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RESUMO: 

Este trabalho procura estabelecer não s6 os limites d e 
sobrevivência ao impacto do petróleo, mas também o efeito d,::i. 
e-:-i:-:posição ao petróleo, a longo prazo, no compot-tamento dos sit-is 
em estudo, face aos constantes derramamentos de petróleo 
verificados ultimamente no canal de São Sebastião. 

Baseado nessa pesquisa piloto, um novo experimento será 
realizado, tentando obtet- altet-açê:ies respit-at6rias importantes 
nos animais expostos ao petróleo em baixas salinidades. 
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1. INTRODUÇÃO 

O Brasi 1, especificamente o canc\ 1 de São Sebastião, 1 i tora 1 

norte do Estado de Siso Pau 1 o, que abriga o Termina 1 Mar-i timo 

Almir-ante Bar-rosa, vem sendo vitima, nos óltimos anos, de gr-andes 

denramamen tos de petróleo. Al~m 

acidentes, calcula-se que 40 

anualmente na costa do Estado 

mil 

de 

do petróleo der-r-amado em 

toneladas são despejadas 
,-. ,..._. 

ºªº Paulo pelos navios que 

descar-r-egam no ter-minal da Petrobr-;;.s em Sáo Sebastil:so e lavam 

seus tanques antes de partir-em. 

Tor-na-se então de interesse, a deter-minação da toler-ância d é:1 

fauna dessa. r-egião à e>:posição ao petróleo, pois pouco se sabe ê:'\ 

respeito da sensibilidade desses animais e aos efeitos dir-etos d o 

petróleo em função do tempo de e:-:posição. 

Em especié:, l, este tr.::,ba 1 t10 concentra-se em siris Callfr1.t?c:tt?s 

danae, procur-ando estabe 1 ecet- os 1 imites de sobrevivência a o 

impacto do petr-ól eo, e também o efeito da e:-: posição ao petróleo e•. 

1 ongo pr-azo, no comportamento e f isio 1 og ia desses animais, em 

-função da salinidade. 

2. OBJETIVOS 

Elaboração de um plano exper-imental a partir da anàlise de um 

experimento piloto já realizado. 

Sugestões de análises estatísticas par-a a ver-ificação dos 

objetivos propostos pelo trabalho. 



3. DESCRIÇÃO DO EXPERIMENTO 

Os siris da espécie Call-ine:c-cte.s· danae u ti 1 i zados foram todos 

coletados na praia do Araçá em São Sebastião e transportados para 

o laboratório do Centro de Biologia Marinha da LISP (CEBIMAR), da 

mesma cidade. Os siris permaneceram durante 5 dias em tanques com 

àgL1a do mar corrente na sa 1 in idade de 3. 4'1/. para ac 1 ima tação, 

sendo alimentados diariamente com pedaços de peixe. 

Decorrido esse perlodo, os animais foram colocados em 4 

cubas de plàstico (volume 15 1), com água do mar nas salinidades 

O. 8'1/., 1.4'1/._, 2. 4'1/. e 3. 4'1/. respectivamente, com petróleo na 

concentração de 1000 ppm. Al~m destas fot-am preparadas mais LI. 

cubas com àgua do mar nas mesmas salinidades jã mencionadas, mas 

sem petróleo, cujos animais serviram como controle. Todas as 

cubas fo1~am mantidas com aeração suplementar e em cada uma delas-, 

foram colocados 6 siris. 

Os siris tinham aproximadamente o mesmo peso, eram do mesmo 

sexo (machos) e estavam na mesma fase do ciclo de intermuda (fase 

C) , tentando dessa forma tornar os animais o mais homogêneas 

posslvel. 

Os animais não foram alimentados durante o per lodo do 

e:-:pr~rimento. A temperatura ambiente foi mantidi:t constante, em 
,:, 

torno de 24 C. 

petróleo ni:\ água do mat- foi feita em 

liquidificadot-. Diariamente, a àqua era totalmente trocada, parc:::1 

evitar a diminuiçao da concentraçao do petróleo na àqua de um dié:í 

pat-a outro. 

A cada 12 horas de e:-:posição ao petróleo, foi medido o 

consumo de oxigênio dos animais. Cada animal foi colocado em um 

respi rõmetro de vidro ( com vo 1 Ltme de 1 1) , com àgua do mar na 

salinidade experimental, al permanecendo durante 10 minutos para 

adaptação. Decorrido esse per-lodo, i:1 fsgu;::1 foi renovada e o 

respi rümetro fechado hermeticamente, o siri ficando ai oor mais 

10 minutos. Foi retirada uma amostra da água antes do frasco ser­

fechado e outra logo após sua abertura. A quantidade de oxigênio 

das amostr-as foi determinada através de um medidor de o x igênio 
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o:-:imetr-o ) , da DIGIMED. A difer-ença entr-e os dois valor-es 
obtidos r-epr-esentou o consumo de oxiqenio do animal. Dessa mesma 
tor-ma , foi deter-minado tambem o consumo de o:-:.igênio dos sir-i ,; 
per-tencentes ao gr-upo contr-ole (O ppm de petróleo). 

Depois de r-etir-ado do ..-espir-ômetr-o, o animal foi pesado nr.:1. 

balança HELMAC 300 e seu peso anotado par-a a deter-mina.ção da ta X é:"\ 

r-espir-at6..-ia. 

Assim, for-am medidas as seguintes var-i.:sveis: 

quantidade de o :-: igfnio inicial da tgua - QOI, 

quantidade de o:-:ig~nio final da .:.gua QOF, 

Peso, 

QOI - QOF 
Taxa Respiratória= 

Peso 

Os animais mor-tos no decor-r-er- do exper-imento for-am retirados. 

inter-r-ompido (LC _) quando metade - ~u- dos sir-is em 
uma determinada salinidade, de qualquer- um dos dois gr-upos 
(petróleo e contr-ole) mor-r-ia. O numero de animais sobr-eviventes 
também é uma variável de inte..-esse. 

4. ANALISE DESCRITIVA 

As tabelas abai xo mostr-am o nümero e a porcentagem de animais 
sobr-eviventes observados em cada condiç~o e:-:per-imental, tabelas 
( 4.1 a 4.4 e gráficos 4.1 a 4.4 ). 



