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I. INTRODUGAQ:

A pesgquisa tem por objetiveo realizar um estudo comparativo

entre trés cepas distintas de Trypanosoma cruzi, agente etioldgico

da Doenga de Chagas, gquanto as altera¢des bioquimicas decorrentes
da administrag3o de Nifurtimox, uma droga bastante utilizada no
tratamento de chagéasicos.

Da literatura especifica da area de Parasitologia Clinica,

sabe-se que as trés cepas de Trypanosoma cruzi utilizadas no

experimento sio caracterizadaé pelos seus graus eépecificos de
susceptibilidade a droga Nifurtimox. Dado um grupo de parasitas,
denomina-se grau de susceptibilidade & uma determinada droga como
sendo a porcentagem de parasitas que morrem na presen¢a da mesma.

Assim, as trés cepas de Trypanosoma cruzi estudadas s3o

respectivamente 0%, S0%Z e 100% susceptiveis ao Nifurtimox.

0 estudo completo consta de trés experimentos baseados no
ciclo da agdo da droga sobre os parasitas conhecido como ‘"ciclo
REDOX", que € um ciclo de reagdes quimicas bem definido.

Queremos ent3o, observar de que modo as altera¢des
bioguimicas decorrentes deste ciclo est3o relacionadas a cada uma

das cepas de parasitas.



I1. DESCRIGAD DO EXPERIMENTO:

Por ser o Nifurtimox uma droga largamente utilizada no
-tratamentc de chagasicos, o ciclo de a¢80 da droga sobre os
parasitas causadores da doenga (ciclo REDOX), ¢é bastante
conhecido e definido pela literatura.

0 ciclo REDOX pode ser resumido da seguinte maneiral o
Nifurtimox - que € um nitrocomposto da forma R-NOz (radical nitro-
&nion) - na presenga de um redutor recebe um elétron e se reduz ao
radical R-NOz; o R-NOz ao se combinar com oxigénio (02) sofre um
processo de oxidagdo e volta a sua forma inicial. Dessa dltima
reag8o ha liberag3o de radical OH (DH'), via Reac3%0 de Felton.
Imagina-se que o radical OH, por ser um composto muito reativo,
esteja diretamente relacionado a destrui¢fo do parasita, que na
presenga da droga sofre um processo de degeneraglo e morre.

0O ciclo REDOX de a¢d3o do Nifurtimox sabre o Trypanosoma cruzi

estd esquematizado na Figura II.1.

FIGURA II.1 ! CICLO REDOX ESQUEMATIZADO.
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Todo o experimento é desenvolvido em laboratério, com todos
os.fatores externos controlados.

Fara que a reagdo seja desencadeada, junta-se em um tubo de
ensaio uma amostra de parasitas, a droga (misturada a um
solvente), um redutor (em pd) e uma soluglo salina "tamp3ao" que
serve para diluir o conteddo do tubo. A rea¢3io processada ¢é o
metabolismo redutivo da droga pelo parasita (através das enzimas
contidas nos parasitas).

Os dois redutores utilizados nos experimentos s3o redutores
bioquimicos, o NADH e o NADPH, que foram escolhidos por serem

redutores presentes no corpo humano.

II.1. Processo de obten¢ao das unidades amostrais:

HAa no laboratério trés "pools" separados de parasitas, ou
seja, cada uma das trés cepas de parasitas é mantida em meio de
cultura em frascos préprios, de modo que se sabe exatamente a que
ctepa pertence cada amostra utilizada.

Fara se trabalhar com uma guantidade significante de
parasitas, Eada unidade amostral €& preparada da seguinte maneira:
de B8 a 10 parasitas (de um mesmo "pool") s3o arrebentados pelo
processo de congelamento-descongelamento - para que haja liberac3o
das enzimas que ir3o metabolizar a droga - e depois centrifuga-se
esse conteddo para separar e retirar as membranas nucleares .
Dai, obtém-se o chamado "homogenato de parasita", que é composto
quase que totalmente por proteinas. A unidade amostral , entio, é

formada por 4mg do homogenato de parasita.




As unidades amostrais n&%o sf%o reutilizaveis.
Os trés experimentos que comp8e o trabalho foram extraidos do
ciclo REDOX e foram todos realizados independentemente, em dias

diferentes, com amostras diferentes. S3o eles:

1. EXPERIMENTO 1: Estudo da concentrag¢io do radical OH.
2. EXPERIMENTO Z2: Estudo do consumo de oxigénio.
Z. EXPERIMENTO I: Estudo da velocidade inicial de redugdo da

droga.

II.2. Especificag3o dos experimentos:

IT.2.1. Experimentos 1 e 2:

Os experimentos 1 e 2 correspondem as passagens (1) e (2)
assinaladas na Figura II.1, respectivamente. Embora o ciclo seja
continuo, as duas medidas foram feitas em dias diferentes, pois
para cada uma delas utiliza-se uma aparelhagem diferente.

Nesses dois experimentos, as medidas foram realizadas para
todas as combinagdes cepa—redﬁtor (3 cepas e 2 redutores). Para
cada uma delas, foram tiradas medidas sem & droga e com & droga.

FPortanto, ha 12 casos.



Fara cada uma das medidas, a rea¢3o é desencadeada em tubos
de ensaio e na presenga de oxigénio.No experimento 1 as medidas da
concentragdo do radical OH s3o feitas apds 10 minutos de reagio,
enquanto que no experimento 2 as medidas do consumo de oxigénio
830 realizadas apdés 1 minuto de reacgdo.

A intengdo inicial era de se obter quatro medidas para cada
um dos casos acima, porém isso ndo foi sempre possivel, pois os
parasitas precisam atingir um determinado grau de crescimento para
serem utilizados nos experimentos. Algumas vezes, n3o havia
parasitas suficientes para se realizar o numero de repeti¢des
desejado. Assim, temos casos onde hi quatro repeti¢gdes e outros
onde ha somente trés.

Nos dois experimentos, as medidas sem e com droga s3o
pareadas, uma vez que cada homogenato é composto em média por 10mg
de substéncia e da origem a duas amostras de 4mg cada, onde uma é
usada na medida sem droga e a outra na medida com droga.

