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EPiIGRAFE

“Qualquer filosofia que trate apenas do aqui e agora ndo serve para o homem”
(Billy Graham)



RESUMO

Atualmente sdo executados diferentes tipos de construcdes de pieres, porém
nas estacas, as técnicas utilizadas se limitam ao concreto estrutural aparente.
Ataques de organismos incrustantes e as variagdes de maré tém um papel
fundamental no desgaste superficial dessas estruturas de atracag&o. Tendo em
vista tais fenbmenos, e constantes recuperacdes estruturais, os terminais
maritimos adotaram o uso de tintas antiincrustantes e/ ou impermeabilizantes
utilizadas em embarcacgdes e construgdes convencionais, que foram adaptadas
para estruturas fixas de concreto armado expostas a agua do mar. O presente
trabalho visou avaliar os efeitos toxicologicos causados em ostras da espécie
Crassostrea brasiliana expostas a estacas pintadas com tinta impermeabilizante
Weber em aquarios com salinidade, temperatura e alimentagao controladas. No
TO e apds 48 horas de exposicao, foram avaliadas a biometria, mortalidade e o
estado de saude dos organismos através do ensaio do tempo de retengdo do
corante vermelho neutro. Os resultados indicam diminuicdo da estabilidade da
membrana lisossémica, sugerindo estresse fisioldgico severo, entretanto n&o
houve mortalidade no periodo avaliado.

Palavras Chave: tintas antiincrustantes. pieres. estacas. organismos aquaticos.
toxicidade.



ABSTRACT

Currently, different types of pier construction are performed, but in piles, the
techniques used are limited to the apparent structural concrete. Attacks from
fouling organisms and tidal variations play a fundamental role in the superficial
wear of these mooring structures. In view of these phenomena, and constant
structural recoveries, marine terminals adopted the use of antifouling and / or
waterproofing paints used in conventional vessels and constructions, which were
adapted for fixed reinforced concrete structures exposed to sea water. The
present work aimed to evaluate the toxicological effects caused in oysters of the
species Crassostrea brasiliana exposed to cuttings painted with waterproofing
paint Weber in aquariums with controlled salinity, temperature and feeding. At TO
and after 48 hours of exposure, the biometrics, mortality and health status of the
organisms were evaluated by testing the retention time of the neutral red dye.
The results indicate a decrease in the stability of the lysosomal membrane,
suggesting severe physiological stress; however, there was no mortality in the
evaluated period.

Keywords: antifouling paints. piers. stakes. aquatic organisms. toxicity.
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1 INTRODUGAO

De acordo com Almeida, Diamantino e Sousa (2007) os processos
corrosivos sao potencializados devido a exposi¢ao das estruturas a agua do mar
e diferentes tipos de incrustagdes de organismos conhecidos genericamente
como “fouling”. Tais organismos incrustantes causam diferentes danos para as
embarcagdes, tanto para conservacao da estrutura, quanto para o rendimento e
autonomia, sendo eles: aumento do atrito entre o casco e a agua, maior
frequéncia nas manutengdes, aumento do processo corrosivo no casco,
introdugdo de espécies invasoras de diferentes ambientes marinhos
(KOTRIKLA, 2009).

A fim de encontrar alternativas de combate as incrustagdes, foram
experimentados diferentes tipos de materiais, desenvolvidos pelas civilizagdes
Gregas, Romanas, Cartagineses e Fenicios, os quais aplicaram como pintura
nos cascos: asfalto, ceras naturais, derivados de chumbo e cobre (YEBRA; KIIL;
DAM-JOHANSEN, 2004).

Entre as décadas de 1940 e 1950 tintas de primeira geragao ficaram
conhecidas por sua incapacidade de protecdo em longo prazo, tornando o
processo de protecao das embarcacgdes inviavel devido a durabilidade das tintas
a base de oxidos metalicos ser inferior a um ano (CASTRO; WESTPHAL;
FILLMANN, 2011).

Ja na década seguinte, foi desenvolvida a primeira tinta anti-incrustante,
que foram classificadas como tintas de segunda geragédo, por ter a sua base
composto organoestanico e um principio ativo de tributilestanho (TBT) e/ou
trifenilestanho (TPT) (CASTRO; PERINA; FILLMANN, 2012). O (TBT) e o (TPT)
foram muito utilizados até 2008, pois eram compostos altamente eficazes contra
0S organismos marinhos, mas também tornou-se evidente que ambos
apresentavam alta toxicidade, fatos estes que levaram a proibicbes pela
Organizagao Maritima Internacional (IMO, 2016).

Segundo Thomas e Brooks (2010), no inicio da década de 1990 foram
langados novos produtos a fim de impedir o ataque dos organismos incrustantes,
sendo eles: Irgarol, Diuron, Clorotalonil, Dicloflua, Seanine, Zinco piritiona, todos

com bases diferentes das tintas de primeira e segunda geragéo utilizadas em
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décadas anteriores.

De acordo com (HEMPEL, 2014), as tintas para aplicagdo em ambientes
maritimos tém como caracteristicas fundamentais, seu alto poder de fixacdo ao
substrato, pois sua aplicacdo depende de situacbes favoraveis de maré e
agilidade no manuseio, e um material de secagem rapida. Sendo assim, tais
superficies passam por diferentes tipos de manutencdes, onde sao incluidas
tintas impermeabilizantes e antiincrustantes.

Segundo Castro, Westphal e Fillmann (2011), na busca pelo
antiincrustante de alto desempenho, a industria naval tem procurado equilibrar
eficiéncia e a durabilidade dos novos produtos com niveis de toxicidade
ambientalmente toleraveis. Varios estudos relatam efeitos deletérios do
tributilestanho (TBT) em animais marinhos, incluindo imposex, que é a imposigao
de orgaos sexuais masculinos as fémeas, em espécies de gastropodes.

Mais recentemente, diversos fabricantes como: Weber Saint-Gobain-
Quartzolit®, MC-Bauchemie®, Viapol® e BASF® desenvolveram produtos
especificos a fim de atender as demandas de mercado quanto a manutencgao e
recuperacao de estruturas de concreto maritimas.

Segundo estudos de Lima e Morelli (2004), os organismos incrustantes
também causam prejuizos a estruturas de concreto como pieres de atracagéo,
pois moluscos, crustaceos, equinodermos e algas liberam residuos metabdlicos,
que por sua vez atacam o substrato. Tais patologias sdo muito significativas na
regido de variagado de marés, pois seus efeitos sdo potencializados nas estacas,
devido disponibilidade da agua e do Oxigénio, necessarios a reagcado de corrosao.
A partir desses metabdlitos, inicia-se um processo patolégico no concreto
através da liberagdo do hidroxido de calcio Ca(OH)2, substancia presente na
fabricacdo do cimento, criando pequenos orificios na camada de cobrimento, ou
protetiva das estruturas, por fim diminuindo a resisténcia estrutural (COLE,
1953).

