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Cultivation of microalgae Pseudokirchneriella subcapitata in
bench scale using medium contaminated with heavy metals
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RESUMO

Neste trabalho foi avaliado o crescimento da microalga Pseudokirchneriella
subcapitata em meio de cultivo alternativo NPK (20:05:20) contaminado com
metais pesados. O primeiro tratamento consiste do controle sem a adicdo de
contaminante, enquanto os demais foram contaminados com AICI, FeSO,
e ZnSO, e os trés metais. Nos resultados obtidos, o controle foi o unico que
apresentou crescimento positivo continuo, enquanto o tratamento contendo
todos os metais obteve maior densidade e maior taxa de crescimento
exponencial. O tratamento contaminado com ZnSO, obteve o menor
potencial de producao. Apesar dos valores apresentados, todos os tratamentos
apresentaram crescimento positivo no final do ensaio, sendo possivel atribuir a
microalga um elevado potencial de producao em agua contaminado por metais.

Palavras-chave: dgua residual; biorremediacao;  Chlorophyceae;

crescimento exponencial; densidade algal.

ABSTRACT

This study evaluated the growth of microalgae Pseudokirchneriella
subcapitata amid growing alternative NPK (20:05:20) contaminated with
heavy metals. The first treatment consists of the control without addition
of dopant, while others were infected with AICI, FeSO, e ZnSO, and the
three metals. Of the results obtained, the control was the only one that
showed continued positive growth, while all metal-containing treatment
had a higher density and a higher rate of exponential growth. Treatment
contaminated with ZnSO, had the lowest production potential. Despite the
figures, all treatments showed positive growth at the end of the test, so it
is possible to assign a high potential for microalgae production in water
contaminated by metals.

Keywords: wastewater; bioremediation; Chlorophyceae; exponential

growth; algal density.

INTRODUCAO

As microalgas sao organismos unicelulares fotossintetizantes, com pouca
ou nenhuma diferenciagio celular. Elas podem ser predominantemente
aquéticas, geralmente microscopicas, sendo um grupo muito heterogéneo
de organismos. Por meio da extragao de seus dleos, sdo comercialmente
utilizadas para produgao de biocombustiveis nas industrias farmacéuticas
e alimenticias. As microalgas sdo muito eficientes no armazenamento de
energia solar, apresentando um rapido crescimento e, consequentemente,
um aumento de biomassa consideravel (OHSE et al., 2008).

Muitas microalgas mostram elevada eficiéncia em retirar nutrientes

ou outros elementos quimicos do meio aquoso, apresentando potencial

m)

para sua aplicacdo em ensaios de recuperagio de ambientes aqudticos
(MIASHIRO, 2008). Com essa propriedade, elas podem ser utilizadas na
recuperagao de dguas residuais e, posteriormente, a sua biomassa pode
ser utilizada para outras aplicagdes industriais e agricolas. Silva (2007)
utilizou a microalga Chlorella vulgaris imobilizada com alginato de s6dio
para a remogao de fosfatos de agua residual de uma clinica hospitalar, em
que foram observadas redugdes significativas do contaminante da dgua.

Como a dgua é um bem essencial a vida, torna-se necessario dispor dela
em condigbes potaveis e balnedveis. Em razdo do grande crescimento popu-

lacional e do aumento das atividades industriais perto de rios e nascentes, a
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qualidade das 4guas vem sendo afetada. Um grande problema na qualidade da
agua éa contaminagao por metais pesados, que, além do seu elevado potencial
toxico, sao bioacumulativos, mesmo em concentragdes-trago (LIMA, 2010).

As 4guas residuais precisam passar primeiramente por tratamento
quimico para serem langadas nos corpos ddgua. Esses tratamentos
podem trazer muitos prejuizos para a biota aquatica, sendo necessaria
a construc¢do de novas metodologias para a realizagdo de tratamento
dessas dguas (SILVA, 2007). As microalgas podem atuar sobre as dguas
residuais retirando os nutrientes, removendo metais pesados e ainda
diminuindo a quantidade de patdgenos pelo incremento de oxigénio
ao meio, tornando-se, assim, uma medida sustentavel, pois pode ser
considerada uma tecnologia limpa, visto que é uma fonte de energia
alternativa, além de fixar carbono, diminuindo, assim, a quantidade
deste no meio ambiente.