Nas medidas realizadas sem a droga ha solvente, portanto
nesses casps, sabe—-se que ocorre o ciclo da ag¢do do solvente sobre
o homogenato de parasitas, onde também h& consumo de oxigénio e
liberagdo do radical OH, embora em escalas bem menores do que o
observado com & droga.

Como no ciclo REDOX também ha solvente (sempre o mesmo) gque
serve para diluir a droga, as medidas sem droga servem como

controle.



Os aparelhos wutilizados nas medidas da concentragio do
radical OH e do consumo de oxigénio s3o precisos. Cada um deles
fornece graficos da variag3o das medidas em quest3o no decorrer do
tempo. Esses graficos possuem formas senoidais. De cada grafico,
calcula-se a amplitude entre o primeiro ponto de méximo e o
primeiro de minimo. Essas medidas constituem os valores obtidos
para cada unidade amostral no caso do experimento 1. No
experimento 2 os valores das medidas foram todos divididos por 4,
de forma a se trabalhar com numeros menores (as unidades do

consumo de oxigénio sofreram as alteragdes convenientes).

II.2.2. Experimento 3:

0 experimento 3 estid relacionado a passagem (3) assinalada na
Figura II.1, onde hi a redugio do R-NOz por um redutor bioquimico.
Nesse experimento mede—~se a velocidade inicial de redugio da droga.

Esse experimento foi realizado para todas as combinagdes
cepa~-redutor, sempre na presenga da droga. Fara cada caso foram
feitas trés repetig¢des, cada uma utilizando uma unidade amostral
diferente.

Fara medir & velocidade inicial de redug¢do da droga, as
reagdes foram desencadeadas em tubos de ensaio, em ambiente
anaerdbico - pois na presenga.de oxigénio o radical R-NOz n3o &

detectavel - e durante uma hora, em média.



Foi utilizado um aparelho que faz o grafico da redugido da
droga ao longo do tempo. A medida da velocidade inicial de redug3o

é obtida tragcando-se uma tangente A curva nos primeiros pontos do

grafico.
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III. DEFINIGAD DOS FATORES E VARIAVEIS ENVOLVIDDS NOS EXPERIMENTOS:

Os fatores envolvidos nos experimentos s3o os seguintest:

(b Cepa do parasita Trypanosoma cruzi.

Niveis do fator:

CEPA 1 (Cl1l) -+ cepa do parasita caracterizada por um
grau de 50% de suceptibilidade a drogaj

CEPA 2 (C2) -+ cepa do parasita caracterizada por um
grau de 100% de suceptibilidade & droga;

CEFA 3 (C3) + cepa do parasita caracterizada por um

grau de 0% de suceptibilidade a droga.

(b Redutor bioquimico.
Niveis do fator:
REDUTOR 1 (R1) -+ NADH;

REDUTOR 2 (R2) =+ NADPH.

tiib Presenga da droga.
Niveis do fator:
SEM DROGA (D1);

COM DROGA (D2).

As variaveis medidas nos.experimentos foram as seguintes:

W Experimento 1.
Variavel 1 concentrag3o do radical OH liberado na reacfo.
Unidade de medida : micromolar (um)/4 mg de proteina e

10 minutos de incubacgfo.
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(L Experimento 2.
Variavel : consumo de oxigénio devido a reaglo.
Unidade de medida : nanomolar (10™ molar)/minuto e

mg de proteina .

(iib Experimento 3.
Variavel : velocidade inicial de redu¢io da droga.

Unidade de medida : A de absorvaAncia/minuto.

1. A unidade original do consumo de oxigénic era relativa a 4 mg de
prote{na,mas como os valores das observagSes foram divididos por

4,0 unidade de medida também o foi.
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IV. ANALISE FRELIMINAR DOS DADDS:

Como foi visto no item I11.2, as medidas com e sem droga s30
pareadas para os experimentos 1 e 2.
Nesses casos € conveniente se trabalhar com as diferengas
entre as observa¢des pareadas,Dl e DZ2.
Foram utilizados dois tipos de diferengas:
(1) diferencas absolutas = D2 - Di;

(D2 - D1)/ D1.

(2) diferengas relativas

Vale observar que nesses experimentos D2 €& sempre maior que
D1 (Tabelas Al.l e Al.4).

A primeira diferengé representa o aumento em unidades de
medida da variavel devido a introdugdo da droga (ganho absoluto) ,
enquanto que a. segunda representa guantas vezes D2 aumentou
em relagdo a DI (ganho relativo).

De acordo com as Tabelas Al.1 e Al.4, observa-se que as
médias dos valores de D1 para os niveis cepa-redutor s3o bem
diferentes umas das outras. Isso n3ao seria desejavel, uma vez que
D1 representa o estado inicial da variavel (medida de controle).
Esse problema é pode ser resolvido com o uso das diferengas
relativas, pois todas as diferengas (D2-D1) s3o ponderadas pelo D1
correspondente.

Optou-se, portanto. por aar prioridade as analises utilizando
as diferengas relativas e, dagui em diante o enfoque seriad dado a
essas medidas (no caso dos dois primeiros experimentos).

As analises correspondentes Aas diferengas absolutas se
encontram no Apéndice 4.

As tabelas de médias e desvios-—padrio para cada experimento

inclusive para as duas diferengas, est3o no Apéndice 1.
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E de interesse saber se existe interag¢3o entre os fatores
cepa e redutor para cada um dos trés experimentos. Diz-se que n3o
ha intera¢lio se as diferencas entre as médias dos redutores sio
semelhantes para cada cepa, e vice-versa.

Das Figuras A2.1 - A2.3 observa—-se que nNn2o ha indicag¢des de
existir intera¢io cepa-redutor, pois, embora as retas nao sejam
paralelas, os desvios—-padrido s3o muito grandes.

No primeiro experimento ( concentragio do raqical OH ) ha
indica¢des de que o redutor 2 (NADFH) fornece intervalos de ganho
relativo médio menores (menor variabilidade) para as cepas 1 e 3 ,
e maior para a cepa 2. E, para os dois redutores ha sinais de que
os ganhos relativos médios das cepas 2 e 3 s3o semelhantes entre
si e menores que o da cepa 1 (Figura A2.4 e Tabela A2.1).

