Seção 4.5 - per1 horas, bonferroni means st 

 

 15 h x 20h |    Summary of medias 

      x 25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

         15 |    58.22878   .01098688 

         20 |   58.315109   .07021077 

         25 |   58.331999   .03897949 

------------+------------------------ 

      Total |   58.291963   .06278093 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .018392234      2   .009196117      4.20     

0.0724 

 Within groups      .013139328      6   .002189888 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .031531562      8   .003941445 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   4.0129  

Prob>chi2 = 0.134 

 

                   Comparison of medias by 15 h x 20h x 25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |         15         20 

---------+---------------------- 

      20 |    .086329 

         |      0.194 

         | 
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      25 |    .103219     .01689 

         |      0.107      1.000 

Seção 4.6 - per10 horas, bonferroni means st 

 

 15 h x 20h |    Summary of medias 

      x 25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

         15 |   58.218444   .00394912 

         20 |   58.287668    .0589975 

         25 |   58.388442   .07488327 

------------+------------------------ 

      Total |   58.298184   .08807268 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups       .04384677      2   .021923385      7.22     

0.0253 

 Within groups      .018207611      6   .003034602 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .062054381      8   .007756798 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   7.3958  

Prob>chi2 = 0.025 

 

                   Comparison of medias by 15 h x 20h x 25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |         15         20 

---------+---------------------- 

      20 |    .069224 
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         |      0.524 

         | 

      25 |    .169998    .100774 

         |      0.028      0.199 

per10, by ( horas) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

   horas          _Obs   _RankSum  

      15             3       7.00   

      20             3      15.00   

      25             3      23.00   

 

chi-squared =     5.689 with 2 d.f. 

probability =     0.0582 

 

chi-squared with ties =     5.689 with 2 d.f. 

probability =     0.0582 
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Seção 4.7 - per0_15hx1 ct_15hxc1, bonferroni means st 

 

 contr15h x | 

conc1_20h x |    Summary of medias 

  conc1_25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .15 |   58.237553   .01678555 

        1.2 |   58.315109   .07021077 

       1.25 |   58.331999   .03897949 

------------+------------------------ 

      Total |   58.294887   .05987688 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .015220508      2   .007610254      3.39     

0.1034 

 Within groups      .013461414      6   .002243569 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .028681922      8    .00358524 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   2.7448  

Prob>chi2 = 0.254 

           Comparison of medias by contr15h x conc1_20h x 

conc1_25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .15        1.2 

---------+---------------------- 

     1.2 |    .077557 

         |      0.275 

         | 
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    1.25 |    .094447     .01689 

         |      0.151      1.000 

Seção 4.8 - per0_20hx1 ct_20hx1, bonferroni means st 

 

1.15 x 0.20 |    Summary of medias 

     x 1.25 |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

         .2 |   58.216333   .00057703 

       1.15 |    58.22878   .01098688 

       1.25 |   58.331999   .03897949 

------------+------------------------ 

      Total |   58.259037   .05859698 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .024187958      2   .012093979     22.12     

0.0017 

 Within groups       .00328089      6   .000546815 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .027468848      8   .003433606 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =  12.9151  

Prob>chi2 = 0.002 

 

                  Comparison of medias by 1.15 x 0.20 x 1.25 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |         .2       1.15 

---------+---------------------- 

    1.15 |    .012447 
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         |      1.000 

         | 

    1.25 |    .115667    .103219 

         |      0.003      0.005 

 

per0_20hx1, by ( ct_20hx1) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

 ct_20hx1          _Obs   _RankSum  

       .2             3       6.00   

     1.15             3      15.00   

     1.25             3      24.00   

 

chi-squared =     7.200 with 2 d.f. 

probability =     0.0273 

 

chi-squared with ties =     7.261 with 2 d.f. 

probability =     0.0265 
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Seção 4.9 - per0_25hx1 ct_25hx1, bonferroni means st 

 

1.15 x 1.20 |    Summary of medias 

     x 0.25 |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .25 |    58.29333   .06954155 

       1.15 |    58.22878   .01098688 

        1.2 |   58.315109   .07021077 

------------+------------------------ 

      Total |   58.279073   .06311331 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .012093734      2   .006046867      1.83     

0.2389 

 Within groups      .019772582      6    .00329543 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .031866316      8   .003983289 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   4.1247  

Prob>chi2 = 0.127 

 

                  Comparison of medias by 1.15 x 1.20 x 0.25 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .25       1.15 

---------+---------------------- 

    1.15 |    -.06455 

         |      0.653 

         | 
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     1.2 |    .021779    .086329 

         |      1.000      0.345 

Seção 4.10 - per0_15hx10 ct_15hxc10, bonferroni means st 

     0.15 x | 

    10.20 x |    Summary of medias 

      10.25 |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .15 |   58.237553   .01678555 

       10.2 |   58.287668    .0589975 

      10.25 |   58.388442   .07488327 

------------+------------------------ 

      Total |   58.304554   .08229093 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .035434447      2   .017717224      5.67     

0.0414 

 Within groups      .018739929      6   .003123322 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .054174377      8   .006771797 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   2.8016  

Prob>chi2 = 0.246 

 

                 Comparison of medias by 0.15 x 10.20 x 10.25 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .15       10.2 

---------+---------------------- 

    10.2 |    .050115 
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         |      0.943 

         | 

   10.25 |    .150889    .100774 

         |      0.049      0.208 

Seção 4.11 - per0_20hx10 ct_20hxc10, bonferroni means st 

 

   10.15h x | 

    0.20h x |    Summary of medias 

     10.25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

         .2 |   58.216333   .00057703 

      10.15 |   58.218444   .00394912 

      10.25 |   58.388442   .07488327 

------------+------------------------ 

      Total |   58.274406    .0933891 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups       .05852533      2   .029262665     15.61     