Para que as microalgas alcancem seu potencial maximo de
desenvolvimento é necessdrio compreender as condigdes de
temperatura, nutrientes e potencial hidrogenidénico (pH) como
fatores determinantes para sua produtividade e, consequentemente,
para atingir as concentragdes dtimas na aplicagdo em ensaios para
remogao de metais das aguas. Também se necessdrio o controle de
certas varidveis, como luminosidade e aeracéo, ja que estas se mostram
limitantes ao crescimento das microalgas (SIPAUBA-TAVARES &
ROCHA, 2003; SIPAUBA-TAVARES et al., 2009). Segundo os autores, 0
meio de cultivo é de suma importancia, ja que este é quem vai garantir
o crescimento rapido e adequado das microalgas.

No presente ensaio foi utilizada a cloroficea Pseudokirchneriella
subcapitata, pois apresenta crescimento rapido, baixo custo de manu-
tencdo, facil obtencdo, alto poder fotossintético, contendo clorofilasa e
b, e um aumento de biomassa relativamente alto (STPAUBA-TAVARES
& ROCHA, 2003; SIPAUBA-TAVARES et al., 2009; ARANTES, 2010).
Seus fatores limitantes sdo luminosidade e aeragdo; apesar de ser uma
microalga de d4gua doce, tem elevada resisténcia a salinidade (ARANTES,
2010). Ainda segundo Carvalho et al. (2012), essa microalga apresenta
elevada plasticidade em relagdo ao pH, apresentando capacidade de
produgdo em dguas naturais, mesmo existindo competigao com outras
espécies autdctones. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a pro-
dugio da microalga P. subcapitata em meio de cultivo alternativo NPK
contaminado por metais pesados, como cloreto de aluminio, sulfato

ferroso e sulfato de zinco.

METODOLOGIA

O indculo inicial da microalga P. subcapitata (Korshikov) Hindak
(Chlorophyceae) foi obtido no Laboratério de Limnologia do
Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva, da Universidade
Federal de Sao Carlos, isolada da Represa do Broa (Sdo Carlos, Sdo

Paulo, Brasil). A microalga foi posteriormente cultivada em meio

604

padrao CHU , no Laboratdrio do Centro de Pesquisa em Biodiversidade
(CPBio). O sistema de cultivo foi estatico nio axénico (nio estéril),
com aeragao constante, temperatura ambiente e fotoperiodo contro-
lado (12 h luz/12 h escuro).

Como meio de cultivo das microalgas nos ensaios, optou-se por
utilizar uma solugdo com NPK (20-5-20 g.L*), por se tratar de um meio
alternativo mais barato e tdo eficiente quanto o CHU , (SIPAUBA-
TAVARES et al., 1999). O meio NPK foi preparado com a adi¢ao de
1,0 mL de solugdo estoque NPK adicionado a 1 L de 4gua destilada e
autoclavada a 121°C por 20 minutos. Para o preparo da solu¢io estoque
NPK foi adicionado 0,70 g de adubo quimico NPK (20-5-20 g/L') em
1.000 mL de 4gua destilada autoclavada a 121°C durante 20 minutos
(SIPAUBA-TAVARES & ROCHA, 2003).

Conforme apresentado na Tabela 1, os ensaios foram elaborados
da seguinte forma: (1) o tratamento controle (T1), com 400 mL de
dgua destilada autoclavada e 50 mL de meio NPK e 50 mL de meio
de cultura com P. subcapitata; (2) o segundo teste (T2), com 400 mL
de 4gua destilada autoclavada contendo 0,2 mg.L"! de cloreto de alu-
minio (AICL), 50 mL de meio NPK e 50 mL de meio de cultura com
P subcapitata; (3) o terceiro teste (T3), com 50 mL de meio de cul-
tura com P. subcapitata e 400 mL de dgua destilada com 0,32 mg.L™!
de sulfato ferroso (FeSO,) e 50 mL de NPK; (4) o quarto tratamento
(T4), com 50 mL de meio de cultura com P. subcapitata, 400 mL de
dgua destilada com 0,6 mg.L* de sulfato de zinco (ZnSO,) e 50 mL
de NPK; (5) o quinto tratamento (T5), com 50 mL de meio de cul-
tura contendo P. subcapitata, 400 mL de dgua destilada com 0,2 mg.L™!
de cloreto de aluminio, 0,32 mg.L! de sulfato ferroso e 0,6 mg.L" de
sulfato de zinco, e 50 mL de NPK.