Nesse contexto, profissionais especializados em recuperagdes estruturais
portuarias, afirmam que tintas protetivas sdo um importante aliado, para a
durabilidade das estruturas de concreto portuarias, sendo elas: pilares, vigas e
lajes. As recuperacgbes estruturais sdo executadas com materiais cimenticios
especificos para ambientes umidos e saturados, pois todos trabalham com
propriedades e caracteristicas bem semelhantes: redu¢cdo ou aumento do inicio
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de pega, aumento de resisténcia ao longo do tempo, boa fluidez, otimizagdo da
resisténcia a tragao e a deformidade.

Atualmente as marcas de tintas especificas, para estruturas de concreto
em ambientes marinhos disponiveis no mercado t€m como principais elementos:
pirosulfitos, fosfatos, cotolébmeros acrilicos, entre outros. Dentre eles existem
tintas a base de compostos de epoxi tratados com poliamina, com papel
fundamental na impermeabilizagdo de superficies Umidas e inibicdo de
incrustacoes.

Na ficha de informag¢des de seguranca de produto quimico (FISPQ),
dentre as técnicas e precaugdes disponibilizadas pelo fabricante, € indicado que
esse produto € nocivo a organismos aquaticos, em conformidade com a ABNT
NBR 14725-2:2009. Entretanto, ndo foram encontrados estudos avaliando os
efeitos toxicos das tintas empregadas em estruturas de pieres, considerando a
possivel dispersdo dos compostos quimicos na agua do mar e sedimento
adjacentes.

A biodiversidade marinha é afetada por diferentes tipos de substancias
langados ao mar: produtos quimicos, combustiveis e esgoto doméstico, entre
outros (YOUNG e EVANS, 1972), especialmente em ambientes portuarios
(GALANTE-OLIVEIRA et al., 2010).

Os organismos aquaticos sofrem danos relacionados a exposigao a
xenobidticos, afetando diretamente processos fisiolégicos importantes como a
reprodugcao (PUSCEDDU et al., 2018). Segundo Maranho et al. (2014), tais
exposi¢cdes de organismos a residuos toxicos afetam diretamente mecanismos
genéticos, bioquimicos e celulares, levando ao comprometimento do ciclo de
vida.

A ecotoxicologia demonstra a relagdo causa-efeito entre a ocorréncia de
xenobidticos e degradagdo ambiental, pois fornece diretrizes para avaliagéo e
aplicacdo de acgbes mitigadoras e investigativas, a fim de monitorar as
contaminagdes e solugdes para conservagao ambiental. Somente através de tais
informagdes podemos estimar os danos causados aos organismos que ali vivem
(ABESSA, 2002).

Atualmente, biomarcadores sao utilizados extensivamente para identificar
e quantificar tanto a exposi¢cao quanto os efeitos de poluentes ambientais.

Biomarcadores tém a vantagem de quantificar apenas poluentes biologicamente
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disponiveis e integrar efeitos de multiplos estressores para auxiliar na elucidagéo
dos mecanismos de agédo (ADAMS et al., 1990).

Biomarcadores podem ser definidos como alteracbes precoces
bioquimicas, celulares, fisiologicas ou comportamentais que podem ser medidas,
em amostras de tecidos ou fluidos corporais, ou no nivel de organismos inteiros,
para fornecer evidéncias de exposicdao e / ou efeitos de um ou mais
contaminantes (DEPLEDGE; BILLINGHURST, 1999).

Dentre os organismos aquaticos empregados para avaliagdo de
biomarcadores, os bivalves tém demonstrado bons resultados em estudos de
campo e laboratério (PEREIRA et al., 2014). Esses organismos sdo0 membros
importantes do ecossistema aquatico e interagem com a agua e o sedimento.
S&o0 organismos sésseis e de vida longa que filtram grandes quantidades de
agua durante a alimentagao e respiragédo e sao particularmente suscetiveis aos
estressores ambientais. Estes organismos podem bioacumular poluentes
organicos e inorganicos, sendo essas caracteristicas altamente desejaveis em
estudos ecotoxicoldgicos (GAGNE et al., 1995).

As estruturas de concreto em ambientes estuarinos tendem a ser
colonizadas por diversos organismos incrustantes, dentre eles bivalves, e desta
forma foi escolhida a ostra de mangue Crassostrea brasiliana para realizagao do

estudo ecotoxicolégico que se apresenta a seguir.
2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
O presente estudo teve como objetivo principal caracterizar a
composicao da tinta impermeabilizante Weber Guard SF P235 da fabricante

Saint-Gobain-Quartzolit®, bem como seus efeitos tdxicos sobre um organismo
séssil estuarino (C. brasiliana) apos exposig¢ao de curto prazo.
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2.2. Objetivos especificos

Avaliar a composi¢ao da tinta Weber Guard SF P235 quanto a metais e
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos;

Avaliar as concentragbes de metais e HPAs em agua e ostras apos diferentes
tempos de exposig¢ao a estacas impermeabilizadas;

Avaliar efeitos subletais (citogenotoxicidade) em ostras C. brasiliana expostas
por curto prazo a estacas de concreto impermeabilizadas com a tinta
impermeabilizante Weber Guard SF P235.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Organismo-teste: Crassostrea brasiliana

Ostras empregadas no estudo sao da espécie Crassostrea brasiliana
(Figura 1) e foram compradas de um cultivo localizado na reserva extrativista do
Mandira localizada no municipio de Cananéia litoral sul do Estado de Sao Paulo.
Ostras desse local tém sido empregadas em estudos ecotoxicoldgicos anteriores
devido as boas condi¢des ambientais (PEREIRA et al., 2014).

Apods a obtengao dos organismos, eles ficaram em aclimatagdo em caixa
d’agua de 350 L com filtro bioldgico, vigorosa aeragao e fatores fisico quimicos
controlados sendo alimentados a cada 48h, com um concentrado liquido de
fitoplancton marinho (Fitoplancton Phytogold S, Brighttwell Aquatics®) com
tamanho 4-10 um por um periodo de 5 dias.

