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RESUMO

O presente trabalho apresenta o desenvolvimento de um sistema semi-
automatizado para medigdo das taxas de respiragdo, cujas camaras de
respirometria permitem trabalhar com qualquer organismo aquatico de tamanho
adequado para as mesmas. Sendo assim, seriam avaliadas as taxas de
consumo de oxigénio em fung&o do tempo, de peixes do género Carassius sp.
em agua destilada e deionizada sem e com exposi¢do a linhas de campo
magnético sob diferentes tempos de exposicdo. Com a transferéncia dos
animais as unidades experimentais e realizada a primeira leitura com sucesso,
foi verificado um constante aumento de temperatura e sinais de letargia nos
animais com sucessivas mortes repentinas. As taxas de consumo de oxigénio
nao puderam ser concluidas, porém o sistema se mostrou adequado para esse
tipo de avaliagcdo necessitando apenas de um compressor que permita

trabalhar com controle de baixas temperaturas.

Palavras-chave: Agua magnetizada. Respirometria. Kinguio. Carassius.



ABSTRACT

This work presents a semi-automatized system, developed to measure
breathing rates, in whose respirometry chambers permit work with any water
organism which fit them. In this case, could be evaluated the oxygen
consumption per time, of Carassius sp. in distiled and deionized water
environment, with and without exposing them to magnetic fields for different
time of exposure. After transferred organisms to experimental units, and
accomplished the first success readings, it was verified a constant temperature
grow, and lethargy signs on fishes with consecutive sudden-dead episodes.
However the oxygen consumption rate chart could not be finished, this system
is indicated to this sort of evaluation, only missing a low temperature operating

air compressor.

Key-words: Magnetized water. Respirometry. Kinguio. Carassius.
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1. Introducéo

Do ponto de vista fisiologico, o oxigénio € um dos gases mais
importantes, fundamental para a produgdo energética de organismos. A
solubilidade de gases na agua, é dependente da natureza do gas, da pressao
do gas na fase gasosa, da temperatura e da presenga de outros solutos
(Vinatea, 2004).

A quantidade de oxigénio presente na agua € muito menor que a
quantidade presente no ar. A agua em equilibrio com o ar atmosférico a 15°C e
pressao de 1 atmosfera, contém 7,0 ml de oxigénio em 1 litro. Nessas mesmas

condigdes, o ar contém 209,0 ml de oxigénio por litro (Schmidt-Nielsen, 1999).

Para animais aquaticos, essa inferior quantidade de oxigénio disponivel
na agua faz com que os orgaos respiratérios apresentem adaptagdes para a
tomada de oxigénio disponivel no meio. Uma delas é o fluxo unidirecional,
evitando o grande dispéndio de energia para a posterior liberagdo, em
contrapartida com 6rgaos respiratorios que utilizam o ar atmosférico, por
exemplo o pulm&o, sem grandes dispéndios de energia com fluxo para dentro e
para fora (Schmidt-Nielsen, 1999). Além da massa do meio respiratorio, a
viscosidade do fluido também contribui para a quantidade de trabalho
necessario para mover o meio (Kramer, 1983a). A agua é cerca de 50 vezes
mais viscosa que o ar, conferindo uma maior necessidade energética para o
bombeamento. Outro fator que contribui para as dificuldades da respiracao

aquatica é a menor difusdo do oxigénio na agua em comparagao com o ar.

Para que as trocas gasosas sejam adequadas, sdo necessarios uma alta
velocidade de fluxo de agua e um estreito contato entre a agua e a branquia.
Além disso, a branquia deve ter uma grande area superficial para atender a
demanda de oxigénio. A estrutura anatdbmica das branquias permite que essas
necessidades sejam atendidas, operando em fluxo contracorrente entre a agua

e 0 sangue nas lamelas branquiais (Schmidt-Nielsen, 1999).

As branquias dos peixes consistem de diversos arcos branquiais

principais de cada lado. De cada arco branquial estendem-se duas fileiras de
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filamentos branquiais. As pontas desses filamentos, provenientes de arcos
adjacentes, encontram-se forcando a agua a fluir entre os filamentos. Cada
filamento possui lamelas achatadas, densamente enfileiradas. As trocas
gasosas ocorrem nessas lamelas a medida que a agua fui entre elas em uma

diregao e o sangue, na diregao oposta (Schmidt-Nielsen, 1999), como mostra a

figura 01.
TSN P o

Figura 01: Anatomia da branquia de peixes e esquema das trocas gasosas (Fonte:
Schmidt-Nielsen, 1999).