Fara o segundo experimento {consumo de oxigénio) os tamanhos
dos intervalos de ganho relativo médio n3o s3o0 muito diferentes.
N3o h& indicios de diferengas entre os ganhos relativos médios das
trés cepas na presen¢a do redutor 1 (NADH). JA no caso do outro
redutor pode-se suspeitar que os ganhos relativos médios das cepas
l e 3 s20 semelhantes entre si e maiores que o da cepa 2 (Figura
RZ2.5 e Tabela A2.2).

No caso do experimento 3 ( velocidade inicial de redugd3o da
droga ), os intervalos das médias referentes a cepa 1 sio menores
para os dois redutores. Ha indicacées de que as médias das cepas 1
e 2 s30 semelhantes entre si e maiores que a da cepa 1. N3o parece
haver diferengas entre os redutores 1 e 2 (Figura AZ.6 e Tabela

AZ2.3).
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V. ANALISE COM PROPOSITO INFERENCIAL:

V.1. METODOLOGIA:

As anilises inferenciais para os trés experimentos foram
realizadas através dos pacotes estatisticos computacionais SFSS
para microcomputadores e BMDP/2V (instalado no Centro de
Computagio Eletrénica (CCE) da Universidade de S3o Paulo).

No caso dos experimentos 1 e 2, tanto para os dados
modificados pelas diferengas absolutas gquanto pelas relativas, foi
utilizada a técnica de AnaAlise de Varilncia Univariada para
Fregiiéhncias das Caselas Desiguais (Dados NZo-Balanceados) e dois
fatores fixos e cruzados; engquanto que para o experimento trés,
onde as freqiéncias das caselas s3o igquais, foi utilizada a
técnica de Andlise de Varidncia Univariada para dois fatores fixos
e cruzados. O0Os modelos estatisticos réferentes a essas duas
técnicas e a verificag3o das suas suposicdes est3o descritos no
Apéndice 3.

Fara cada um dos experimentos, consideramos todas as
observagdes.

Os trés experimentos foram analisados independentemente, uma
vez gque as unidades amostrais n3do s30 as mesmas para cada um
deles.

0 procedimento para todas as analises é exatamente o mesmo,

dado pelos seguintes passos:t
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(b Teste de comparag3o entre o0s efeitos correspondentes 8
cada combinag3o dos fatores cepa e redutor, ou seja, efeitos da
interag¢3o entre os niveis dos dois fatores.

(v Teste de comparagdo entre os efeitos correspondentes aos
fatores cepa e redutor separadamente, para detectar a existéncia
de diferengas entre as cepas do parasita e também entre a ag¢ldo dos
dois redutores .

As hipdteses referentes aos testes dos passos b e «ib se
encontram no Apéndice 3, juntamente com os modelos.

(iib No casp de rejeigio de alguma das hipdteses citadas
acima, foram feitas comparagdes duas a duas das médias dos niveis
dos fatores envolvidos nas hipdteses em questido, de modo a
detectar quais os niveis dos fatores que s30 os responsaveis pela
rejeigdo das hipdteses iniciais. |

No passo «ib foi utilizada a tecnica de Comparag8es
Maltiplas de Tukey (Apéndice 3).

Como o fator redutor possui somente dois niveis, uma vez
verificado pelo teste que ha diferngas entre os redutores,
conclui-se que as médias dos redutores 1 e 2 n3o podem ser

consideradas iguais, n3o havendo necessidade de comparagdes

mdltiplas.

1. ¥ bom observar que no caso de haver evidéncias de interagdo,nem

sempre fard sentido prosseguirmos a andlise com o passo (ib.
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V.2. RESULTADOS OBTIDOS:

Aqui, como dito anteriormente, trataremos apenas das analises
realizadas com diferengas relativas no caso dos experimentos 1 e
2. As analises feitas com as diferengas absolutas se encontram no
Apéndice 4.

Os resultados referentes aos testes de igualdade de médias
dos fatores cepa e redutor e aos testes de interag¢fo cepa-redutor,
para os trés experimentos, foram extraidos das tabelas de Analise
de Variancia (ANOVA).

Todas as conclus®es a seguir foram tiradas ao nivel de
significancia 0.085.

Fara ilustrar os resultados, a seguir, foram colocados entre
pafénteses os niveis descritivos relacionados aos testes (Apéndice

3).

V.2.1. EXPERIMENTO 1 : CONCENTRAGAO DO RADICAL OH.

N3o parece haver efeito de interagfo cepa-redutor (p=0.256)
(o termo interag¢do foi exuplicado no item IV).

Ha indicag8es estatisticas de que, com relagio ao ganho
relativo de concentragfo do radical OH liberado durante o ciclo
REDOX, as trés cepas de parasitas n3o s3o semelhantes (p<0.001),
assim como com relagdo aos dois redutores bioquimicos (p=0.03I3).

Entre as trés cepas, nota-se que a cepa 1 (grau de 50% de
suceptibilidade a droga) comporta-se de maneira diferente das
cepas Z e 3 (graus de 100% e 0%, respectivamente), que por sua ve:z

nao parecem diferir entre si.
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Ha indicios de que no caso da cepa 1, ha um maior ganho
relativo de concentra¢fo do radical OH liberado durante o ciclo.
Além disso, parece haver sinais de que o redutor 2 (NADFH) esta
associado a uma maior concentragao do radical OH.

A ANOVA com os niveis descritivos dos testes (p—-values) se

encontra na Tabela V.2.1 e os resultados obtidos pelo Método de

Tukey na Tabela V.2.4.

V.2.2. EXPERIMENTO 2: CONSUMO DE OXIGENIO.

N3ao ha sinais de haver efeito de interag¢lo cepa-redutor

(p=0.634).
Com relagdo ao ganho relativo no consumo de oxigénio, ha
indicagdes estatisticas de que as trés cepas n3o possuem

diferengas significativas entre si (p=0.109). Porém, como o nivel
descritivo para esse teste ainda é baixo, essa informacio n3o é

muito precisa.

Ha sinais de que os redutores n3o se comportam da mesma
maneira (p=0.015), sendo que na presenga do redutor 2 (NADFH)
parece haver maior ganho relativo médio de consumo de oxigénio.
Esse fato se evidencia nas trés cepas.