Tabela 4.1 

GrL1po 

F·etróleo 

Contt-ole 

Tabela 4.2 

Grupo 

F"etr-ól eo 

Contr-ole 

9 

Numero e porcentagem de animais sobreviventes na 

salinidade 0.8% 

12 

6 

6 

12 

6 

6 

Tempo de E:-: posição 

horas 24 horas 36 horas 48 hor-as 60 horas 

(100%) 5 ( 83. 3'1/.) ,-
-=- ( 83. 31/.) ---- -----

( 1001/.) 5 ( 83. 31/.) 5 (83.31/.) ---- ----

Numero e porcentagem de animais sobreviventes na 

salinidade 1.4% 

Tempo de E:-:pos iç.ão 

horas 24 hor-as 36 hor-as 48 hor-as 60 h□ t-as 

(100%) ---- ---- ---- ----

( 1001/.) ---- ---- ---- ----



GRAFICO 4.1 - PORCENTAGEM DE ANIMAIS 
SOBREVIVENTES - SALINIDADE 8%0 

100% 

80% 

60% 

40% 

20% 

% de Animais 

\ 
\ 
\ 

\ 

1------------l......--------, l.C5ü 

0%'----~--~--~--~-----~ 
o 12 24 36 48 60 72 

Tempo de Exposlcao (horas) 

~ PETROLEO -+- CONTROLE 

GRAFICO 4.2 - PORCENTAGEM DE ANIMAIS 
SOBREVIVENTES - SALINIDADE 14%0 

% de Animais 

100% 

1 
1 

1 

1--- -----'-' - --- ----------------t LC5~ 

40% '" 

0%....._ __ ...._, __ ___., ___ ..__, __ _._, ___ .__, _ __, 

o 12 24 36 48 60 72 
Tempo de Ex poslcao (horas) 

~ PETROLEO - + -- CONTROLE 

10 



11 

Tabela 4.3 - Numero e porcentagem de anímais sobrevíventes na 

salinidade 2.4% 

Tempo de E:-:posiç&i 

Grupo 12 horas 24 hor-as 36 horas 48 horas 60 hot-a.s 

Petróleo 6 ( 100'1/.) 6 ( 100'1/.) 4 ( 66. 7'1/.) ---- ----

Controle 6 (100'1/.) 5 ( 83. 3'1/.) 5 (83.3~~) ---- ----

Tabela 4.4 - N!:!mero e porcentagem de animais sobreviventes na 

salinidade 3.4% 

Tempo de E>:posiçao 

G1~upo 12 horas 24 ho1~as 36 hot-as 48 hor-as 60 hot-a.s 

F'etr-61 eo 6 (100%) 5 (83.3i:) r= ~· (83.3%) 4 ( 66. 7'1/.) 4 ( 66. 7'1/.) 

Controle 6 (100%) 6 (100%) 6 ( 100'1/.) 6 ( 1001/.) 6 ( 1001/.) 



GRAFICO 4.3 - PORCENTAGEM DE ANIMAIS 
SOBREVIVENTES - SALINIDADE 24%0 

% de Animais 

100% °''-, _______ ~~ \ 

\ \ 

1------------.....:' ,..__;,,.__ ________ , LCso 

20%>-

0%l---...L'----''---...L.'----''----'-'----' 

o 12 24 36 48 60 72 

Tempo de Ex poslcao (horas) 

~ PETROLEO -+- CONTROLE 
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Ana 1 isando as tabe 1 as · e gráficos anteriores nota-se q,_1e ê:.1 

sobrevivência para a salinidade 3.4% foi maior que a das demais. 

Desse modo~ o experimento na salinidade 3.4% foi escolhido cara 

anàlise mais detalhada~ reservando para os demais apenas as 

cone 1 Llsí1es. Os resultados referentes âs demais 

encontram-se no Apêndice B. 

A tabela 4. 5 mostr-a as médias e desvios pad1rão pat"'a e'. 

v ariável peso salinidade ~:.4'1/.. Nota-se uma grande 

variabilidade entre o peso dos animais~ aparentemente mais 

acentuada no grupo petróleo. Também as médias de peso no g r-Ltpo 

pett-óleo apresentam-se superiores às do grLlpo controle~ o quE• 

c ontradiz as afirmações anteriores de que os pesos for-am 

controlados. 

Tabela 4.5 

Grupo 12 

F'etróleo 

Controle 

M~dia e desvio padrEo para Peso (g) na salinidade 

3.4'1/. 

Tempo de E:-:posiçãa 

ho1ras 24 horas 36 ho1ras 48 ho1ras 60 honõ•.s 

:',O . 60 54.20 54.92 59.85 57.72 

2~·-2<-J• 26.49 26.07 26.86 29.69 

39. T::., 40.00 40.27 40.25 41. 4 0 

19.1~:. 1 8 .80 19.14 18.90 1 8 .69 

D grafice 4.:', mostra os va l ores de peso dos an imais e a 5 

médias dos dois grupos . Nota- se c l aramente a presença de animai s 

bem maiores no gt-upo petr-óleo do que no contr-ole; a média dei 

gr-upo petr-óleo é s uperior à do outro grupo. 

Todas as medidas d e ta:-:a respiratu1ria tive1·-am seus valore i;:; 

mu 1 tip l icados poi-- 100 paira ·f ,:1ci 1 idade de apresen taçâ:O numér ic2-. 

13 
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Obser-vando-se o q r-àf i co 4. 6 pode-se notar a pr-esen ça de 

"outliers" 1 isto é pontos distantes dos demais 1 e isto acontece 

com os animais do grupo petróleo, tanto com valores muito 

superior-es quanto com valores infer-iores bs dema is observações. 

Para a varlavel 

C) bse 1'"'va-se médias 

ta:-:a 

semelhantes 

respiratór-ia, tabela 4.6 

par-a os dois grupos. 

variabi 1 idade no g rL1po contra 1 e parece ser superior ts do g r-upo 

petr-6leo. 