2019/9/26 13:58

Figura 1. Ostra Crassostrea brasiliana adfl'llt;



21

3.2 Desenho experimental

De acordo com projetos estruturais de engenharia e verificagao in loco de
pieres de atracagao de navios, foi calculado que em sua construgéo, é ocupada
uma area de 0,28 estacas de concreto por m?, onde as mesmas atuam em uma
variacdo de maré de 3 metros de altura, com diametro de 0,80 m, sendo que
nessa regido, € onde ocorrem as incrustagbes de organismos marinhos. A fim
de proteger as estruturas fixas de concreto de tais agdes, é executada a pintura
superficial nas estacas.

Dados:

. 3 metros de altura da superficie lateral pintada (area de variagao
de mare)

. 0,80 metros de didmetro da estaca ou 0,40 metros de raio

. Valor constante de 1

Area lateral a ser pintada:

A: area lateral A=2T.r.h

 (Pi): constante de valor 3,14 A=2x3,14x0,40 x 3
r: raio A=7,53 m?

h: altura

Teremos entdo 7,53 m? de superficie em contato direto com agua do mar,
sendo assim a pintura epdxi é aplicada na zona de variacdo, a fim de
impermeabilizar o substrato de ataques dos organismos incrustantes e de evitar
o desgaste superficial das estacas.

Sendo assim, foram desenvolvidos em laboratério, 12 corpos de prova
cilindricos 5 cm x 10 cm em escala reduzida, de modo a referenciar as estacas
cilindricas de concreto conforme (Figura 2 A, B e C), empregadas na grande
maioria dos portos maritimos. Foram utilizados todos os materiais e técnicas de
execucao para a constituicdo das estacas in loco, conforme método descrito na
ABNT NBR 5738 (2002), onde os moldes cilindricos metalico devem ter a altura
igual ao dobro do didmetro. Apds tais etapas, foram pintados 8 corpos de prova

e 4 corpos de prova ficaram sem pintura para realizagao dos tratamentos.
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Na aplicagcdo dos 12 corpos de prova, foi adotado as mesmas

caracteristicas encontradas in loco, porém em escala reduzida, assim cada peca

ficou com uma area de 20 cm?.

S8
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Figura 2. A: Concretagem dos corpos de prova em laboratério. B: Desforma e
armazenamento dos corpos de prova, apos grauteamento e cura. C: Pintura dos corpos
de prova com tinta ep6xi WEBER.

O Concreto utilizado na execugao dos 12 corpos de prova foi o Weber. Tec
Graute UW da fabricante  Saint-Gobain-Quartzolit®, = desenvolvido
especificamente para uso subaquatico, sua aplicagdo pode ser feita por
gravidade ou vertido por gravidade. Composto por cimento Portland, agregados
devidamente graduados, aditivos plastificantes compensados de retracdo e
aditivo anti-segregacdo de finos. Para a preparagdo do graute, foram
adicionados 3,5 litros de agua potavel para uma embalagem de 30 Kg, sendo
misturados manualmente de maneira constante durante 5 minutos, com o auxilio
de uma colher de pedreiro com canto reto de 8” e uma caixa plastica de pedreiro
com capacidade 20 litros, obtendo assim uma mistura homogénea e fluida,
conforme resultado descrito pelo fabricante. A Tabela 1 apresenta a ficha técnica
da Weber.Tec Graute UW.

Tabela 1. Ficha técnica WEBER, TEC GRAUTE UW.
PROPRIEDADES E CARACTERISTICAS - WEBER. TEC GRAUTE UW

Massa unitaria 2,120 kg/dm?
Resisténcia a compressao as 24 horas (NBR 7.215) 20MPa
Resisténcia a compressao aos 3 dias (NBR 7.215) 35MPa
Resisténcia a compressao aos 7 dias (NBR 7.215) 45MPa
Resisténcia a compressao aos 28 dias (NBR 7.215) 60MPa
Relagéo agua / materiais secos 0,12
Tempo em aberto para langamento a 25 °C 30 minutos
Teor de Cloretos Isento

Fonte: Catalogo técnico https://www.quartzolit.weber/files/br/2018-01/weber.tec_graute  UW.pdf
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Ja na pintura dos 8 corpos de prova, utilizamos uma tinta formulada e
desenvolvida pela Weber Saint-Gobain-Quartzolit®, a base de resina epoxi
poliamina, bicomponente, isenta de solventes.

A tinta impermeabilizante Weber Guard SF P235 tem como caracteristica,
sua dupla fungéo (primer e/ou acabamento) e foi especialmente desenvolvida
para atender as exigéncias ecologicas “NO VOC”. Cura em temperaturas acima
de 0°C tolera superficies umidas, molhadas, com agressividade quimica e
umidade relativa do ar acima de 85%.

A Tabela 2 apresenta a ficha técnica da Weber.Tec Graute UW.

Tabela 2. - Ficha técnica WEBER. GUARD SF P235

PROPRIEDADES E CARACTERISTICAS - WEBER. GUARD SF P235

Aspecto da pelicula Brilhante
Cor Branco e cores
Solidos por volume 96 +/-1%
Massa especifica maxima 1,60g/cm?
Espessura de filme mido por deméo 208um
Espessura de filme seco por demao 200um
Vida util da mistura a 25°C 90 minutos
Ponto de fulgor Acima de 200°C
Resisténcia de aderéncia 10 MPa
Intervalo minimo entre demaos a 25°C 12 horas
Intervalo maximo entre demaos a 25°C 24 horas
Tempo maximo de secagem ao toque a 25°C 16 horas
Tempo maximo de secagem ao manuseio a 25°C 24 horas
Tempo maximo de secagem completa a 25°C 7 dias
cov* 36,8 **

Fonte: Catalogo técnico https://www.quartzolit.weber/files/br/2018-01/weber.quard_SF_P235.pdf

Um dia apos a concretagem, foi executada a desforma dos 12 corpos de
provas, onde os mesmos ficaram submersos em tanques com agua por 7 dias,
imitando assim a situacdo de campo, conforme método descrito na ABNT NBR
7215 (1996) onde as estacas ficam totalmente submersas nas variagdes de
marée, onde tal procedimento é crucial para a cura e obtencéo da resisténcia de
35 MPa. Posteriormente, a tinta epoxi foi misturada manualmente com o auxilio
de balde plastico de 18 litros e espatula de madeira de 30 cm durante 10 minutos,
alcangcando assim a homogeneidade desejada do produto.