A ANOVA com os niveis descritivos dos testes (p—-values) se

encontra na Tabela V.2.2.
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V.2.3. EXPERIMENTO Z: VELOCIDADE INICIAL DE REDUGAO DA DROGA.

N3o ha indica¢des de interag3o cepa~redutor (p=0.293).

Estatisticamente, ha indicios de que as trés cepas se
comportam de maneiras distintas com relagﬁﬁ a2 velocidade inicial
de redugdo da droga (p<0.001), mas parece que os redutores se
assemelham (p=0.799).

As cepas 2 e 3 possuem médias prdéximas para essa variavel e
ao mesmo tempo superiores a média da cepa 1, que por sua vez, é
significantemente diferente das outras duas.

A ANOVA com os niveis descritivos (p-values) dos testes se

encontra na Tabela V.2.2 & os resultados de Tukey na Tabela V.2.5.
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TABELA V.2.1: TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA).
CONCENTRAGAO DD RADICAL OH-Dif.Relativas.

Experimento 1

Soma de
Fonte de Variagiao Quadrados GL
Efeitos Principais
. CEPA 41.234 2

REDUTOR 2.6593 1
Interagio

CEPA-REDUTOR 1.432 2
Residuos b.661 14
Total 51.979 19

(*) significante ao nivel 0. 05,

(ns) ndo significante ao nivel 0. 05.

20

Quadrado

Médio F
20.617 43 .334
2.6533 5.976
0.716 1.505
0.476

2.736

p—value

0.000 =

0.033 ™

0.256 (s



TABELA V.2.2: TAEBELA DE ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA).
CONSUMO DE OXIGENIO - Dif.Relativas.

Fonte de Variacgio

Efeitos Principais
CEPA
REDUTOR
Interagdo
CEPA-REDUTOR

Residuos

Total

Experimento 2

Soma de

Quadrados
0.626
0.913
C.114
1.818

3.444

*) significante ac nivel 0. 05.

(ns) ndo significante ao nivel 0. 05.

21

Quadrado
GL Médio F
2 0.313 2.9581
1 0.913 7.531
2 0.0387 0.469
15 0.121
20 0.172

p—~value

0.109 e
0.015 o

0634 ined



TABELA V.2.3: TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA (ANDVA).
VELOCIDADE INICIAL DE REDUGAO DA DROGA.

Experimento 3

Soma de Quadrado

Fonte de Variagido Quadrados GL Médio F p—-value
Efeitos Principais

CEPA 0.00005 2 0.00002 22.81 0.0001

REDUTOR 0.00000 1 0.G0000 0.07 0.7992 e
Interagido

CEPA-REDUTOR 0.00000 2 0.00000 1.36 0.2930 s
Residuos 0.00001 12 0.00000
Total 0.00006 17 0.00002

¥) gignificante ao nivel 0. 05,

(ne) ndo significante ac nivel 0. 05,
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TABELA V.2.4: RESULTADDS OBTIDOS PELO METODO DE COMPARAGEES
MOLTIPLAS DE TUKEY.
EXFP.1—-CONCENTRAGAO DO RADICAL OH (Diferengas Relativas).

(intervalos com o=0.0858)

pi o — 2 _ [ 2.0699 , 4.1147 ]
pul = U3 [ 2.2066 , 4.1194 ]
H2 = u3 [ -0.8838 , 1.0272 ]

TABELA V.2.5: RESULTADOS OBTIDOS PELO METODD DE COMPARAGCES
MULTIFLAS DE TUKEY .
EXP.3-VELDCIDADE INICIAL DE REDUGAD DA DROGA.

(intervalos com a=0.05)

ul - u2 [ -0.004169 , -0.001165 1]

pl = u3 [ -0.00528B6 , —-0.002282 ]

H2 =yl [ -0.002619 , ©.000385 ]
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VI. CONCLUSSES GERAIS g

Fara nenhuma das variaveis observadas nesse estudo ha
indicagdes de haver interag¢io entre os fatores cepa do parasita e
tipo de redutor bioguimico. Fortanto, pode—-se avaliar os efeitos
desses dois fatores separadamente.

As cepas 2 e 3 (graus de 100% e 0% de suceptibilidade,
respectivamente) nao apresentam diferengas estatisticamente
significantes para nenhuma das variaveis estudadas. Ja no caso da
cepa 1 (grau de 50% de suceptibilidade), observa-se uma maior
concentragio do radical OH e menor velocidade inicial de redugdo
da droga. Quanto ao consumo de oxigénio, n3do foli detectada nenhuma
diferenga entre as cepas.

Na presenga do redutor 2 (NADPH), observa-—-se maiores
concentragio do radical OH e consumo de oxigénib em relagao ao
redutor 1 (NADH). Para a velocidade inicial de redugd3c da droga

ndo ha indicag¢des de haver diferengas entre os dois redutores.

1. Nos casos da concentragdo do radical OH e consumo de oxigénio,

as conclus8es se referem aos ganhos relativos.
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APENDICE 1
TABELAS DE DADOS, MEDIAS, DESVIOS—-FADRAD

E FREQUENCIAS.
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TABELA Al.l1 : DADOS DA CONCENTRAGAD DO RADICAL OH.
Experimento 1

D1 D2
2.24 15.17
R1 2.39 9.31
1.94 8.73
c1
1.24 7.71
R2 1.35 7 .40
' 1.46 7.76
13.18 18.16
Rl 13.37 19.10
12.37 21.59
c2
3.48 10.70
R2 3.82 13.37
5.82 14.56
7.96 22,88
- 9.31 19,33
.46 17.23
9.73 15.32
c3 :
6.22 14.92
- 5.04 11.94
5.09 10.68
4.35 10.35
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TABELA Al.2 : DIFERENGAS AESOLUTAS DO RADICAL OH (D2-D1).