Tabela 4.6 

GrL1po 12 

Petr-6leo 

Controle 

Marginal 

M~dia e desvio padr~ para Taxa Respirat~ria na 

salinidade 3.4% ( valores x 100) 

Tempo de E:-:posiç&i 

horas 24 horas ::::6 horas 48 horas 60 horas Margina. l 

2.866 3 . 342 2.860 3 . 538 3.285 3 .146 

0.588 0.508 0.759 (). 323 0.565 0 .592 

:3.314 2 .589 2 .085 2.783 2 . 01 :, 2. 5=•7 

1.021 1.385 1.083 1.976 1 ,-,, l. ..., 
• ..:...W..:.. 1 .377 

3.090 2.932 2.437 3. 08~, 2.523 2.819 

0.826 1. 10::::. 0 . 990 1. 5 :::'./5 1. 1 S'2 1 .130 

5. ANALISE INFERENCIAL 

Como neste trabalho o objetivo é propor técnicas para 

analisar um experimento futuro a partir desse experimente piloto ~ 

todas as anal ises apresentc:~das aqui f □ t-am feitas com intui to 

e>:ploratót-io, apenas como sugestão de pass ivei s análises para 

verificar o comportamento das variáveis med i das . 

15 
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Algumas suposições requeridas pelas técnicas utilizadas aqui 

não foram verificadas sendo assumidas como válidas; portanto ª~" 
conclusões obtidas devem ser encaradas como sugestões. 

Com o objetivo de verificar a existência de diferenças entre 

r.:1S médias da variável peso entre os grupos e entre as medidas ao 

longo do tempo, isto é, verificar se o petr61 eo está tendo 

influência no peso dos siris e se o tempo de e:-:posiçã:::i ao 

petróleo a que são submetidos os animais provoca mudança em media 

no peso dos animais, foi usado um mode 1 o de Análise de Var i ân eia 

(ANOVA) com dois fatores fixos: grupo e tempo. 

Em nosso modelo temos como suposições que as observações sãci 

independentes e provenientes de uma distribuição normal com 

variância constante para todas as combinações dos fatores. 

A suposição de independência não se ver i fica, pois a s 

medidas de peso são tomadas nos mesmos animais; assim não há 

independência entre os niveis 

de modelos mais adequados, 

do 

os 

fatot- tempo. F'ara a u.ti 1 i zaç&, 

ter sido animais deveriam 

identificados para que suas medidas fossem anotadas ao longo do 

tempo para cada animal. 

A SLtposi ção de norma 1 idade não foi verificada pois o numero 

de observações em cada combinação dos ·fatores é mui to pequeno parê:\ 

um teste adequado. 

F'ara testar a homocedasticidade igualdade de variâncias), 

utilizou-se o teste de Bartlett, embo ra o número de observações 

também fosse muito pequeno. 

F'ara a salinidade 3.4'1/. a hipótese de igualdade de variâncias 

não foi rejeitada aos niveis usuais de significãncia (F' = 0.9816). 

A análise foi realizada através do pacote computaciona l 

STATGRAF·H I CS • 
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Tabela 5.1 - Análise de Vari~ncia para a variavel peso, com grupo 

e tempo como fatores na salinidade 341■ • 

Fonte de var-iação g. l • SQ QM F p value 

Grupo 1 2943 .18 2943 . 18 5.76 0.0207 

Tempo 4 144.70 :::::6 .17 0.08 O. 9 90:', 

Interação Grupo ~-: Tempo 4 108.19 27. ()~5 0.05 0.9946 

. F~es ídLlOS 44 22494. O:', 511.2::::: 

Nota-se que não há evidências de inter-ação entre os fatores 

grupo e tempo bem como diferenças entre as médias dos pesos no 

tempo. Ap,:1rentemente as m~dias dos pesos dos grupos petróleo E· 

controle são diferentes; este fato deve-se pr-ovavel mente ~ noo 
c,\leator-izaçãc, dos animélis no e:-:periment.o fiCélndc, animais mais 

pesados em um gr-upo e animais mais leves em outr-o. 

Para a variavel taxa respiratória foi feita uma análise 

similar- àquela realizada com o peso. 

Na salinidade 3.41/.~ observa-se também homocedasticidade 

entre os grupos na vat-i áve 1 ta:-:a respi 1·-a tór ia 

F' = O. 3864- ) • 

nível descritivo 

Tabela 5.2 - Tabela de An~lise de Vari~ncia para taxa respiratória 

com grupo e tempo como fatores na salinidade 341■ • 

i:::·ontE• de v élr i ação c:J. 1 . SGi GlM F p va lue 

Gr-upo 1 0.00044 0.00044 3.56 0.0644 

Tempo 4. O. 0004-0 0.00010 0.82 (l. 5212 

J í1 te 1~ ê\ÇàCl Grupo " ,·, Tempo 4. 0.00046 0.00011 0.92 0.4590 

F,es ícluos 44 O. 00544- 0.00012 
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Da tabe 1 a acima, nota-se não haver ev id ên e ias de interaçoo 

en tr-e g r-upo e tempo e parece que as médias da ta:-: a r-espi r-a tór-ia 

não tem alter-ação entr-e os tempos. F'a1-ece havei- uma leve difer-enÇ<=o. 

ent1-e as médias da ta:-:a r-espir-atória do gr-upo petr-6leo e do 

contr-ole. 

Esta análise, como dito anter-ior-mente, não leva em conta o 

fato de que as medidas for-am tomadas nos mesmos animais no 

decorrer do tempo. Por-tanto uma fonte de var-iabilidade impor-tante 

que é a var-iabi 1 idade ind i v idLta 1 não está sendo in cor-pairada à 

análise. 

Uma alternativa à técnica utilizada é a Análise de Var-iãncia 

com .Medidas Repetidas, que leva em consideraçáo a dependência das 

medidas no decor- r-e r do tempo já que for-am tomadas em um mesmo 

individuo. Par-a a utilização dessa técnica é preciso identi·f.ica1'·· 

as medidas para cada siri nos tempos observados, o que não fo:i.. 

feito no e :-: perimento. Para. r-ecuper-ar essa infor-maçãc, tentou-se 

usar o peso do animal como vat-i âve 1 de emparelhamento das 

observações ao longo do tempo, admitindo que o peso não muda 

muito nos perlodos de 12 hor-as e usando o fato de que os animais 

apresentam pesos bastante diferenciados. A tabela 5. 3 e os 

gráficos 5 .1 e 5.2 ilustr-am como foi feito o emparelhamento das 

medidas dos animai s no tempo. 

A Análise de va1r i ân eia com rned idas 1repetidas novamente supõe 

normalidade das obser-vações e condições especiais par-a a s 

matrizes de va1rL~ncia e covariância AUB I 1·~, 198.".~ ) 

Novamente e:\ nor-m2, l. idade a forma das matrizes de 

vari~ncia-covar-ianci a não foram testadas; isto dever-ia ser- feito 

com o s r-esu ltados da pesquisa definitiva. Vale lembrar que estas 

s uposições não estão sendo ver-ificadas pelo car-áter- e:-:plor-atut-io 

da análise. 