Foi aplicada a primeira demé&o da tinta epoxi nos 8 corpos de prova, com
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pincel trincha com cerda natural de 1”7, no sentido vertical, e apés 30 minutos foi
aplicada a segunda demao da tinta com o mesmo pincel, no sentido horizontal.
Apds a segunda demao da pintura, foi feita a secagem superficial da tinta,
durante trés horas em temperatura ambiente.

Com a secagem da tinta, foram colocados 4 corpos de prova em 3
aquarios de vidro com 30 litros de agua do mar a salinidade 30, sendo que 1
aquario ficou sem estacas, e em seguida foram colocadas 30 ostras devidamente
aclimatadas em 3 aquarios.

A Figura 3 apresenta o desenho do experimento para exposi¢ao das

ostras a tinta e controles de ensaio.

Agua c/ ostras Concreto Epoxi c/ostras Epoxi s/ostras
clostras

Controle

Figura 3. Desenho experimental do ensaio do teste para a toxicidade da tinta nas ostras.

De acordo com a Figura 3, foi utilizado um aquario com controle de agua
somente com ostras, para a obten¢cdo do comparativo das condi¢des ideais com
as opgdes modificadas pela presenga do graute + tinta. Desta forma no aquario
T1 foram expostas ostras as quatro estacas sem pintura, a fim de verificar os
efeitos que o graute pode causar aos organismos. No aquario T2 foram expostas
ostras as estacas com pintura epoxi. E por fim, no aquario T3, foram colocadas
as estacas com pintura epoxi sem ostras, para fins de analises quimicas na agua
adjacente as estacas. As variaveis fisico-quimicas foram medidas diariamente,

totalizando um ensaio de 48 horas para as ostras e de 48 horas para agua.
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~ :
Figura 4. Aquario T2, estacas pintadas para exposigao de 30 ostras no Controle e tempo
TO.

3.3 Caracterizacdao quimica da tinta, dos meios de exposiciao e

bioacumulagao

Para a determinagéo de As, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mg, Mn, Pb, Ni, Sn e Zn
foram utilizadas as técnicas de i) espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), empregando um espectrdmetro modelo
ELAN DRC Il (Perkin Elmer-SCIEX, EUA) equipado com um nebulizador
concéntrico (Meinhard, EUA), camera de nebulizagdo ciclénica (Glass
Expansion, Australia) e tocha com tubo injetor de quartzo de 2 mm de didmetro;
e ii) espectrometria de emissao Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP
OES), empregando um espectrometro simultdneo SpectroCiros CCD (Spectro
Analytical Instruments, Alemanha) equipado com sistema de nebulizagéao
pneumatico, nebulizador tipo cross-flow, camera de nebulizacdo de duplo passo
e tocha com injetor de quartzo com 2,5 mm de diédmetro interno. As condigdes
operacionais utilizadas, bem como as razdes massa carga (m/z) para ICP-MS e
comprimentos de onda para ICP OES, estdo mostradas na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros operacionais para a determinagao dos analitos por ICP-MS e ICP

OES.
Parametro ICP OES ICP-MS
Poténcia do gerador de RF (W) 1400 1300
Vazéo de Ar: principal (L min) 12 15
auxiliar (L min") 1,0 1,2
nebulizagdo (L min') 1,00 1,11
Cone de amostragem e skimmer - Pt
Vista de observagao axial -
As (189,042), Cu (327,396), SAs,
Cr (267,716), Fe (238,204), 14Cd, °2Cr, 53Cr,
Elementos monitorados Mg (279,553), Mn (257,611),  53Cu, Cu, 2%2Hg,
Ni (231,604), Sn (189,991), Zn  °ONi, 2Ni, 28D,
(206,191) 1205n

Para a determinacéo de Ni por ICP-MS nas amostras de tecido de ostra
foi considerado o is6topo 62Ni, uma vez que o isétopo 60Ni € suscetivel a
interferéncia isobarica do ion poliatdmico. Para a determinacédo de Ni por ICP-
MS nas amostras de tinta foi considerado o is6topo 60Ni, uma vez que o isétopo
62Ni é suscetivel a interferéncia isobarica do ion poliatémico TiO.

Adicionalmente, as amostras da tinta Weber foram também
caracterizadas quanto a presencga de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos.
Para isso, foi empregada extracdo utilizando solventes com diferentes
polaridades, apds a obtencdo dos extratos, os mesmos foram purificados em
colunas cromatograficas recheadas com adsorventes. Os extratos purificados
foram entdo injetados em sistema de cromatografia gasosa acoplado a
espectrometria de massas para identificacdo e quantificagdo dos
hidrocarbonetos de interesse. As referidas técnicas foram também empregadas
para identificacdo e quantificacdo de elementos e hidrocarbonetos em amostras
de agua e de ostras retiradas diariamente dos meios experimentais durante o
periodo de exposi¢cdo. Essa abordagem permitiu estimar as concentragbes de

exposigao assim como fatores de bioacumulacio.

3.4 Preparacao das amostras

ApoOs o tempo de exposi¢cdo, os tecidos das branquias e glandulas
digestivas foram dissecados e conservados em -80°C até posterior
homogeneizagdo em solucédo tampao (buffer) preparada um dia antes do uso
utilizando TRIS (50 mM), EDTA (1 mM), DTT (1mM), sacarose (50 mM), KCI (150
mM) diluido em 250 ml de agua Milli-Q. No dia de uso, o pH foi ajustado para
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7,6. Preparou-se uma solugado de PMSF (100 mM) diluido em 1 ml de etanol.
Cada aliquota de tecido foi pesada para a adigcdo de solugdo tampao
(1:3). Em seguida, os tecidos foram homogeneizados. Danos em DNA (strand
breaks), LPO peroxidagéo lipidica e a quantidade de proteinas totais foram
determinados nas amostras de homogeneizado. Todas as respostas
bioquimicas foram normalizadas pela concentracédo de proteina total referente a

cada extrato e tecido utilizado.

3.5 Proteinas totais

O teor total de proteina (mg-ml-1) foi determinado de acordo com o
meétodo de Bradford (1976), utilizando soro de bovino para a curva de calibracéo.
A leitura foi realizada em espectrofotdbmetro em uma absorbancia de 595 nm.

3.6 Peroxidagao lipidica (LPO)

A analise de peroxidagao lipidica foi realizada mediante o método do acido
tiobarbiturico (WILLS, 1987). Esta determinacédo se fez através da fluorescéncia
empregando 516 nm (excitagdo) e 600 nm (emissao). Os brancos e os padrdes
de tetrametoxipropano foram preparados em solu¢do de homogeneizagéo. Os
resultados foram expressos em yM TBARs/mg proteinas.