Experimento 1

R1 R2
12.93 &.47
C1 6.92 6.05
6.79 6.30
4.98 7.22
C2 9.73 %.55
.22 8.74
14.92 8.70
C3 106.02 6.93
7.77 9.59
9.59 6.00
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TAEBELA A1.3 : DIFERENGAS RELATIVAS DO RADICAL OH (D2-D1)/D1

Experimento 1

K1 R2
5.7723 5.2177
CciL 2.8954 4.4815
3.5000 4.,3151
0.3778 2.0747
c2 C.4286 2.5000
0.7454 1.5017
1.8744 1.3987
C3 1.0763 1.3832
0.8214 1.0982
0.5745 1.3793
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TABELA Al1.4 : DADOS DO CONSUMO DE OXIGENIO

Experimento 2

D1 D2
0.535 1.035
1.390 2.900
il 0.970 1.670
0.937 1.517
ci1
0.370 0.855
0.880 2.590
R 0.980 1.830
0.566 1.442
1.250 2.140
R1 1.505 3.000
0.880 1.000
c2
1.150 1.600
R2 0.830 1.790
0. 590 1.140
1.380 2.135
- 1.985 3.395
2,140 4.690
2.420 4.760
C3
0.860 2.200
R2 1.340 2.715
1.470 3.260
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TABELA Al1.5 : DIFERENGAS ABSOLUTAS DO CONSUMO DE 02 (D2-D1)

Experimento 2

R1 R2
0. 500 0.485
1.510 1.710
C1 0.700 0.850
0,580 0.876
0.890 0.450
c2 1.495 0.960
0.120 0.550
0.755 1.340
1.410 1.375
c3
2.550 1.790
2.340
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TABELA Al.6: DIFERENGAS RELATIVAS DO CONSUMO DE 02 ((D2-D1)/D1)

Experimento 2

R1 R2
0.9346 1.3108
1.0863 1.9432
Sl 0.7216 0.8673
0.6190 1.5477
0.7120 0.3913
c2 0.9934 1.1566
0.1364 0.9322
0.5471 1.5581
=5 0.7103 1.0261
1.1916 1.2177
0.9669
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TABELA Al1.7 : DADDS DA VELOCIDADE INICIAL DE REDUGAO DA DROGA

Experimento 3

K1 R2
0.0050 0.0039
C1 0.0048 0.0044
0.0054 0.0037
0.0072 0.0056
c2 0.00846 0.0075
0.0060 0.0083
0.0094 0.0080
c3 0.0070 0.0092
0.0073 0.00%0
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TABELA Al1.8 :

MEDIAS, DESVIOS-FPADRAD E FREQUENCIAS.

DADDS DA CONCENTRAGAD DO RADICAL OH.

Experimento 1

D1 D2 C,R, c,
2.190 11.070 6.630
R1 0.229 3.563 5.363
(3) (3) (&) 5.558
c1 4.438
1.350 7.623 4.487 (12)
R2 0.110 0.195 3.439
(3) (3) (6)
12.973 19.617 16.295
Rl 0.531 1.772 3.822
(3) (3) (6) 12.460
c2 5.792
4.373 12.877 8.625 (12)
R2 1.264 1.977 4.888
(3) (3) (6)
9.115 18.690 13,903
R1 0.789 3.238 5.564
(4) (4) (8) 11.236
c3 5,403
5.168 11.973 8.570 (16)
R2 0.776 2.081 3.912
(4) (4) (8)
5.990 13.811 9.900
4.048 4.779 5.899
(20) (20) (40)
12.439 7.362 média
R1 251 R2 4.334 R e
{frequéncia)
(20) (20)




TABELA A1.9 1 MEDIAS, DESVIOS-PADRAD E FREQUENCIAS.
CONCENTRAGAO DD RADICAL OH-Dif.Absolutas.

Experimento 1

R1 R2 Total

8.8800 6.2733 7 .9767

Ci 3.5080 0.2113 2.6417
(3) (3) {6)

6.6433 8.5033 7.9733

cC2 2.2627 1.1829 1.9093
(3) (3) (6)

9.5750 6.8020 8.1900

C3 3.9961 1.3821 3.1392
(4) (4) (8)

8.4870 7.1530 7.8210

Total 3.3024 1.3700 2.9938
(10) (10) (20)

média

desvio-padrio

frequéncia absoluta
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TABELA A1.10 : MEDIAS, DESVIOS-FADRAO E FREQUENCIAS.
CONCENTRAGAD DO RADICAL OH-Dif.Relativas.

Experimento 1

R1 R2 Total

4.,0559 4.6714 4 ,363F7

C1 1.51469 0.4804 1.0613
(3) (3) (6)

0.5173 2.0285 1.2714

c2 0.1992 0.95010 0.8937
(3) (3) (6)

1.0866 1.3149 1.2007

C3 0.95637 0.1447 0.4000
(4) (4) (8)

1.8066 2.5350 2.1708

Total 1.7598 1.54329 1.6540
(10) (10) (20)

média

desvio-padrdo

(frequéncia absolutw
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TABELA Al1.11 @ MEDIAS, DESVIOS-FPADRAD E FREQUENCIAS.
DADOS DO CONSUMO DE OXIGENIO.

Experimento 2

Di D2 CiRJ Ci
0.958 1.781 1.369
K1l 0.349 0.794 ©.718
(4) (4) (8) 1.279
C1 0.706
| 0.699 1.679 1.189 (16)
R2 0.281 0.728 0.732 ’
(4) (4) (8)
1.212 2,300 1.756
R1 0.314 0.989 0.807
(3) (3) (&)
c2 1.406
0.857 1.510 1.180 0.666
R2 0.281 0.334 0.452 (12)
(3) (3) (6)
1.980 3.798 2.870
R1 0.439 1.220 1.274
(4) (4) (8) 2.484
C= 1.1895
1.220 2.725 1.973 (14)
R2 0.321 0.530 0.911
(3) (3) (&)
1.163 2.272 1.718
0.934 1.106 1.026
(21) (21) (42)
1.986 1.423 média
R1 1.161 i — desvio-padrdo
{frequéncia)
(22) (20)
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TABELA Al1.12 : MEDIAS, DESVIOS-FPADRAO E FREQUENCIAS.
CONSUMO DE OXIGENID - Dif.Absolutas.