Utilizando o pacote computacional 

com Medidas 

r-es ultados apr-esentados na tabela 5 . 4. 

BMDF'2V 

Repetidas , 

Analise 

tem-se 

de 

os 
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Tabela 5.3 - Emparelhamento do peso dos animais a serem utilizados 

na ANOVA com medidas repetidas na salinidade 34%. 

Tempo de E:-:posiçoo 

GrLlpo Sir-i 12 horas 24 horas 36 horas 48 horas 60 hor-as 

1 35 .90 35.30 36 .20 35 . 70 28.90 

F'ett-6leo 
,, 
..::. 88.00 88.40 88 .10 88.40 88.70 

3 77.60 77.20 78 .10 77.10 77.30 

4 38.20 38. 10 39.40 38.20 36 .00 

1 31 . 4-0 32. 3() -=!'...., 
·-•..:.... 10 31.60 38.20 

.-, 
..::. 64. 2 0 64 .10 64 .80 64.60 6'.:1 .20 

Controle 
3 25. 3() 25 . 50 25.40 26.30 2!:,. 70 

4 23.60 24.00 23 .90 24.30 24 .40 

e: 64 .10 63.80 64.50 64.20 64.20 ~· 
6 29 .80 30.30 30.90 30.50 30.70 

Tabela 5.4 - An~lise de Vari~ncia com Medidas Repetidas para taxa 

respiratória com o fator grupo na salinidade 34%. 

Fonte de variação g. 1 . SGi QM F F' value 

Grupo 1 0.00063 0.00063 2.38 0 .1616 

S iri (dentro de grupo) 8 0.00212 0 . 0 0027 

Tempo 4 0.00032 0 .00008 0 . 83 0.5160 

l nter-ação Grupo ~-! Tempo 4 0 . 00028 0.00007 0 . 73 0 . 5768 

l ntet··ação S iri. ~< Tempo ~- ... , ._ .... O. 00::::07 0 . 00010 

(clent1~0 do g r-upo) 



Pode-se observar que a entre grupo e tempo também noo é 

significativa neste caso, e não parece haver diferença entre as 

médias da medid.::-1 de ta:-:a respiratória dos siris ao lon90 d c:i 

tempo. Também desaparece a leve diferença qLie parecia e:-:istir 

entre as médias de taxa respiratória para os dois grupos. 

Conseguimos informações sobre as variâncias envo 1 vidas, r:.• 

que serão necessàrias para orientat- a determinaç.áo do tamanho d e:, 

amostra para o experimento definitivo. 

6. DIMENSIONAMENTO DA AMOSTRA 

O tamanho amostral será determinado de tal forma que 

diferenças entre as médias de grupos superiores a um valor 

pré-fixado impliquem diferenças significantes para os tratamentos 

(Comparacões Múltiplas). Essas diferenças podem ser consideradas 

entre os grupos controle e petróleo~ tempos e interaqão entre os 

dois fatores. Vamos fi :-:a,~ corno objetivo principal a compa1~aç:kJ 

mas também ser ão indicadas, na tabela 

valores para diferenças significantes nos outros dois casos. 

Discutindo com a pesquisadora, não foi □ossivel estabelece,,· 

um valor que expressasse uma diferença significativa do ponto de 

V istc=, biológico . DessE':' modo simulamos c=, l guns tamanhos de 

amostrase observamos aual seria a diferenç2 correspondente. {.'1 

escolha final corresponde a um compromisso entre o custo e a 

precisão. 

Como o e:-: per imen to cornple:-:o: 8 tratamentos, isto 

ç.:_irupos (petróleo e controle), 4 salinidades (0.81/., 1.4-1/., 2.4-1/. e 

3.41/.) e 5 tempos (12, 24, 36, 48 e 60 horas) , e da possibilidade 

de fatores ambientais náo con tro 1 àveis poderem influir 

,,·esu 1 tados, é recomendàve 1 que os 8 tratamentos sejam conduz idos 

simul t,;i.neamente. 

Isto imp 1 i ca d iminL1i r o número de animais em cada caso. 

Ve,~ i f .i cando sua capacidade de tr-aba 1 ho ~ a pesquisadora cone 1 Liil..i 

que poderia trabalhar com cerca de 30 animais de cada vez . 
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Optamos por 32 1 o que daria 4 por tratamento 1 e para estimar os 

erros possíveis simulamos situações em múltiplos de 4 1 conforme 

pod e ser visto na tabela 6.1. 

?~bai:-:o indicamos o cálculo usando a salinidade 3.4% 1 como 

fornecedor das estimativas necessárias para cálculo do tamanho da 

amostra. Usando o critério de Newman-Keuls (WINER 1 1971) 1 seriam 

rejeitados os dois grupos cujas médias fossem superiores à 

d (2,2) = q j QMR / n 
e · 1 2 , 2 n-2> 

onde q é o valor critico tabelado da distribuiçãi:J do 
12,2n-2i 

intervalo estudentizado~ e em (2.2) o pt-imeiro 2 rept-esenta o 

namero de passos entre as duas médias comparadas e o segundo 2~ o 

namero de níveis do fator no qual 

comparaçí:ies. 

estão sendo feitas ª ,-,::, 

(..~ssim~ ao ntvel de 51/.~ com n = LJ-~ e supondo que QMR = 
0.00027 (obtido da ANOVA com medidas repetidas) tem-se que serão 

significantes apenas valores maiores do que: 

3 .26 j 0.00027 / n 
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Tabela 6.1 

n 

4 

8 

12 

16 

20 

V 

Diferença observada entre as médias, Tamanho da 

amostra (n), diferenças criticas (valores x 10
2

) e 

erro relativo associado ((d~(2.2) / ;, 

d ( 2, 2) erro 
q(2 associado _. n- 2, e 

3.46 2.84 101% 

:~;. 03 1. 76 631/. 

2.94 1.31 47'1/. 

2.89 1.19 4-21/. 