3.7 Estabilidade da membrana lisossomica

O procedimento utilizado para analise do NRRT Tempo de Retencéo do
Corante Vermelho Neutro em lisossomos de hemacitos foi realizado de acordo
com o método descrito por Lowe et al. (LOWE; FOSSATO; DEPLEDGE, 1995).
Com uma seringa hipodérmica de 1 mL com uma agulha padrao 21 e contendo
0,5 mL de solugéo fisioldgica foram coletados 0,5 mL de hemolinfa do musculo
adutor posterior. Cerca de 40 uL desta solugdo de células (hemolinfa + solugéo
fisiologica) foram expostos ao corante Vermelho Neutro e, sistematicamente, as
ldaminas foram examinadas em microscopio Optico (aumento 400x) a cada 15
minutos. O tempo de retengédo do corante vermelho neutro pelos lisossomos foi

obtido pela estimativa da proporgao de células exibindo “extravasamento” dos
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lisossomos para o citosol e/ou exibindo anormalidades no tamanho e cor dos
lisossomos. O “end-point’ foi determinado quando 50% ou mais das células
exibirem anomalias estruturais ou vazamento do corante para o citosol. O tempo
de retencdo médio para cada concentracio foi calculado pela média do tempo

em minutos dos animais analisados em cada concentracao.

3.8 Danos em DNA (strand breaks)

Danos no DNA serao avaliados por meio alcalino através do ensaio de
precipitagdo (OLIVE, 1988) baseado em precipitagdo por K-SDS, seguido por
detecgdo de cadeias de DNA (GAGNE et al., 1995). DNA de esperma de salmao
sera utilizado como padrdo para a curva de calibracdo. As leituras de
fluorescéncia a 360 nm e 460 nm serdo determinadas. Resultados serdo
expressos em ug DNA.mg™' proteina total.

3.9 Analise estatistica

Para realizar a analise estatistica foi usado o software R®. Foi testada a
homogeneidade dos dados, a normalidade e a dispersao dos residuos. Foi feito
a analise de variancia (ANOVA) de uma via entre as médias dos biomarcadores
em diferentes tratamentos. Para identificar diferengas significativas entre os
tratamentos e o controle, foi empregado o teste posteriori de Dunnett. O nivel de

significancia foi p < 0,05.

RESULTADOS

4. 1. Metais

Foram detectados na matriz da tinta, os metais tragos As, Cd, Cr, Cu, Hg,
Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Sn, Zn. Entre estes, as concentragdes mais elevadas foram
observadas para Cromo (0,614 + 0,044 ug.g), Ferro (219 £ 7 ug.g), Magnésio
(2655 £ 85 pg.g), Chumbo (0,534 + 0,010 pg.g) e Zinco (1652 £ 26 ug.g). Ja o
Mercurio (Hg), foi detectado, porém nao foi quantificado, devido ndo haver
alteragao nos valores de TO = T48 = T96 = de agua <5,0 e tecido <0,12 conforme
(Tabela 4).
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AMOSTRA AGUA TECIDO OSTRA
(ug.L") (ng.g™”)
Elementos Tint
INnta
WEBER(g) To T6 T48 To T48
As 197+013 <933 <933 <933 547009 4,67 +006
0737+ 05452
cd 1,99 + 0,10 <07 <07 <07 o 000
0959+ 0,733+
cr 206+88 <13 <13 <13 057 b
Cu 18,7405 <56 <56 <56 1%’14{1 6894012
Hg <03 <50 <50 <50 <012 <012
Fe 326 + 70 <132 <132 <132 300%£3 23147
923496 + 1004648 + 974224 +
Mg 123 £ 14 o P ot 236736 2774.£107
Mn 209+68 <65 <65 <65 213404 13209
. 0750+ 0,363+
Ni 267+091 <191 <191 <191 o7 e
0451+ 0432+
Pb 251429 <20 <20 <20 5005 5 oa0
Sn 2734010 <08 <08 <08 <006 <006
Zn 71112 <157 <157 <157  1651+24 1010+ 32

4.2 Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs)

As concentragbes de HPAs encontradas na agua sdo ambientalmente

relevantes, mesmo considerando os somatorios em TO = ambiente natural, T6=

houve degradacdo do HPA e no T48= ligeiro aumento das concentragdes

(Tabela 5).
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Tabela 5. Quantificagao dos HPAs. DN= Dados nao disponiveis, ND= Nao Detectado e LQ=
Limite de Quantificagdo resultando na somatoéria dos HPAs disponiveis nos tecidos e na

agua.
TECIDO OSTRA TECIDO OSTRA AGUA
COMPOSTOS (ng g-1) WEBER(ng g-1) WEBER(ng L-1)
T0 T48 TO T48 T0 T6é T8 TINTA
CONTROLE ESTACA CONTROLE ESTACA WEBER

Naftaleno <LQ 4,5 7,3 <LQ <LQ 93 50 73 0,15
2-Metil Naftaleno <LQ <LQ 1,4 <LQ ND 33 55 44 ND
Acenaftileno <LQ <LQ <LQ <LQ ND ND ND ND ND
Acenafteno 4,9 19,4 14,2 4,9 1,7 ND ND 24 ND
Fluoreno 25,8 111,4 92,6 25,8 32,6 19 13 39 ND
Fenantreno 23,3 104,2 74,2 23,3 87,9 38 49 115 ND
Antraceno 7,7 22,8 14,8 7,7 26,9 7 11 21 ND
Fluoranteno 2,3 8,2 1,2 2,3 5 7 7 12 ND
Pireno 3,2 9,1 8,2 3,2 8,9 9 9 9 ND
Benzo[a]antraceno 1,1 1,3 1,8 1,1 ND ND ND ND ND
Criseno 1,8 1,8 2,4 1,8 <LQ <LQ <LQ <LQ ND
Benzo[b]fluoranteno  <LQ 1,4 <LQ <LQ 1,2 ND ND ND ND
Benzo[k]fluoranteno 2 2,2 1,6 2 1 ND ND ND ND
Benzo[a]pireno ND ND ND ND 1,4 ND ND ND ND
Indeno[1,2,3-cd]pireno  ND ND 1,9 ND ND ND ND ND ND
Dibenzo[a,h]antraceno ND ND ND ND ND 5 ND 7 ND
Benzo[ghi]perileno 1,2 ND <LQ 1,2 ND ND ND ND ND
Somatoério HPAs 73,3 286,4 221,6 73,3 166,6 211 195 345 0,2