Experimento 2

R1 R2 Total

0.8225 0.9803 0.9014

Ci 0.4656 0.5182 0.44638
(4) (4) (8)

0.8350 0.46533 0.7442

c2 0.6891 0.2702 0.4784
(3) (3) (&)

1.763Z8 1.5017 1.6514

C3 0.8353 0.2503 0.6240
(4) (3) (7)

1.1682 1.0386 1.1065

Total 0.7696 0.4921 0.6399
{11) {10) (21)

média

T R I SN S T R

desvio-padrdo

frequéncia absocluta
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TABELA A1.13 : MEDIAS, DESVIOS-FADRAD E FREQUENCIAS.
CONSUMO DE OXIGENIO - Dif.Relativas.

Experimento 2

Ri R2 Total

0.8404 1.4173 1.1288

(5 0.2101 0.4499 0.4481
(4) (4) (8)

0.61329 0.8267 0.7203

c2 0.4368 0.3934 0.3896
(3) (3) (&)

0.8540 1.2673 1.0311

C3 0.2838 0.2695 0.3366
(4) (3) (7)

0.7836 1.1951 0.9795

Total 0.2958 0.4323 0.4150
(11) (10) (21)

média

desvio-padrdo

(frequéncia absoluto)
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TABELA Al.14 : MEDIAS, DESVIOS-PADRAD E FREQUENCIAS.
VELOCIDADE INICIAL DE REDUGAD DA DROGA.

Experimento 3

R1 Rr2 Total
0.005067 0.004000 0.004533
cC1i 0.000306 0.000361 0.000654
(3) (3) (6)
0.007267 0.007133 0.007200
c2 0.001301 0.001387 0.001205
(3) (3) (6)
0.0079200 Q.00873%3 0.00BF17
c3 0.001308 0.000643 0.001028
(3) (3) (&)
0.006744 0.006622 0.006683
Total 0.001591 0.002228 0.001879
(9) (?) (18)
D
l

e S T AT

média

desvio-padrdo

(frequéncia absolutw




APENDICE 2
TABELAS E FIGURAS REFERENTES A ANALISE PRELIMINAR

DOS DADOS.




TABELA A2.1: INTERVALDS PARA AS MEDIAS (+ 2 ERROS-PADRAD ).

CONCENTRAGAO DO RADICAL DH - Dif.Relativas.

Experimento 1

R1 R2
C1 [ 2.304 , 3.808 1] [ 4.116 , 5.226 ]
c2 [ 0.287 , ©.747 ] [ 1.447 , 2.605 ]
C3 [ ©0.523 , 1.651 ] [ 1.170 , 1.460 ]

TABELA AZ2.2:

INTERVALOS PARA AS MEDIAS (* 2 ERROS-PADRAO ).

CONSUMO DE OXIGENIO - Dif.Relativas.

Experimento 2

R1 R2
C1 [ 0.630 , 1.051 ] [ 0.967 , 1.867 1]
cz2 [ 0.109 , 1.119 ] [ 0.373 , 1.281 ]
C3 { 0.570 , 1.138 ) [ 0.956 , 1.578 1]

1. erro-padrdo=

desvio-padrdo

Y n
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TABELA A2.3: INTERVALOS PARA AS MEDIAS (* 2 ERROS-FPADRAOD ).
VELOCIDADE INICIAL DE REDUGADO DA DROGA (X 1000).

Experimento 3

K1 R2
Ci [ 4.714 , S.420 ] [ 3.583 , 4.417 ]
cz2 { 5.764 , B8.770 ] [ 5.531 , 8,735 1]
c3 [ 6.390 , 9.410 ] [ 7.990 , 9.476 1]

desvio-padrde .
1. erro-padrdo = P » onde n=nimero tolal de observagles.

Y n
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Figura A2.1:6rafico dos ganhos relativos médios (* 1 erro-padriod.
Concentrag¢fo do radical OH - Dif. Relativas.

Experimento 1.

: : o
- o
: : a0 =
: : - ﬂ
: :‘ =1 C‘J_-. o
B {1 =
: Pk £
: / i a
-y
C :
- ;lJ -
{' |[ ]
E,[ | =
¥ i i
';l| : i! |
f -
! : !I {"'-J 1-;1: ¥
¥y ,)EU 4:5_. _ &_— O
g o L !‘LI
— o ol s
-'. 'J AT
,f'l 7 1 :-
j : ; = L
¥ o : o
l I'J.-. 0 : [j m
4 : W u
» '_.-' : : o O
i . : +
| ; 7 :
_J'J.' : o
Ir'I |.-" : S ™)
D s < - @
2 #o+ - e -
= ; i : LL D
.E' 9 L3 b _;l
D | < il
- :
[z :
I : .
e N] ] ] | |

|
& L <f b o LA o

43

R —— ————




Figura A2.2:6raf ico dos ganhos relativos médios (* 1 erro-padridod.
Consumo de oxigénio - Dif. Relativas.

Experimento 2.
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Graf ico das médias (%* 1 erro-padriaod.

Figura A2.3 :
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Figura A2.4:Intervalos dos ganhos relativos médios * 2 erros-padrido.
Concentragfo do radical OH - Dif.Relativas.

Experimento 1.
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Figura AZ2.5:Intervalos dos ganhos relativos médios * 2 erros-padréo.
Consumo de oxigénio - Dif.Relativas.

Experimento 2.
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Figura A2.6
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AFENDICE 3

AFENDICE TEORICO
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AZ.1. MODELO DE ANALISE DE VARIANCIA UNIVARIADA FPARA EXPERIMENTOS

COM DOIS FATORES FIX0S, CRUZADOS E FRERUENCIAS DAS CASELAS

IGUAIS (experimento 3).

(Winer 1971, capitulo 5)

modelo: VYijk = ¢ + Qi + 3 + £ijk . 1=1,2,3 (cepa),
j=1.2 {redutor),

com as restrigdes :

3 2
Z at= 0 ; ZBRi=0 ;

i=1 =1

8 2

Z of3ij = O para todo j - Z of3ij = O para todo 1,

i=1 j=1
onde,
Yijk representa o valor da velocidade inicial de reduc¢3o da droga

para a cepa i na presenga do redutor j para a k—-ésima unidade
experimental,

¢ representa a média geral populacional ,

ai representa o efeito da cepa i ,

f3i representa o efeito do redutor j ,

af3ij repesenta o efeito da intera¢3o cepa i-redutor j ,

£ijk representa o erro aleatdrio associado a cepa i , ao redutor

j « & a k—ésima observac¢io da casela ij (residuno).