2.89 1. 05 37i~ 

2 . 808 

23 

Para as demais compar-ações ~ entr-e as médias no tempo e nê\ 

inter-ação g r-upo :-: tempo• temos as seguintes d i f er-enças: 

Tabela 6.2 Tamanho da amostra ( n) , diferenças criticas 

n 

4 

8 

l'') ,,!,, 

16 

20 

( valores :{ 102
) na comparac:ão de médias consecutivas e entre 

entre os extremos para tempos e na interação grupo x tempo 

tempo i11te1~ação g l""LlpO ~< tempo 

d ( 5, 2) d (5,5) d (10,2) d_(l0 1 lO) 
" 

e . e . L 

1 . o::. 1.47 1.46 2.46 

O. 71. 0.99 1.00 1.64 

0.58 0.81 0.81 1.34 

U.49 0.69 0.7() 1.14 

O. 44. 0.62 0.62 1.02 



Nesta tabela ser- iam consideradas sign i i i cantes d i fer-ençe1.s 

SLlperiores A 

q <2,0n-0, j (l • 0001 / 2n 
e 

q (!5,0r,-0> j O. 0001 / 2n 

para as comparações entre os tempos e 

q 12,011-0> j O. 0001 / n 
e q <1.ú , 0 n-8> j O • 000 .1 / n 

para as comparações entre as combinaç~es de tempo e grupo. 

Para as demais salinidades que na ANOVA com medidas 

r-epe•tidê:\S f0t-r1eceram estimativas do QMF/ iguais a O. 000017 na 

s,:alinidade 0.81/.. e 0.00013 na 2.41/.. temos a seguinte tabela. de 

resultados: 

Tabela 

n 

4 

8 

.12 

16 

20 

V 

6.3 Tamanho da amostra ( n) ' 

(valores x 10
2

) na comparac;:âó 

diferenças 

de medias 

críticas 

e erros 

relativos associados para as salinidades 8%. e 24%. 

q(21",-2 ) 

2.94 

2.89 

2.86 

salinidade 0.81/. 

d ( 2 .2) ..:- . 

2.25 

1.39 

1.10 

0.94 

o .ff~; 

1.088 

erro 
associado 

S:3'1/. 

53'1/. 

411/. 

341/. 

311/. 

salinidade 2 . 41/.. 

d (2,2) e . 

2.46 

1. 64, 

1.34 

1. 14, 

1.02 

1.075 

erro 
associado 

67"1. 

41'1/. 

33/: 

:28'1/. 

251/. 

Observando os resultados, nota-se que para n = 1 2~ em todas 

a s situações seriam consideradas significantes diferenças com 

erros relativos inferiores a 50%. 
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Este valor pereceu ser ra:zo.::1vel como "compromisso" entre 0 

custo e a precisão. Isto equivale a replicar o e :-: perimento com 

32 animais, pelo menos 3 vezes. 

7. RECOMENDAÇõES 

.... A l ea to1~ i z a_ção dos animais 

Cada réplica do e :-: perimento serls r-ealizada com 32 animais. 

Suger-e-se que seja selecionado um númer-o maior, digamos 36, e 

eliminem-se os 4 mais distantes, ou muito pesados ou muito leves~ 

ou d~ ambos os tipos. 

Deve-se or-denar os animais pelo peso e dividi-los em 4 

gr-upos de 8 siris cada. Dessa forma o primeiro grupo terá os B 

siris mais leves, o segundo grupo de 8 dos pequenos, o terceiro 

grupo dos médios e o último grupo os 8 mais pesados. 

Sor-tear um siri de cada um dos quatro gr-upos par-a fo rmar a 

amostra do primeiro tratamento (petróleo 0 .8%) e proceder de modo 

a nálogo com os animais restantes, formando a amostra para o grupo 

controle na salinidade 0.8%. E assim por diante até completar a s 

8 amostras d e 4 si ris cada, uma para cada tratamento. 

S(-4L I ~~IDADE 
G 1~LlpOS 8 i:. l4 i'~ . 24% . 3 4i~. 

J. ) LEVE 

Petróleo 
2) PEQUENO 

9 > Mf'.:[>IO 

4) PES:A[>O 

:l. > LEVE 

2> PEQUENO 

Controle 9) ME:r, I O 

4 ) PES:A[>O 

25 

Este processo deve garantir a homogeneidade dos novos grupos 

em r e l ação ao peso dos animais. 



- Identificacão dos animais: ----------~-- --- -------
Tentar de a 1 guma f arma identificar os siris~ por e >:emp 1 o 

fazendo marcas de cores difer-entes em cada um com tinta.s 

coloridas~ numerá-los. ou então tentar- identificá-los 

visualmente~ se possivel. Esta medida garante a possibilidade de 

acompanhamento do animal no decorrer do e:-:perimento~ não sendc:> 

per-didcl a informação da medida r-epetida no animal. 

- Seguimento completo do exeerimento: 

Continuar- com o exper-imento mesmo que metade dos animais em 

determinado grupo morra 1 isto significa que os animais 

sobreviventes devem ser acompanhados at~ o final do experimento 

independentemente do que ocorrer com os demais. 

·-- Variáveis au :-: i 1 iat-es: 

Anotar posslv eis var-iações ambientais que possam influir no 

resultado do exper-imento. 
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APENDICE A 

TABELAS E GRÁFICOS DAS ANALISES REFERENTES AS SALINIDADES 

0.8%, 1.4% E 2.4% 
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Tabelas referentes~ an~lise dos dados das salinidades O.Si.. 

1.4% e 2.4% 

Tabela A.1 - Mê-dia e desvio padr,.;ío para Peso na salinidade 0.8% 

Tempo de E:-: posiçãc:i 

Gr-LlpO 12 hor-as 24 ho r-as 36 hor-as 48 hor-as 60 hor-a.s 

42.28 42.70 42.72 ---- ----
F'etr-6leo 9.33 9.97 9.91 - --- ----

46.07 44.56 4 ::, • 0 2 - --- ----
Contr-ole 10.41 11.1 5 11.26 ---- ----

Tabela A.2 - M~dia e desvio padr~o para Peso na salinidade 1.4% 

Tempo de E:: posiçãc:i 

Gr-upo 12 horas :-2 4 hor-as 36 ho~-as 4-8 hor-as 60 hora.s 

4 '7'. 50 ---- ---- ---- ----
F'e tt-61 eo 20.28 ---- -------- ----

50.28 ---- ---- ---- ----
Contr-ole 15.16 ---- -------- ----



Tabela A.3 - M~dia e desvio padr~o para Peso na salinidade 2.4% 

Tempo de E>:posi ç .&l 

GrL1po 12 horas 24 horas 36 hor-as 4 8 horas 60 horas 

52.73 52.57 54 .87 ---- ----
F'etr6 leo 

23.53 23.48 3 0 . 0 3 ---- ----

=12.1~. 4 9 .44 49.26 ---- ----
Controle 26.00 27 .36 2 7 . 7 1 ---- ----

Tabela A.4 - M~dia e desvio padr~o para Taxa Respirat6ria na 

salinidade O.B'l. 