4.3 Biometria das ostras

Os parametros biométricos dos diferentes tratamentos sao apresentados

na Tabela 6.
Tabela 6. Média e desvio padrao de dados biométricos nos diferentes tratamentos.
BIOMETRIA
Tratamentos COMPR. LARGURA
PESO(g)
(mm) (mm)
Controle Agua 80,43 +9,73 48,57 +6,13 8,00+ 1,76
T1-estaca 77,57 £6,19 47,57 £4,31 6,37 £ 1,40
T2-Weber 74,71+9,43 49,57 £6,08 7,56 £ 2,99
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4.4 Peroxidacao Lipidica — (LPO)

A Figura 5 demonstra que ndo houve uma diferenga significativa entre as
branquias do Controle x Controle estaca x Tinta Weber. Ja nas Glandulas
digestivas (Fig. 6), houve diferengca apenas entre o Controle de agua com o
Controle estaca, porém sem indicagédo de LPO para o grupo exposto a tinta
Weber.
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Figura 5. Peroxidagao lipidica (LPO) em branquias

Glandula digestiva

T

ng TBARS mg"I proteins

T T
C agua C estaca Weber

Figura 6. Peroxidacao lipidica (LPO) em glandulas digestivas. * = diferenca significativa
em relagao ao Controle agua (p<0,05).
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4.5 Estabilidade da Membrana do Lisossomo (LMS)

Os resultados obtidos no ensaio do tempo de retengdo do corante
vermelho neutro demonstram que os organismos do Controle Agua e do Controle
Estacas, ndo apresentaram diferengas significativas (p > 0,05), e ambos
demonstraram retenc&o do corante acima dos 60 minutos. Ja os organismos
expostos a tinta Weber apresentaram tempo de retencdo do corante
significativamente menor (p < 0,05 — ANOVA — Dunnetts). Desta forma, fica
evidente a influéncia da tinta Weber sobre a estabilidade da membrana
lisossomal de hemdcitos, indicando estresse fisiologico. Os resultados est&o
apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Tempo médio e desvio-padrao de retengao do corante vermelho neutro.
* = diferenga significativa em relagao ao Controle (p<0,05).

4.6 Danos em DNA

Foi evidenciado genotoxicidade nas branquias dos organismos expostos
a estacas com Tinta Weber, conforme figura 8.
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Figura 8. Danos em DNA (strand break) em branquias. * = diferen¢a significativa em
relagdo ao Controle agua (p<0,05).

Nas glandulas digestivas, apesar do aumento nos organismos expostos a
tinta Weber, ndo houve diferenga significativa (Fig. 9).
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Figura 9. Danos em DNA (strand break) em glandulas digestivas.
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5. DISCUSSAO

Segundo Almeida, Diamantino e Sousa (2007) na composig¢ao das tintas
atualmente utilizadas, inclui-se obrigatoriamente um primario anticorrosivo e um
acabamento anti-vegetativo, desta forma s&o aplicados metais tragos, pois tais
elementos sdo comuns na fabricagdo das tintas antiincrustantes. A liberagao de
compostos organoestanicos contidas nas tintas antiincrustantes, podem inibir o
crescimento das ostras danificando a qualidade de sua concha (AIZIEU, 1986).

No presente estudo, Arsénio (As), Cadmio (Cd) e Estanho (Sn) tiveram
concentragbes abaixo do limite de quantificagdo dos métodos empregados,
apenas o Magnésio (Mg) foi quantificado por ser um constituinte maior na agua
do mar conforme (Tabela 6).

As concentragbes de metais nas ostras expostas a tinta Weber séo
similares as observadas por Machado et al. (2002) no ambiente estuarino de
Cananéia, onde ostras da espécie C. brasiliana, também expostas aos metais
tracos Pb, Cd, Hg, Cu e Zn por um periodo de longa duragdo, apresentaram
concentragbes abaixo dos limites preconizados pela legislagdo brasileira
(Portaria N°685/1998).

Desta forma, as concentragdes de elementos traco encontrados nos
tecidos das ostras no presente trabalho, foram considerados naturais de acordo
com a literatura e ndo apresentaram aumento apds exposicao de 48 horas a
estacas tratadas com a tinta Weber.

Quanto aos HPAs, foram observadas variagcdes significativas nas
concentragbes medidas em agua, do meio de exposicdo para o Fluoreno,
Fenantreno, Antraceno e Fluoranteno. Esses compostos sdo conhecidos por
causar danos bioldgicos a organismos aquaticos como demostrados nos estudos
feitos por (ABDEL-SHAFY; MANSOUR, 2016).

Comparando os resultados dos tecidos expostos ao Fluoreno, fica
evidente a diferenga entre T48 Controle e T48 Weber, demonstrando assim que
o Fluoreno foi o mais persistente em comparagao aos demais HPAs.

O Fluoreno também foi encontrado nos estudos feitos por (TORRES et
al., 2012; 2015), onde ostras Crassostrea rhizophorae nativas e transplantadas
foram afetadas no sistema estuarino de Santos.

Outro HPA aumentado apds exposicao a tinta Weber foi o Antraceno. A
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exposicao in vitro a Antraceno em ostras Crassostrea gigas foi associada a um
aumento na presenca de lisossomos, apds o periodo de 24 horas (BADO-
NILLES et al., 2008).

O Fluoranteno é conhecido sendo um dos mais abundantes poluentes ao
meio ambiente (Sepic et al., 1998). No estudo realizado por Sepic et al. (2003)
foram verificados os efeitos sobre algas Scenedesmus subspicatus, bactérias
Pseudomonas putida e crustaceos Daphnia magna e Thamnocephalus platyurus
através dos ensaios de inibicdo de crescimento e de imobilidade, onde ficou
evidente que ndo houve toxicidade a T. platyurus, mas sim para D. magna.

Dentre os efeitos subletais, o estresse oxidativo € um componente
importante da resposta ao estresse em organismos marinhos, expostos a uma
variedade de poluentes encontrados nas condicbes ambientais, podendo
danificar assim lipidios, proteinas e DNA (LESSER, 2006).

Segundo Bonnes-Taourel; Guérin e Torreilles (1992) e Gutteridge (1995)
quando o sistema antioxidante esta sobrecarregado, o principal dano
demonstrado é a peroxidagéo lipidica (LPO) devido a oxidagao de acidos graxos,
produzindo malondialdeido (MDA) e causando danos nas membranas celulares.