O valor utilizado de cada contaminante foi estabelecido tendo
como base o dobro do limite permitido pela Resolugdo 357/2005 do
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) (BRASIL, 2005),
sendo esse limite de 0,1 mg.L" para o aluminio, de 0,3 mg.L"! para o

ferro e de 0,18 mg.L"* para o zinco.

Tabela 1 - Caracteristicas e componentes em cada tratamento.

Tratamento Agua m P. subcapitata
destilada
T X X X - - -
T2 X X X X
T3 X X X X
T4 X X X X
5 X X X X X X

(X) presentes, () ausentes em cada tratamento; NPK (meio sintético); AICL, (cloreto de
aluminio); FeSO, (sulfado ferroso); ZnSO, (sulfato de zinco).

T1: controle - sem contaminantes; T2: tratamento contaminado com cloreto

de aluminio; T3: tratamento contaminado com sulfato ferroso; T4: tratamento
contaminado com sulfato de zinco; T5: tratamento contaminado com cloreto de
aluminio+sulfato ferroso+sulfato de zinco.
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Os ensaios foram desenvolvidos em triplicatas durante 21 dias e
foram retiradas 3 amostras a cada 3 dias de intervalo. Nesses interva-
los também foram mensurados os valores de pH do meio. Os ensaios
foram realizados em Erlenmeyer de 500 mL e foram mantidos em
incubadora BOD com controle de fotoperiodo de 2.500 lux provido
por lampadas fluorescentes brancas (12 h luz/12 h escuro), tempera-
tura (2242,0°C) e aeragdo constante. As células das microalgas foram
contadas sob microscopio dptico com o auxilio de hemocitometro
(Camara de Neubauer).

Para avaliar a diferenga nas curvas de crescimento algal foi utilizada
uma andlise de covaridncia (ANCOVA) (ZAR, 1999) e aplicada uma ana-
lise de regressao (r?) para obtengdo da taxa de crescimento exponencial
(k). Para verificar a correlagdo entre a densidade algal e o pH do meio
foi utilizado o teste de correlagdo de Spearman. Para analise de varian-
cia e comparagao multipla entre médias de experimentos foi utilizado
o teste de Tukey. As taxas de duplicagio didria foram obtidas pela dife-
renca entre os valores da densidade algal do ultimo e do primeiro dia
de ensaio, dividido pelo tempo decorrido em dias. Os valores da taxa
de crescimento didrio foram transformados em arcoseno da propor¢io
(ZAR, 1999) apenas para testar possivel diferenca entre os dias de amos-
tragem pela andlise de variancia (ANOVA). O programa utilizado para

analise dos dados foi o Statistica 7.0 (Statisoft Inc., Tulsa, OK, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A microalga P. subcapitata apresentou um aumento na densidade algal
até 0 21° dia de ensaio, com periodos de oscilagdo, principalmente nos
3° e 9° dias (Figura 1). Assim, foi possivel inferir a ocorréncia de um
periodo de ajustamento da microalga do meio original de cultivo CHU ,
para o meio NPK e, provavelmente, para os contaminantes introduzidos
no meio. O tratamento contaminado com cloreto de aluminio+sulfato
ferroso-+sulfato de zinco apresentou maior densidade algacea, enquanto
os tratamentos contaminados isoladamente com sulfato de zinco e sul-
fato ferroso apresentaram menor densidade (Figura 1). Tais observa-
¢des foram corroboradas pela andlise de covaridncia (ANCOVA), que

apresentou diferenca significativa (F, | =14,19; p<0,001) nas curvas de

4,110
densidade de P. subcapitata entre os tratamentos. As diferengas foram
resultantes dos valores significativamente mais elevados no tratamento
contaminado com todos os metais, se comparado com os demais tra-
tamentos, exceto o controle (teste de Tukey).