Tempo de E:-: pos i çoo 

Grupo 12 ho ras 2 4 h□ 1-as 36 hora s 4(-3 ho r a s 60 horas Ma rg i nc0. l 

2 . 3 19 3 . 700 ::; .168 ---- - ---- 3 . 0l b 
F'etróleo 1 .241 1 . 296 0.9l! 2 - - - - - - - -- 1. 247 

2 . 073 2 . 671 2 .188 ---- ----- 2 .295 
Con t r-ol e 0 .989 0 .527 0.72 6 --- - ----- 0 . 72B 

2 .196 3 .185 2 . 678 --- - ----- 2 . 6 ~,6 
Marg inal 1. 078 1 . 07•:, 0 . 947 - - - - - - --- 1. 088 
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Tabela A.5 - M~dia e desvio padr~o para Taxa Respirat~ria na 

salinidade 1.4i. 

Tempo de E:-: pos i çkl 

GrLlpo 12 horas 24 hot-as 36 horas 48 horas 60 hor-as Marginal 

2.350 ---- ----- --- -- ----- - ----
F'etr6leo 0 .851 ---- ----- ----- ----- -----

,, 
,.;.:,. . ~'"'.''"":• ._ ..:...a:.. ---- ----- ----- ----- -----

Contt-□ le 0.732 ---- ----- ----- --- -- -----

2.436 ---- ----- ----- ----- -----
Marginal o .762 ---- ----- ----- ----- -----

30 

Tabela A.6 - Estat~sticas Descritivas (m~dia e desvio padr~o) para 

Taxa Respiratória na salinidade 2.4% 

Tempo de E:-:posiç&i 

GrLlpo 12 horas 24 horas ~56 hor-as 48 horas 60 1,oras Mar-ginal 

3.275 2.868 3.970 ---- ----- 3.296 
F'etr6leo 

1 .399 0.912 1. 182 ---- - ---- 1 . 185 

2.286 2.742 2.188 ---- ----- 2.608 
Controle 0.869 0.826 0.726 ---- ----- O. 8~,5 

2 .. 780 2.811 3 • 35L1- ---- ----- 2. 9~.2 
Mat-ginal 1 .225 0.833 1 . 1~!-7 ----- ----- 1.07~", 
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Tabela A.7 - An~lise de Vari;::ncia para a var!avel peso, com grupo 

e tempo como fatores na salinidade O.Si. 

Fonte de variação g. 1. so QM F F· va 1 Lle 

Grupo 1 2.78 2.78 o. o::; 0.8740 

Tempo 2 24.70 12.3:) O .12 0.8902 

Interação Grupo }·! Tempo 
,.., 
..::. 48.43 24.21 (). 23 0 .7967 

F~esiduos 30 3712.24, 105.74 

Tabela A.8 - Análise de Variáncia para a varlavel peso, com grupo 

e tempo como fatores na salinidade 1.4% 

F~ on te de variação g. 1 . SQ QM F F' value 

Grupo 1 95.20 95 .20 0.25 0 .6342 

nesicluos 10 383~;. 4,1 :::m3. 34. 

Tabela A.9 - An~lise de Vari3ncia para a varlavel peso , com grupo 

e tempo como fatores na salinidade 2.4% 

Fonte de variação º . l . SQ QM F F' va lue 

Grupo 1 272.93 272.93 0.42 0.5287 

Tempo 2 98.79 49.39 0.07 0.9269 

I ntet-ação Grupo >: Tempo ,.., 
..::. ::::;22 . 69 161. 3:', 0.25 0.7815 

F~esicluos 28 18159.39 648. :',5 



Tabela A.10 

F'onte de variação 

Grupo 

Tempo 

Inter-ação Gr-upo 

Resíduos 

Tabela A.11 

(,r-upo 

F~esicluos 

!-: 
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Tabela de An~lise de Varifulcia para taxa 

respirat6ria com grupo e tempo como fatores na 

salinidade O.Si. 

Çj. 1. SQ QM F F' value 

1 0.00095 0.00041 4 . 14 0.0522 
,.., 
..::. 0.00041 0.00027 2.66 0.088 5 

Tempo 2 0.00053 0 .00005 O. ::,4 O. ::,898 

3 0 0.00261 0.000 10 

Tabela de An~lise de Varifuicia para ··taxa 

respiratória com grupo e tempo como fatores na 

salinidade 1.4% 

g. 1 . 

1 

SQ 

0.00001 

0.00063 

QM 

0.00001 

0.00006 

F F' v alue 

O .14 0 . 7 184 

J 



Tabel a A.12 

F on te d e v ar-i a ç&o 

Gr-upo 

Tempo 

I nter-aç&o Gr-upo !·! 

F~esid uos 

Tabela A.13 
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Tabela de An~lise de Vari3ncia para taxa 

respiratória com grupo e tempo como fatores na 

salinidade O.B'l. 

g. 1. SQ QM F F' va lue 

1 0.00 042 0.0004 2 3 . 88 0 . 0 595 

2 0 . 000 2 4 0 . 0 0 0 1 2 1.13 0 . 3 394 

Te mp o 2 O. 0 0 0 1=· 0 . 00007 0 .70 O . 5 0 =,3 

28 0 . 00280 0 .0001 1 

Emparelhamento do peso dos animais a serem 

utilizados na ANOVA com medidas repetidas na 

salinidade O.B'l. 

T e mp o de E :: pos i ç~ 

Gr-u po S ir-i 12 h or·as 24 h or-as 36 h or-as 48 hor-as 60 horas 

1 49 . 50 48 . 70 49.70 ----- -----
2 30 . 1 () 30 . 0(! 30 . 2 0 - - --- --- - -

Petró leo -;,· 
.,.:1 ::',4 . 20 34. 10 34 . 00 - ---- - - - - -
4 48.70 4 8 . 20 47.60 - - - -- -----
e:: 52.90 e:: ,, 50 &:' •-■, 10 ---- - -----"'' ---· ~ . ""' ~ . 