Agentes antiincrustantes podem levar a aumentos significativos no
conteudo espécies reativas de oxigénio e subsequentemente induzir a
peroxidagao lipidica do tecido branquial de ostras Crassostrea gigas (PARK et
al.,, 2016). No entanto, no presente estudo, ndo foi observado aumento
significativo nos niveis de Peroxidagéo lipidica, fato também verificado por Lima
et al. (2018) quando niveis de peroxidagédo lipidica (LPO) permaneceram
inalterados em ostras da espécie C. brasiliana expostas ao Fenantreno por um
periodo 24 horas. Apesar dos HPAs e elementos tracos encontrados na Tinta
Weber, capazes de desencadear estresse oxidativo, devido sua composicéo
conforme Tabelas 4 e 5, ndo foi observado aumento significativo em aldeidos
como substancias reativas com o acido tiobarbiturico (TBARS), empregados no
presente estudo como indicadores de peroxidagao lipidica (LPO).

Quanto aos efeitos sobre a estabilidade da membrana lisossémica, os
bivalves marinhos adotados neste estudo como controles (agua e estaca)
demonstraram resultados satisfatérios aos padrées do ensaio (NRRT), com
tempos de retencdo em acima de 60 minutos, de acordo com os resultados
reportados por Ortega et al. (2019) para mexilhdes Perna perna. Corroborando
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com tais indicacOes deste estudo, Martinez-Gomez; Bignell e Lowe (2015)
adotaram classificagdes e diretrizes para facilitar o monitoramento das medidas
de efeitos bioldgicos a estabilidade da membrana lisossbmica em mexilhdes.

As ostras expostas a estacas tratadas com tinta Weber apresentaram
reducdo significativa do tempo de retencdo do corante Vermelho Neutro,
indicando perda da estabilidade da membrana lisossémica. Ainda de acordo com
Ortega et al. (2019), tempos abaixo de 30 minutos significam organismos em
estresse severo. Da mesma forma Dailianis et al. (2003) concluiram que os
danos causados na membrana lisossdmica pelo impacto de xenobidticos em
organismos aquaticos, pode diminuir o tempo de retengao do corante vermelho
neutro, induzindo ao vazamento de componentes lisossdmicos, impedindo
células saudaveis de absorverem o corante, levando a autofagia e redugéo do
crescimento. Nesse sentido, a estabilidade da membrana lisossdmica pode ser
considerada um indicador da saude geral dos organismos estudados, e seu
comprometimento configura um estado pré-patologico. Também foi avaliado por
Pereira et al. (2014), que esta resposta de bivalves tem grande correlagédo com
niveis maiores de organizagdo bioldgica, como populagdo e comunidade,
denotando a relevancia ecoldgica deste biomarcador.

Tal resposta pode ser associada a contaminantes inorganicos e
organicos, como demonstrado no estudo realizado com ostras submetidas a
elementos tracos. Slabber et al. (2013) determinaram que os tecidos dos
organismos, quando submetidos ao ensaio (NRRT), revelaram uma
desestabilizagdo da membrana lisossémica e que os animais demonstraram
consideravel nivel de estresse apos exposi¢cao a metais. Pereira et al. (2007)
demonstraram o mesmo padrao de efeitos em bivalves oriundos de um pier de
atracagdo do terminal petrolifero Almirante Barroso (TEBAR) expostos a
contaminantes organicos, especialmente HPAs.

Ostras Saccostrea cucullata expostas a poluentes marinhos como HPAs,
demonstraram variagdes nas atividades de enzimas antioxidantes, onde o
aumento das concentracdes de hidrocarbonetos nos tecidos, causaram também
danos ao DNA (SARKAR et al., 2017)

No presente estudo foi observada a possivel influéncia de HPAs nos
danos de DNA das ostras expostas a tinta Weber, como por exemplo o
Fenantreno em destaque, por suas elevadas variacbes nos resultados dos
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tecidos das ostras C. brasiliana TO = 23,3 ng.g™" para o T48 = 87,9 ng.g"' e na
agua do TO = 38 ng.L" para o T48 = 115ng.L"!, onde em correlagdo com estudos
apresentados, foi notado a influéncia do Fenatreno aos organismos aquaticos
analisados, tendo em vista que as ostras vivem em areas sujeitas a variagdes de
marés, onde as condi¢cdées mudam constantemente, portanto € essencial para o
organismo, se adaptar aos xenobioticos, criando macanismos de defesa contra
os estressores ambientais, dentre eles os elementos tracos e HPAs listados
neste estudo. Corroborando com tais resultados Zacchi et al. (2017) também
concluiu que as ostras C. brasiliana expostas a diferentes niveis de salinidade e
a 100 pg.L™" de Fenantreno pelos periodos de 24 e 96 horas nao foram afetadas
pela exposicdo, demonstrando também a capacidade de adaptagdo dos
organismos.

Segundo Bhagat; Sarkar e Ingole, (2016) o Fenantreno empregado em
concentragdes 10, 25, 50 e 100 (ug / L) produziu sensibilidade em respostas a
peroxidacao lipidica (LPO), danos em (DNA) e ao estresse oxidativo, pois as
respostas demonstraram a genotoxicidade para gastrépodes. Ja, Luchmann et
al. (2015) analisou as branquias e glandulas digestivas de ostras C. brasiliana e
C. gigas também expostas ao Fenantreno, através do sequenciamento DNA, a
fim de rastrear a biotransformacao de xenobidticos.

Ldchmann et al. (2011) concluiram que branquias sdo um tecido alvo para
identificar efeitos de curto prazo, entre 24 e 96 horas, enquanto as glandulas
digestivas, podem ser de maior valor para determinar a resposta ao estresse da
ostra sob exposicao crénica a este composto. De acordo com Guerreiro et al.
(2020), bivalves expostos a materiais utilizados nas formulacdes de tintas
antiincrustantes pelo periodo de 24 e 96 horas mostraram que as branquias s&o
a primeira linha de defesa, enquanto as glandulas digestivas apresentaram
niveis mais baixos de defesas antioxidantes, sendo o érgédo mais afetado.

O naftaleno que foi identificado na tinta, porém nao observado na agua ou
organismos provavelmente devido a sua volatiidade, pode também ser
responsavel pelos danos a membranas, conforme descrito por Mendonza Lopez
(2014) para ostras Crassostrea cortezienses expostas de 24 a 72 h que
apresentaram reducido da estabilidade da membrana lisossomal, porém sem
indicios de estresse oxidativo. Tal mecanimos de acdo pode estar relacionado
as bombas de protons responsaveis pelo transporte de membrana e
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consequentemente sua permeabilidade.