Os valores de pH do meio de cultivo apresentaram uma queda no ter-
ceiro dia de tratamento nas amostras contendo sulfato de zinco e sulfato fer-
roso, indicando para esses metais maior instabilidade ao meio de cultivo e
reforcando a ideia anterior de ajustamento das microalgas ao meio e aos con-

taminantes. Apesar da oscilagio do pH durante o periodo do ensaio, foram

observados valores muito proximos — entre 8,0 e 8,2 — no ultimo dia de
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Figura 1- Densidade algacea (média + erro padrado) e pH (média) mensurados nos tratamentos.
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ensaio para todos os tratamentos (Figura 1). No entanto, o teste de Spearman
demonstrou existir uma forte correlagio entre densidade algal e pH no trata-
mento contaminado por todos os metais (R=0,89), possivelmente, em fun-
¢a0 do aumento continuo ao longo do periodo experimental. Os tratamentos
contaminados por sulfato ferroso e por cloreto de aluminio e o tratamento
controle apresentaram baixa correlagido (R=0,57; 0,56; 0,54, respectivamente),
provavelmente, em fungao da instabilidade ao meio de cultivo. O tratamento
contaminado somente com sulfato de zinco ndo apresentou correlagio sig-
nificativa (R=0,13), reforcando a ideia de instabilidade de certos metais iso-
ladamente ao meio de cultivo.

Em ensaios com a microalga P. subcapitata sem presenga de conta-
minantes, Carvalho et al. (2012) observaram correlagio negativa entre
o pH e a densidade algal, sugerindo que o aumento da densidade algal
esteve associado a queda do pH, mostrando, assim, alta plasticidade
dessa microalga em variagdes do pH.

Conforme ocorreu no presente ensaio, Berenguel et al. (2004) enfa-
tizam que o efeito do pH no cultivo de microalgas é complexo, existindo
dificuldade em dissociar os efeitos diretos do crescimento microbiano
dos efeitos colaterais expressos em termos de modificagdes no sistema
CO,/HCO,/CO,* (diéxido de carbono/bicarbonato/carbonato), bem
como no equilibrio NH,/NH** (amoénia/ion aménio). Além disso, o
pH pode ser elevado quando hé o consumo de formas inorgéinicas
de carbono, pelo fato de os ions hidroxila serem transportados para o
exterior das células (LOPES, 2007).

O ajustamento da microalga ao meio de cultivo e aos contaminantes
foi observado por meio da elevada mortalidade da espécie nos primei-
ros dias de ensaio. Assim, quando analisada a taxa de crescimento didrio,
verificou-se que somente o controle obteve crescimento positivo em todos
os dias de experimento; ja os tratamentos contaminados com cloreto de
aluminio, sulfato de zinco e os trés metais juntos apresentaram elevada
mortalidade no terceiro dia de ensaio; o tratamento contaminado com
sulfato de zinco apresentou baixo crescimento até o sexto dia de ensaio,
seguido de elevada mortalidade no nono dia (Figura 2). Esses valores atri-
buem ao sulfato de zinco, quando presente isoladamente, um potencial
efeito cronico de toxicidade; o contaminante cloreto de aluminio e sul-
fato ferroso apresenta isoladamente um potencial de efeito agudo sobre as
microalgas; a associagao entre cloreto de aluminio+sulfato ferroso+sulfato
de zinco pode ter resultado em um efeito antagdnico, em que os conta-
minantes, aplicados juntos, interferem um no outro ou interferem com
outro contaminante que coexiste no meio (MOZETO & ZAGATTO,
2008), tornando-se benéficos as microalgas. Apesar dos valores de morta-
lidade apontados, todos os tratamentos apresentaram crescimento positivo
no 21° dia de ensaio, sendo possivel atribuir a P. subcapitata um elevado
potencial de produgdo em dgua contaminada pelos metais presentes na
composicio entre cloreto de aluminio-+sulfato ferroso+sulfato de zinco.

Os metais pesados sdo considerados toxicos para grande parte dos seres
vivos (OLIVEIRA, 2007), conforme foi observado para o zinco na produ-

¢ao de biomassa da microalga. Porém, alguns metais pesados podem ser
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Figura 2 - Taxa de duplicacao didria (média+erro padrdo) da microalga nos diferentes tratamentos.
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necessarios para muitos micro-organismos em determinadas concentragoes
ou associagoes, sendo assim chamados de elementos-traco (GUILHERME
et al., 2005). Essa necessidade dos metais enquanto elementos-trago foi
muito bem observada na associagdo dos metais presentes na composi¢ao
cloreto de aluminio+sulfato ferroso+sulfato de zinco no meio de cultivo.
Além disso, o ferro também pode atuar como cofator enzimatico, aumen-
tando o poder degradativo do meio (GAYLARDE et al., 2005; MOZETO &
ZAGATTO, 2008) e, consequentemente, contribuindo com elevadas taxas
de crescimento exponencial.