1 43 . 1 0 42 .80 4.3. 2 0 ----- -----
~, 
..::. 4 5.00 4 4. 70 4 5 . 00 ----- - ----

Con tro l e 3 60.30 60 :oo 60.70 ----- - ----
4 29 . 1 0 28 . 70 ,,n 

..::. 7 • 1 0 ----- - ----
e:: 46 . 40 46 . 60 47. 1 (i ----- - ----"'' 



Tabela A.14 

Gr-u po Sit-i 

1 

2 
F'etr-6l eo ..,, -~· 

4 

1 
,.., 
-

Contr-ole 
..,. . .:., 

4 

5 

34 

Emparelhamento do peso dos animais a serem 

uti l izados na ANOVA com medidas repeti das na 

salinidade 2 .4% 

Tem po d e E:-:posiçoo 

12 hor-as 24 hor-as 36 hor-as 48 hor-as 60 r,or-as 

.. 
54 . 60 54 .10 55.10 --- - - - ----
92 . 40 92.30 92.90 - ---- -----
19.30 19 . 40 1 9 . 50 ---- - -----
~.2. (>() 51 . 60 52 . 00 ----- -----

97 . 20 97.00 97 . 60 ----- -----
L!.1. ,. 90 42. 8() 4-2 . 00 ------ -----
41 . 70 42 . 60 42 .10 - - - - - --- - -

26 . 60 26 . 90 2 7 . 00 ----- -----
37 . 20 37 . 90 37 . 60 ----- - - - --

Tabela A.15 - An~ lise de Vari t ncia com Med i das Repetidas para taxa 

respiratoria com o fator grupo na s alinidade 0.8% 

Fonte de var-iação g. 1. SQ QM F F' value 

Gr-upo 1 0 . 00044 0 . 00044 2 . 53 0 . 1502 

Sir-i (den t r-o de g 1rupo) 8 0.00138 0.00017 

Tempo 
,., 
..::. 0 . 00045 0 . 00022 2 .95 0 . 0809 

Inter-ação Gr-upo >! Te mpo ,.., 
..::. 0 . 00009 0. 0(H)04 0.58 () . ~ 1732 

Inter-ação Sit-i .. , ,·, Tempo 1 6 0.00121 0 . 0 0008 

(dentr-o do g r-upo) 



35 

Tabela A.16 - An~lise de Varit:ncia com Medidas Repetidas para taxa 

respirat6ria com o fator grupo na salinidade 2.41o 

F:·onte de var-iaç.&o g. 1. SD QM F F' value 

Grupo 1 0.00062 0.0006~ 4. 6:', 0.068() 

Biri (dentro de grupo) 7 0.00093 0.00013 

Tempo 2 0.00012 0.00006 0.76 0.4870 

I nteraç.&o Gr-Llpo ~< Tempo 2 0.00014 0.00007 0 .90 0.4307 

Inter-ação Siri !·! Tempo 14 0.00113 0.00008 

(dentro do grupo) 
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APiNDICE B 

GR~FICOS E TABELAS REFERENTES ~S SALINIDADES 0.BZ, i.4% e 
3.4Z 
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GRAFICO 8.5 - TAXA RESPIRATORIA 
SALINIDADE 14%0 

Taxa Resplratorla (mg 02/I/g) x 100 
7.------------------------, 
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4 + 

3 e 
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2 f 

1 - o 
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o 12 24 36 48 60 
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GRAFICO 8.6 - TAXA RESPIRATORIA 
SALINIDADE 24%0 

Taxa Resplratorla (mg 02/I/g) x 100 

72 
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GRAFICO 8.7 - PESO 
SALINIDADE 8%0- GRUPO PETROLEO 
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GRAFICO 8.9 - PESO 
SALINIDADE 24%o - GRUPO PETROLEO 

Peso (g) 

o----eo---o 
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.. 
• 
'l..1NIDADE 87.. 
• ·------------------------------------------------------------------------------

"•11po PETRCLEC 
~HORAS 24 HORAS 36 HORAS 

•·------------------------------------------------------------------------------
• OF PESO TAXARES OI OF PESO TAXARES OI OF PESO TAXARES 

---------------------------------------------------------------------------------
7.38 6.77 30 .0 0.02033 
7.38 5.40 48.7 O.O4O6~ 
7.57 4.87 48.2 0.05601 

7. 31) 5.24 
7 .43 ~,.82 
7.30 6.11 

.1 6.51 49.5 0.01818 
0:,1 6.Bó 30.1 0.01495 -M: 6.68 34.2 0.02163 
~) 6.56 38.3 0.02010 7.48 6.29 34.1 0.03489 7.41 6.36 
0,6 5.22 48.7 0.04804 7.60 5.86 52.:, 0.033H 7.13 6.37 

52 .i 0.0395: 
47.6 0.03382 
34.0 0.03500 
30.2 0.03476 
49.7 0.01529 

J:14 6.ó8 52.9 0.01625 
------------- ·-------------------------------------------------------------------

.0JPO CONTROLE 
-0 HORAS 24 HORAS 36 HORAS 
---------------------------------------------------------------------------------

-0. OF PESO · TAXARES OI OF PESO TAXARES OI OF PESO TAXARES 

~-------------------------------------------------------------------------------
_hb4 6.05 43.l 0.03689 7.53 6.~3 2~. 7 0.02439 7.44 6.3~ 45.0 0.02400 
~1 6.80 45.0 0.01577 7.58 6.)0 4,.8 0.02990 7.35 6.20 43.2 0.02662 
01 5.87 60.3 0.02719 7.61) 6.01 46.6 0.03412 7.35 5.93 47.1 0.03014 
'i.:.61 6.34 52.5 0.(l1942 7.45 6.:,2 44.7 0.0208ú 7.33 6.89 29.1 0.01512 

7. 05 29.1 0.00893 7.56 6.10 60.0 0.02433 7.23 6.41 60.7 0.01350 
~8 S.93 46.4 0.01616 
o------------------------------------------------------------------------------

1;) 

o 
o 
º··------------------------------------------------------------------------------
.()LINIDADE 247.. 
---------------------------------------------------------------------------------

Qupo PETROLEO 
C) HORAS 24 HORAS 36 HORAS 

IJ-------------------------------------------------------------------------------
~! OF PESO TAXARES OI G~ PESO TAXARES OI OF PESil TAXARES 