Tais resultados apontam para a necessidade do desenvolvimento de
tintas com substanica menos toxicas, conforme amplo estudo realizado por
Yebra; Kiil e Dam-Johansen (2004) que defende a implantagdo de tintas
antiincrustantes tendo como base os produtos nao téxicos, demonstrando assim
alternativas para o desenvolvimento de sistemas a base de biocidas naturais e

de solugdes menos impactantes ao ambiente marinho.

6. CONCLUSOES

Ostras Crassostrea brasiliana, adotadas nos ensaios de curta duragao
em exposicéo a tinta impermeabilizante Weber Guard SF P235, provaram ser
excelentes indicadores, por serem bivalves filtradores nativos de regides
portuarias, expostas a tintas antiincrustantes navais e de estruturas de concreto,
de facil cultivo e uso em laboratério para obtencdo de diferentes respostas
bioldgicas.

Apos exposigao de curto prazo, observou-se bioacumulagdo de HPAs
téxicos como Fluoreno, Fenantreno, Antraceno e Fluoranteno. Tais compostos,
em conjunto com o naftaleno encontrado na tinta Weber, podem ser
responsaveis pelos efeitos citogenotdxicos observados no presente estudo.

Por se tratar de uma tinta desenvolvida com caracteristicas especificas
para o uso em estruturas de concreto submersas em ambientes costeiros como
manguezais, praias e costdes rochosos, recomenda-se a elaboragcdo de
avaliagdes de risco ambiental empregando organismos aquaticos de diferentes
niveis tréficos, bem como estudos de bioacumulagdo a médio e longo prazo de

exposicao.
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TO
BIOACUMULAGAO DATA:11/12/2018
BIOMETRIA
ORGANISMOS
COMPR. (MM) | LARGURA (MM) PESO(G)

1 71 42 6,81

2 77 43 7,66

3 72 45 8,81
4 84 59 15,83

5 70 58 6,6

6 86 55 7,92

7 64 53 5,47

8 76 56 9,26

9 73 47 6,87

10 63 58 5,65
MEDIA 73,6 51,6 8,09
DESVIO PADRAO 7,50 6,67 2,98

Tabela 4. - Biometria das ostras no tratamento controle no tempo T48 A.

BIOACUMULACAO  T48 DATA:12/12/2018
BIOMETRIA
ORGANISMOS | COMPR. LARGURA

(MM) (MM) PESO(G)

1 80 48 6,64

2 72 54 11,6

3 80 55 8,47

4 75 42 6,77

5 100 41 8,43

6 84 45 7,3

7 72 55 6,8

MEDIA 80,43 48,57 8,00

DESVIO
SRR 9,73 6,13 1,76




Tabela 5. — Biometria das ostras no tratamento estaca no tempo T48 A.
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BIOACUMULACAO T48

DATA:12/12/2018

BIOMETRIA
ORGANISMOS MPR. LARGURA
C?MM) (“fl\‘,’” PESO(G)

1 80 44 4,43

2 72 42 8,05

3 71 50 6,25

4 82 48 8,24

5 88 53 6,41

6 73 52 6,16

7 77 44 5,07

MEDIA 77,57 47,57 6,37
DESVIO

oG 6,19 4,31 1,40

Tabela 6 Biometria das ostras no tratamento Weber no tempo T48 A.

BIOACUMULACAO T48

DATA:12/12/2018

BIOMETRIA
ORGANISMOS MPRIM. LARGURA
CO(MM) (w?nﬂ) PESO(G)
1 67 45 5,02
2 63 53 7,76
3 77 44 6,07
4 71 60 13,19
5 92 52 8,64
6 74 50 8,11
7 79 43 4,12
MEDIA 74,71 49,57 7,56
DESVIO 9,43 6,08 2,99

PADRAO
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APENDICE B - Ensaio do tempo de retencido do corante Vermelho Neutro

Tabela 10. - Vermelho Neutro Controle TO0.

TO
VERMELHO NEUTRO Data:10/12/2018
BIOMETRIA TEMPO
COMPRIM. | LARGURA
ORGANISMOS (MM) (MM) 15 | 30 | 45 | 60 | 75 | 90 T
1 69 56 + | + - 0 0 0 30
2 75 55 + | £ | £ | & - 0 60
3 78 56 + | £ | £ | £ | =+ - 75
4 94 50 + | + - - - 0 30
5 85 61 + | £ | £ | £ | £ - 75
6 82 50 B - - 0 0 0 15
7 59 66 + | £ | £ | £ | £ | =+ 90
8 83 40 + - 0 0 0 0 15
9 81 50 + | £ | £ | £ | £ | =+ 90
10 81 54 + | £ | £ | £ | =+ - 75
555 TEMPO MEDIO 55,5
DESVIO PADRAO 22,86
Tabela 11. — Vermelho Neutro Controle Agua T48.
T48
VERMELHO NEUTRO - AGUA 12/12/2018
ORGANISMOS TEMPO
15 ([ 30 | 45 | 60 | 75 | 90 | 105 120 T
1 + + + + + + + + 120
2 + + + + + - 0 0 75
3 + + + + + - 0 0 75
4 + + + + - 0 0 0 60
5 + + + + + - 0 0 75
6 + + + + + + + + 120
7 + + + + + + + - 105
630 TEMPO MEDIO 90,00
DESVIO PADRAO 23,60




Tabela 13. — Vermelho Neutro Estaca T48.

48

T48
VERMELHO NEUTRO - ESTACAS SEM PINTURA 12/12/2018
TEMPO
ORGANISMOS 15 | 30 [ 45 | 60 | 75 | 90 | 105 120 T
1 + + + + - 0 0 0 60
2 + + + + + + - 0 90
3 + + + + + - 0 0 75
4 + + + + - 0 0 0 60
5 + + + + + - 0 0 75
6 + | + - 00| 0 0 0 30
7 + + + + + - 0 90
480 TEMPO MEDIO 68,57
DESVIO PADRAO 16,69
Tabela 15. — Vermelho Neutro Weber T48.
T 48
VERMELHO NEUTRO - ESTACA PINTADAS WEBER 12/12/2018
ORGANISMOS TEMPO
15 | 30 | 45 | 60 | 75 | 90 | 105 120 T
1 + + + - 0 0 0 0 45
2 + | £ | % - 010 0 0 45
3 + - 0|0/ 0] O 0 0 15
4 + + + + - 0 0 0 60
5 + - O[O0/ 0] O 0 0 15
6 + + + - 0 0 0 0 45
7 + - 0|0/ 0] O 0 0 15
240 TEMPO MEDIO 34,29
DESVIO PADRAO 18,80