A eficiéncia nas taxas de produgao de P. subcapitata pode ser
observada na Figura 3 por meio da analise de crescimento exponencial
(k), em que o tratamento contendo todos os metais obteve a maior
taxa (k=0,078), seguido pelo tratamento controle (k=0,061), cloreto
de aluminio (k=0,042), sulfato ferroso (k=0,034) e, novamente, com
valor representativamente mais baixo para o sulfato de zinco (k=0,016).
Estudos verificados na literatura com outras espécies da classe
Chlorophyceae apresentaram resultados de crescimento exponencial
semelhantes, mesmo na auséncia de contaminantes, destacando-se os
valores de k=0,36 a 0,56, descritos por Sipauba-Tavares et al. (2009),
ek=0,14 a 1,46, descritos por Moreira-Santos et al. (2004). Contudo,
se faz necessdrio ressaltar que o fotoperiodo utilizado por estes auto-

res foi de 24 h, enquanto no presente trabalho foi de 12 h. Segundo

Sipatba-Tavares et al. (2011), a fase de maior crescimento em seu
estudo esteve associada ao periodo de 24 horas de luz, Entretanto,
é possivel inferir que a duplicagdo algal do presente ensaio poderia

ser otimizada com o aumento do fotoperiodo.

CONCLUSOES

A microalga P, subcapitata apresentou elevada produgio de biomassa, prin-
cipalmente na presenca de todos os metais juntos no meio de cultura. Tais
resultados atribuem a P, subcapitata grande potencialidade para sua utiliza-
¢ao em processos integrados de biorremediagao de dguas residuais e produ-
a0 de biomassa algal. Entretanto, o efeito toxico do sulfato de zinco sobre a
produgio algacea sugere a necessidade de incrementar novos estudos, uma
vez que o metal ndo apresentou a mesma toxicidade quando associado ao
sulfato ferroso e ao cloreto de aluminio. Assim, a principal iniciativa deste
estudo foi desenvolver propostas, mesmo que em escala de bancado, para
trabalhos integrados de aproveitamento de dguas residuais de industrias e
outras atividades antrdpicas na produgio de biomassa algal para a nutrigao
animal, fertilizagao e/ou produgio de biocombustiveis de terceira geragao.
Tais propostas atendem aos principais requisitos para o desenvolvimento
sustentavel, promovendo o equilibrio entre desenvolvimento econdmico e

preservagdo ambiental.
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Figura 3 - Andlise da regressao (r?) e crescimento exponencial (k) de P. subcapitata nos diferentes tratamentos.

(n, Eng Sanit Ambient | v.21 n.3 | jul/set 2016 | 603-608

607




Ansilago, M;; Ottonelli, F; Carvalho, EM.

REFERENCIAS

ARANTES, PB.(2010) Influéncia do herbicida glifosato (n-(fosfonometil)
glicina) na formacdo de biomassa da alga Pseudokirchneriella
subcapitata (Chlorophyceae). Trabalho de conclusao de curso
(Graduacdo) - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Rio Claro.

BERENGUEL, M. RODRIGUEZ, F; ACIEN, FG; GARCIA, JL. (2004)
Model predictive control of pH in tubular photobioreactors. Journal
of Process Control, v14, n4, p.377-387.

BRASIL. (2005) Conselho Nacional do Meio Ambiente. Resolu¢do n°
375, de 17 de marco de 2005. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 18
mar. 2005. Secao 1, p.58-63.

CARVALHO, EM; OTTONELLI, F; ANSILAGO, M; GODOQY, HC;
NAKAGAKI, JM; RAMIRES, I. (2012) Growth kinetics of the microalga
Pseudokirchneriella subcapitata (Korshikov) Hindak (Chlorophyceae)
in natural water enriched with NPK fertilizer. Biochemistry and
Biotechnology Report, v, n.2, p14-18.

GAYLARDE,C.C,;BELLINASOM.L;MANFIO,G.P.(2005) Biorremedia¢do
Aspectos bioldgicos e técnicas da biorremediacao de xenobidticos.
Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento, n.34, p.36-43.