0.0042 

 Within groups      .011246867      6   .001874478 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .069772196      8   .008721525 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =  20.1749  

Prob>chi2 = 0.000 

 

               Comparison of medias by 10.15h x 0.20h x 10.25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 
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Col Mean |         .2      10.15 

---------+---------------------- 

   10.15 |    .002111 

         |      1.000 

         | 

   10.25 |    .172109    .169998 

         |      0.008      0.009 

 

per0_20hx10, by ( ct_20hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

ct_20h~10          _Obs   _RankSum  

       .2             3       9.00   

    10.15             3      12.00   

    10.25             3      24.00   

 

chi-squared =     5.600 with 2 d.f. 

probability =     0.0608 

 

chi-squared with ties =     5.793 with 2 d.f. 

probability =     0.0552 
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Seção 4.12 - per0_25hx10 ct_25hxc10, bonferroni means st 

 

   10.15h x | 

   10.20h x |    Summary of medias 

      0.25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        .25 |    58.29333   .06954155 

      10.15 |   58.218444   .00394912 

       10.2 |   58.287668    .0589975 

------------+------------------------ 

      Total |    58.26648   .05819863 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups       .01043199      2   .005215995      1.88     

0.2326 

 Within groups      .016664657      6   .002777443 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .027096647      8   .003387081 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   7.2033  

Prob>chi2 = 0.027 

 

               Comparison of medias by 10.15h x 10.20h x 0.25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        .25      10.15 

---------+---------------------- 

   10.15 |   -.074886 

         |      0.397 
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         | 

    10.2 |   -.005662    .069224 

         |      1.000      0.476 

 

per0_25hx10, by (  ct_25hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

ct_25h~10          _Obs   _RankSum  

      .25             3      18.00   

    10.15             3       8.00   

     10.2             3      19.00   

 

chi-squared =     3.289 with 2 d.f. 

probability =     0.1931 

 

chi-squared with ties =     3.289 with 2 d.f. 

probability =     0.1931 
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Seção 4.13 – per1_15hx10 c1_15hxc10, bonferroni means st 

1.15h x 10. | 

      20h x |    Summary of medias 

     10.25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

       1.15 |    58.22878   .01098688 

       10.2 |   58.287668    .0589975 

      10.25 |   58.388442   .07488327 

------------+------------------------ 

      Total |    58.30163   .08480333 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .039114991      2   .019557495      6.37     

0.0328 

 Within groups      .018417843      6   .003069641 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .057532834      8   .007191604 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   4.1035  

Prob>chi2 = 0.129 

 

               Comparison of medias by 1.15h x 10. 20h x 10.25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |       1.15       10.2 

---------+---------------------- 

    10.2 |    .058887 

         |      0.722 

         | 
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   10.25 |    .159662    .100774 

         |      0.037      0.202 

Seção 4.14 - per1_20hx10 c1_20hxc10, bonferroni means st 

 

   10.15h x | 

    1.20h x |    Summary of medias 

     10.25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

        1.2 |   58.315109   .07021077 

      10.15 |   58.218444   .00394912 

      10.25 |   58.388442   .07488327 

------------+------------------------ 

      Total |   58.307332   .08994901 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .043621286      2   .021810643      6.20     

0.0347 

 Within groups      .021105304      6   .003517551 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total            .06472659      8   .008090824 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   7.5513  

Prob>chi2 = 0.023 

 

               Comparison of medias by 10.15h x 1.20h x 10.25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |        1.2      10.15 

---------+---------------------- 
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   10.15 |   -.096666 

         |      0.279 

         | 

   10.25 |    .073332    .169998 

         |      0.542      0.038 

 

per1_20hx10, by (  c1_20hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

c1_20h~10          _Obs   _RankSum  

      1.2             3      17.00   

    10.15             3       6.00   

    10.25             3      22.00   

 

chi-squared =     5.956 with 2 d.f. 

probability =     0.0509 

 

chi-squared with ties =     5.956 with 2 d.f. 

probability =     0.0509 

 

. 
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Seção 4.15 - per1_25hx10 c1_25hxc10, bonferroni means st 

 

   10.15h x | 

   10.20h x |    Summary of medias 

      1.25h |        Mean   Std. Dev. 

------------+------------------------ 

       1.25 |   58.331999   .03897949 

      10.15 |   58.218444   .00394912 

       10.2 |   58.287668    .0589975 

------------+------------------------ 

      Total |    58.27937   .06091349 

 

                        Analysis of Variance 

    Source              SS         df      MS            F     

Prob > F 

----------------------------------------------------------------

-------- 

Between groups      .019652227      2   .009826113      5.88     

0.0386 

 Within groups      .010031403      6     .0016719 

----------------------------------------------------------------

-------- 

    Total           .029683629      8   .003710454 

 

Bartlett's test for equal variances:  chi2(2) =   6.6062  

Prob>chi2 = 0.037 

 

               Comparison of medias by 10.15h x 10.20h x 1.25h 

                                (Bonferroni) 

Row Mean-| 

Col Mean |       1.25      10.15 

---------+---------------------- 

   10.15 |   -.113556 

         |      0.043 
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         | 

    10.2 |   -.044332    .069224 

         |      0.698      0.250 

 

 per1_25hx10, by (  c1_25hxc10) 

 

Test: Equality of populations (Kruskal-Wallis test) 

 

c1_25h~10          _Obs   _RankSum  

     1.25             3      20.00   

    10.15             3       7.00   

     10.2             3      18.00   

 

chi-squared =     4.356 with 2 d.f. 

probability =     0.1133 

chi-squared with ties =     4.356 with 2 d.f. 

probability =     0.1133  

  

 

 

 