A principal suposig3o do modelo € que &gijk possui distribuigi3o
Normal com média =zero e varidncia o* (e&ijk indep. para todo i,j.k).

Hipdteses associadas ao modelo :

Ho1: a4 = a2z = a3 = 0 , (testa a existéncia de efeito do fator cepa)
Hozy f31 = 32 = (0, (testa a existéncia de efeito do fator redutor)
Hos: affu=of1z=ofizi=c322=0331=0f332=0 . (testa efeito de interacZo)
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A3.2. MODELD DE ANALISE DE VARIANCIA UNIVARIADA PARA EXPERIMENTOS

COM DOIS FATORES FIXDS, CRUZADOS E FREQUENCIAS DAS CASELAS

DESIBGUAIS (experimentos 1 e 2).

(Winer 1971, capitulo 95)

modelo: VYijk = u + ai + f2j + of3ij + e£ijk y 1,28 (cepa),

j=1,2 (redutor)

" com as restrigdes :

8 2
I ni.ai =0 . Zn.jBi=0

i=1 j=t1

8 2

Z ni.of3ij =0 para todo j i Z nJjoy3iy =0 para todo i s
i=1 i=1
onde ,

Yijk representa o valor‘!’ da concentra¢do do radical OH (exp.1)
ou valor‘?’do consumo de oxigénio (exp.2) para a k—ésima unidade
amostral,

4 representa a média geral populacional ,

ai representa o efeito da cepa i ,

3i representa o efeito do redutor j ,

afiij representa o efeito da intera¢io cepa i-redutor j ,

cijk erro aleatdrio associado é cepa i, ao redutor j, e &4 k—-ésima
observag¢do da casela ij (residuo) ,

ni. representa o nUmero total de observa¢des da cepa i e

Nn.j representa o nUmero total de observa¢®es do redutor j.

e . B i S e e e T e S . S e B e e e e S S e e e e e e e e e

1) valor é o resultado das diferengas absolutas ou relativas

St



A principal suposi¢fo associada ao modelo é que £ijk possuil

distribuig¢do Normal com média =zero e varidncia c* &Lk

independentes para todo i,j,k).

Hipdteses asssociadas ao modelo :

Hoi : o4 = az = a8 = O, (testa a existéncia de efeito do fator
cepa)

Hoz 1 31 = 32 = 0, (testa a existéncia de efeito do fator
redutor)

Ho3 @ o311 = a1z = of321 = f322z = ¢f3s1 = of3sz = 0O
(testa a existéncia de efeito da

interagio)
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A3.3. VERIFICAGAD DAS SUFOSIGCOES DOS MODELDS AZ.1 E A3.2:

(para todos os experimentosj para as duas diferengas no caso dos

exp. 1 e 2)

Seria necessaria a verifica¢3o da suposigdo de igualdade de
varincia das caselas. Diante da impossibilidade de se obter um
teste preciso para um numero t3oc pequeno de observagdes por
casela, admitiu- se que a  suposigl3o €& valida para os trés
experimentos.

Fara testar as suposi¢des de naormalidade dos residuos dos
modelos foi utilizado o teste de aderéncia pelo Gui-Quadrado‘*’.

Para os trés experimentos n3o ha nada contra a suposig3o de
normalidade dos residups, ao nivel de significancia 0.05 (Tabela

F3.3.1 e Figuras A3.3.1-A3.3.9).
E bom lembrar que o pequeno numero de observag¢des prejudica a

precisdo estatistica dos testes.

TABELA AZ.3.1:Niveis descritivos obtidos pelo teste de normalidade

dos residuos .

(ns) significa ndo significante ao nivel 0.05,

experimento nivel descritivo
diferengas absolutaé 0.1562 {ns)
. diferengas relativas . 0.5494 (ns)
diferengas absolutas 0.1033 (ns)
2
- diferengas relativas 0.5842 {ns)
3 0.1230 t(ns)

(1)teste pouco poderoso no caso de poucas observaqaes por caselaq,
ver [4],

bed-




Figura A3.3.1 : Grafico Q-Q de Probabilidade Normal dos residuos.
Concentragdo do radical OH - Dif.Relativas.
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Figura A3.3.2

Grafico Q@-Q de Probabilidade Normal dos residuos.
Concentra¢do do radical OH - Dif.Absolutas.
Experimento 1.
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Figura A3.3.3 : Grafico Q-Q de Probabilidade Normal dos residuos.
Consumo de oxigénio - Dif.Relativas.
Experimento 2.
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Figura A3.3.4 : Grafico Q-Q de Probabilidade Normal dos residuos.
Consumo de oxigénio - Dif.Absolutas.
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Figura A3.3.5 : Grafico Q-@ de Probabilidade Normal dos residuos.
Velocidade inicial de redug¢do da droga.
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AZ.4. METODO DE COMPARAGSES MULTIPLAS:™

Se através da ANOVA for constatado que ha efeito do fator em
estudo, ¢ interessante prosseguir a anilise a fim de se localizar
diferengas entre as médias dos diferentes niveis do fator. A
continuidade da analise é feita através de técnicas estatisticas
denominadas Compara¢des Maltiplas .

Existem varios métodos de Comparagdes Multiplas . Optou-se
pelo método de Tukey , pois ele fornece intervalos de menor
amplitude quando se deseja comparar médias duas a duas .

Esse método consiste em estimar intervalos de confianga para
as diferenras entre as médias dos néveis do fator, duas a duas,
fixando—se um coeficiente de confianga » = 1 - a para toda a
familia de intervalos. Fode-se entio, comparar as médias e
garantir um nivel de significlncia giobal igual a a.

Se, em um intervalo para pa-p=2, o valor zero estiver contido
nele, aceita-se a hipétese de que pa=pE, caso contrério, a

rejeitamos (ao nivel de significéncia a).