IJ-------------------------------------------------------------------------------
1)4~, 5. 69 53.9 0.01410 6. 30 :, .71 44.0 0.01340 6.7i:, 3. 48 :,5. 1 0.0504:, 

,.59 5.19 44. 2 0.03167 6.60 4. 76 51.6 0.03565 6.40 4.96 52.0 G.0276º 
.()44 3.62 54 .6 0.051 64 6. 51 5.25 54.1 0.02329 6.44 5.48 !9.5 0.04923 
,054 2.39 92.4 0.04491 b.51 4.58 ~•4. 0 0.03574 6.28 3.36 92.9 0.03143 
iJ58 5.95 19.3 0.03264 6.47 3.S'i 92.3 0.02795 
· ~.58 5.46 52. 0 0.02153 ó.36 5.b,) 19.4 0.03608 
1)---------------- ·--------------------------------------------------------------
~UPO CONTROLE 
~ HORAS 24 HORAS 36 HORAS 

IJ'-------------------------------------------------------------------------------
/j OF PESO TAXARES OI OF PESO TAXARES OI OF PESO 

1)_'44 3.33 97. 2 C.03199 6.2B 2.34 97.0 0.04061 6. 24 2.87 97.6 0.03452 
~:: 5.71 41.9 0.01861 6.43 5.91 26.9 Í) ,01S33 6.24 4,59 42.1 (1;03919 

IJ
- ,, 4.99 68. 3 0.02093 6.41 :,.14 42.b 0.02981 6. 38 5.29 42. 0 ú.0259:, 
~:4; 4.93 41. 7 0.03525 6.35 5.3~ 42.8 0.02336 6.26 5.70 37.6 0.01489 

/J40 5.97 26.6 0.01616 b.49 5.:,8 37.9 0.02401 b.30 5.53 27.0 0.028:,1 

Q.,~~--~~~~--~~~=--~~~~:~~--------------------------------------------------------
0 
D 
D 

º' (J;, 

SALINIDADE 147.. 

GRUPO PETROLH; 
12 HORAS 

e; OF PESO TAXARES 
-------------------------
ó.94 6. 77 20.5 0.0082~ 
7.18 5.91 53.7 0.02364 
6.88 5.68 37.5 0.03200 
7.00 4.96 ,o o 

I 't\J 0.02586 
7.12 5.86 ó0.3 0.02089 
7.06 5.69 45.: 0.0303ú 
-------------------------
GRUPO CONTROLE 
12 HORAS 

-------------------------
OI OF PESO 
-------------------------
7.10 5.ó5 71. :, 0.02027 
6.85 :,. 92 50.4 0.0184:, 
6.94 5.87 44.7 0.02393 
7.04 ó.Oó 48.4 0.02024 
7.09 4. 9(1 60.2 0.03637 
7.00 6.15 ,., • < 

i.b. ,._I 0.03207 
-------------------------
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•--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
. INIDADE 341.. 

t;;~-;~TROLEO ----------- ------

.HORAS 24 HORAS 36 HORAS 48 HORAS 60 HORAS 

.---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
., OF PESO TAXARES QI OF PESO TAXARES OI OF PESO TAXARES OI OF PESO TAXARES OI OF PESIJ TAXARE 

•---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
06 4.85 35.9 0.03370 5.93 4.74 35.3 0.03512 ~•.68 4.43 36.2 0.03453 5.99 4.81 35.7 0.03305 6. 00 3.88 77.3 0.0274 
~;· 5.36 33.3 0.02072 5.96 4.84 32.0 0.03500 5.59 5.00 32.8 0.01798 5.82 2.85 77.1 0.038~,2 6.05 4.75 36.ü 0,0361 
~º 3.71 88.0 0.02670 6.05 2.96 77.2 0.04002 5.72 3.45 78.1 0.02906 5.85 2.51 88.4 0.03778 6.04 3.49 88.7 0.0287 
0 ;) 3.17 77.6 0.03646 6.01 3.64 88.4 0,02680 5.68 2.44 88.1 0.03677 5.61 4.38 38.2 0.03219 ~, .93 4.BO 2B.9 0.0391 

~D 5.~3 30,6 0,02483 5,85 4,70 38,1 Q,03018 5,57 4,60 39 ,4 0,02467 
~; 4.8~ 38.2 0.02958 
•·---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
APO CONTROLE . 
~HORAS 24 HORAS 36 HORAS 48 HORAS 60 HORAS 
4---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
o OF PESO TAXARES OI OF PESO TAXARES OI OF PESO TAXARES OI OF PESO TA XARES OI OF PESO 

~5 4.87 31.4 0.03439 5.63 4.68 63.3 0.01489 5.55 3.52 64.8 0.03132 5.80 4,81 64.2 0.01775 5.75 4.48 64,;- ~~~;;; 
O,e 3.27 64.2 o.03909 5.72 4.63 2s. s o.04274 5.47 3.83 64.5 0.02542 5.88 4.94 30.s 0,03001 5.75 5.35 2s.1 0.0155 
jj_b 4.70 25.3 0.04980 5.60 5.03 30.3 0.01881 5.40 5.29 30.9 0.00355 ~,. 77 4.~,0 64.6 0.01%5 5.84 2.98 65. 2 0.0438 
J.90 5.36 23.6 0.02288 5.85 5.42 24.0 0.01791 5.40 4.46 25.4 0.03149 5.77 5.55 24.3 0.00905 5.66 5.05 30 .7 0.0198 
06 4.41 64.1 0.02418 5.83 2.97 64.1 0.04461 5.84 5. 24 32 .1 0.01869 5. 89 5.12 31 .6 0.02436 5.76 5.38 24.4 0.0155 
i;j5 5.10 29 .8 0.02852 5.88 5.3~, 32.3 0.01640 5.81 5.46 23.9 0.01464 6.03 4.31 26 .3 0.06539 5.77 5.53 38.2 0.0062 

·-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
1:) 
O,: OI= auantidade de 02 na agua antes do ani1ul ser colocado no respirometro: 
O OF= ouantiàade de 02 na agua depois do animal ser retirado do resoirometro; 
' TAXARES= taxa resoiratoria 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
D 
o 
o 
D 
IJ, 
D 
D 

º' º' D 
O· 
IJ· 
o 
0 
o 
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