GUILHERME, LRG; MARQUES, JJ; PIERANGELI, MAAP; ZULIANI,
DQ; CAMPOS, M.L; MARCHI, G. (2005) Elementos-traco em solos e
sistermas aquaticos. Topicos ern ciéncias do solo, v4, p.345-390.

LIMA, PCG. (2010) Estudos dos mecanismos de detoxificacdo
e tolerancia aos metais crumo e cobre em Pseudokirchneriella
subcapitata e Pistia stratiotes e o uso das macrofitas Tpha sp e
Phragmites sp na remocao de nutrientes em wetlands construfdos.
Tese (Doutorado) - Universidade de Sdo Paulo, Sao Carlos.

LOPES, E.J. (2007) Sequestro de dioxido de carbono em
fotobiorreatores. Tese (Pds-graduacdo) - Universidade Estadual de
Campinas, Campinas.

MIASHIRO, L. (2008) Avaliagdo ambiental de um sistema de
piscicultura, através do fitoplancton e de ensaios ecotoxicologicos
com a microalga Pseudokirchenriella subcapitata (Chlorophyceae).
Dissertacao (Mestrado) - Instituto de Pesca, Sdo Paulo.

MOREIRA-SANTOS, M; SOARES, AMVM. RIBEIRO, R. (2004) An
in situ bioassay for freshwater environments with the microalga

608

Pseudokirchneriella subcapitata. Ecotoxicology and Environmental
Safety, v59, n.2, p164-173.

MOZETO, AA. & ZAGATTO, PA. (2008) Introducdo de agentes
qguimicos no ambiente. /n: ZAGATTO, A.A. & BERTOLETTI, E. (Eds)
Ecotoxicologia aquatica - principios e aplicacoes. 2 ed. Sdo Carlos:
RiMa.

OHSE, S.; DERNER, R.B; OZORIO, RA; BRAGA: MV. da C; CUNHA, P;
LAMARCA, C.P; SANTOS, M.E. (2008) Crescimento de microalgas em
sistema autotrofico estacionario. Revista Bioternas, v.21, n.2, p.7-18.

OLIVEIRA, AC. (2007) Toxidade de elementos-traco para
consumidores primarios na presenca de exopolissacarideos
produzidos por organismos fitoplancténicos (Chlorophyceae e
Cianophyceae). Dissertacdo (Mestrado) - Universidade de Sao Paulo,
Sao Carlos.

SILVA, SAP. (2007) Biorremediacdo em aguas residuais: remogao
de fosfatos utilizando microalgas Chlorella vulgaris imobilizadas em
meio de alginato de sddio. Dissertacao (Mestrado em Hidrobiologia)
- Universidade do Porto, Porto.

SIPAUBATAVARES, LH; PELICIONI, LC; OLIVERA, A. (1999) Use
of inorganic (NPK) and the CHU12 medium for cultivation of
Ankistrodesmus gracilis in laboratory. Brazilian Journal of Ecology, V1,
p10O-15.

SIPAUBATAVARES, LH. & ROCHA, O. (2003) Producéo de plancton
(fitoplancton e zooplédncton) para alimentacdo de organismos
aquaticos. 2 ed. Sao Carlos: RiMa. 122p.

SIPAUBATAVARES, L.H.; IBARRA, LCC; FIORESI, TB. (2009) Cultivo
de Ankistrodesmus gracilis (reisch) Korsikov (Chlorophyta) em
laboratorio utilizando meio CHU12 e de macrdfita com NPK. Boletim
do Instituto de Pesca, v.35. n, pI11-118.

SIPAUBATAVARES, L.H; MILLAN, RN, BERCHIELLI, FA; BRAGA,
FMSB. 201) Use of alternative media and diferente types of
recipients in a laboratory culture of Ankistrodesmus gracilis (Reinsch)
Korshikov (Chlorophyceae). Acta Scientiarum. Biological Sciences,
V.33, N.3, p.247-253.

ZAR, JH. (1999) Biostatistical Analysis. 4 ed. Rio de Janeiro: Prentice-
Hall do Brasil, Ltda. 944p.

Eng Sanit Ambient | v.21 n.3 | jul/set 2016 | 603-608 0