(1) ver [9).
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APENDICE 4
ANAL ISES DOS EXPERIMENTOS L E 2 UTILIZANDO-SE AS
DIFERENGAS ABSOLUTAS ENTRE 0S NIVEIS D2 E D1

DO FATOR PRESENGA DA DROGA.

v



As técnicas aqui utilizadas para as analises
1l e 2 referentes as diferengas absolutas entre os

fator presenga da droga (D2-D1), s3o exatamente

descritas nos itens IV e V.1. (corpo principal do

Os modelos de Analise de Variéncia com

suposi¢Bes, as hipbéteses testadas e o Método

Maltiplas de Tukey se encontram no Apéndice 3.
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4.1. ANALISE PRELIMINAR DOS DADOS:

Das figuras A4.1 e A4.2 observa-se que n3o had indicagdes de
existir interagfo cepa-redutor, pois, embora as retas n3do sejam
paralelas, os desvios—padr3o s3o muito grandes.

No experimento 1 (contentragﬁo do radical OH) ha indicios de
que o redutor 2 (NADH) fornece intervalos menores (menor
variabilidade) para as trés cepas.N3o ha indica¢®es de diferengas
entre os ganhos absolutos (Figura A4.3 e Tabela A4.1).

No caso do experimento 2 (consumo de oxigénio) n3oc se observa
observa diferengas entre os redutores quanto ao ganho absoluto
médio dentro das cepas. Mas é possivel perceber que o redutor 2
fornece intervalos menores para as cepas 2 e 3. FPode—se suspeitar
que as cepas 1 e 3 possuem ganhos absolutos médios semelhantes e
menores que o da cepa 3. Isso ocorre na presenga de ambos os

redutores (Figura AR4.4 e Tabéla A4.2).




TABELA A4.1:

INTERVALOS FARA AS MEDIAS (% 2 ERROS-PADRAOD ),

CONCENTRAGAD DD RADICAL OH — Dif.Absolutas.

Experimento 1

K1 RrR2
C1 [ 4.829 , 12.930 ] [ 6.029 , 6.517 ]
c2 [ 4.030 , 9.256 1] [ 7.137 , 9.809 1]
C3 { 5.579 , 13.571 ] [ 5.423 , 8.187 ]

TABELA A4.2:

INTERVALOS PARA AS MEDIAS (* 2 ERROS-FADRAD “°).

CONSUMO DE OXIGENIO - Dif.Absolutas.

Experimento 2

Ri R2
ci [ 0.357 , 1.288 ] [ 0.462 , 1.499 ]
c2 [ 0.039 , 1.631 1 [ 0.341 , 0.965 ]
C3 [ 0.929 , 2.599 ] [ 1.213 , 1.791 1]
1. erro-padrde = —=ovicrpadrdo = o @ ndmero total de observac8es.

Y n




Figura A4. 1:Graf ico dos ganhos absolutos mé&dios (% 1 erro-padrio).
Concentra¢io do radical OH - Dif. Absolutas.
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Figura A4.2:6raf ico dos ganhos absolutos médios (% 1 er.ro-padrﬁo).
Consumo de oxigénio - Dif. Absolutas.
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Figura A4.3:Intervalos dos ganhos absolutos médios * 2 erros-padrdo.
Concentras8o do radical OH - Dif.Absolutas.
Experimento 1.
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Figura A4.4:Intervalos dos ganhos absolutos médios * 2 erros-padrdo.
Consumo de oxigénio - Dif.Absolutas.
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4.2. RESULTADOS OBTIDOS DA ANALISE COM PROFOSITO INFERENCIAL :

{EXPERIMENTO 1: CONCENTRAGAD DO RADICAL OH.
NZo hi indica¢B8es de existir interac¢3o cepa-redutor (p=0.223).
Com relag8o ao ganho absoluto de concentrag¢3o do radical OH,
ndo ha diferengas significativas entre as cepas de parasitas
(p=0,871) e nem entre os redutores 1 e 2 (p=0.263). Isso significa
que, considerando as diferengas absolutas, n3o se consegue
detectar diferengas entre as cepas e entre os redutores.

A ANOVA se encontra na Tabela A4.2.1. (nesse mesmo Apéndice).

EXPERIMENTO 2: CONSUMO DE OXIGENIO.

NZo h& sinais de existir interac3o cepa-redutor (p=0.751).

Os ganhos absolutos de consumo de oxigénio para os dois
redutores parecem ser semelhantes (p=0.757), o que n3o acontece
para as trés cepas de parasitas (p=0.022).

As cepas 1 e 2 (graus de suceptibilidade de 50Z e 100%,
respectivamente) apresentam ganhos absolutos médios de consumo de
oxigénio muito préximos e inferiores 4 cepa I (grau de 0% de
suceptibilidade).

A ANOVA e os resultados obtidos pelo método de Tukey se

encontram a seguir nas Tabelas A4.2.2 e A4.2.3, respectivamente.




TABELA A4.2.1: TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA).
CONCENTRAGAD DO RADICAL OH-Dif.Absolutas.

Fonte de Variagio

Efeitos Principais
CEPA
REDUTOR
Interacgio
CEPA-REDUTOR

Residuos

Total

Experimento 1

Soma de

Quadrados

1.816

8.871

21.8356

?1.376

123.919

tns) ndo significante aoc nivel 0. 05.

69

GL

14

19

Quadrado

Médio F

0.908 0.139

8.871 1.335%9

10.928 1.474

&.527

6.522

p-value

0.871
0.265

0.223

{(ng)

(ns)

(ns}




TABELA A4.2.2: TABELA DE ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA).
CONSUMO DE OXIGENIO - Dif.Absolutas.

Fonte de Variagio

Efeitos Principais
CEPA
REDUTOR
Interacgio
CEPA-REDUTOR

Residuos

Total

Experimento 2

Soma de

Quadrados

3.147
0.032

0.185
4,770

B8.190

#*) significante ao nivel 0. 05.

(ns?> ndo significante ao nivel 0. 05.

70

GL

15

20

Quadrados
Médios

1.573
0.032

0.318

0.410

4.947
0.100

0.291

p-value

0.022 <o
0.757 =

0.751 e




TABELA A4.2.3: RESULTADDOS OBTIDODS FPELO METODO DE COMPARAGOES
MOLTIFLAS DE TUKEY.
EXP.2-CONSUMO DE OXIGENIO (Diferengas Absolutas).

(intervalos com a=0.095)

pl — 2 [ -0.6200 , 0.9344 ]

pl - u3 [ -1.4951 , -0.0049 1]

p2 - u3 { -1.7079 , —0.1065 ]

Keh

e
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