Esse tipo de fluxo, contracorrente, tem uma importante consequéncia.
Quando sangue esta saindo da lamela branquial, ele encontra agua cujo
oxigénio ainda nao foi removido. Dessa forma, esse sangue obtém oxigénio da
agua que tem ainda o conteudo de oxigénio da agua inspirada, permitindo que
o contetdo de oxigénio do sangue atinja o nivel mais alto possivel. A medida
que a agua corre entre as lamelas, ela encontra 0 sangue com um conteudo
cada vez mais baixo de oxigénio e, portanto, continua a liberar mais oxigénio.
Assim, a lamela, ao longo de toda sua extensao, serve para captar o oxigénio
da agua (Schmidt-Nielsen, 1999).

Os processos que requerem energia € as reagdes no organismo Vivo
utilizam uma fonte comum de energia, o trifosfato de adenosina (ATP). O
oxigénio € o receptor final de elétrons na cadeia respiratoria mitocondrial que
permite o processo de fosforilagdo oxidativa e a geragao de energia celular em
forma de ATP (Toescu, 2004). Portanto, a quantidade de oxigénio consumida
pode ser usada como uma medida do metabolismo energético. A taxa

metabdlica refere-se ao metabolismo de energia por unidade de tempo.
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Segundo Schmidt-Nielsen (1999), ela pode, em principio, ser determinada de
trés modos diferentes. No primeiro, calcula-se a diferenga entre o valor
energético de todo o alimento ingerido e o valor energético de todos os
excrementos. O segundo método é feito a partir da produgéo total de calor do
organismo. A terceira medida que pode ser usada para determinar a taxa
metabdlica € a quantidade de oxigénio usada nos processos de oxidagao. A
determinacdo do consumo de oxigénio, conhecido como respirometria, é
comumente utilizada para a estimativa das taxas metabdlicas, de modo que os

dois termos sao usados de modo intercambiavel.

O principal motivo de analisar as taxas de consumo de animais
aquaticos para aquicultura, no caso de cultivos intensivos e semi-intensivos é
prever a necessidade de aeracdo mecanica, de acordo com a densidade de
estocagem nos viveiros. Nado s6 os animais cultivados consomem o oxigénio,
como também a prépria coluna d’agua através das demandas quimicas e
biolégicas. Com essas trés medidas, pode-se prever o tempo necessario de

funcionamento de aeradores mecanicos, otimizando os custos de produgao.

Baixas concentragcdes de oxigénio sao conhecidas por modificar o
metabolismo, taxa de crescimento e eficiéncia na alimentagdo em peixes
(Pichavant et al., 2000). Em baixas concentragdes, o oxigénio pode atuar como
um fator limitante no crescimento e, em algumas condigdes, como severas
situagbes de hipoxia, pode ser um fator mais limitante que a alimentag&o
(Kramer, 1987).

Os vertebrados dependem de um ininterrupto suprimento de oxigénio
pra manter a producdo de energia. Algumas espécies, porém, s&o aptas a
sobreviver em condi¢gdes severas de hipoxia por muitas horas, incluindo muitos
peixes amazénicos, como por exemplo, o Oscar (Astronotus ocellatus)
(Muuscze et al.,, 1998). Contudo, as espécies de carpa do género Carassius
spp. parecem ser as que mais suportam condicbes de hipoxia e anoxia,
sobrevivendo por meses em lagos congelados da Europa e Asia sob essas
condigdes (Holopainen, 1986). Essa carpa resolveu o problema de viver sem
oxigénio de uma forma bastante exética. Quando os niveis de oxigénio caem, a

carpa regula a glicélise (Storey, 1987), mas para evitar uma alto-polui¢cao pelo
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incremento dos niveis de lactato, esse é convertido em etanol e liberado pelas
branquias (Johnston & Bernard, 1983). Com isso, a carpa esta apta a manter a
producdo de energia na auséncia de oxigénio enquanto tiver glicogénio

presente no figado (Nilsson, 1990).

As carpas do género Carassius estdo entre as mais cultivadas
mundialmente (FAO, 2007), sendo na China, principal produtora de organismos
aquaticos, uma das espécies mais importantes para a aquicultura local (Pan et
al., 2008), tendo uma excelente aceitagdo no mercado de aquariofilia, pesca
esportiva e consumo humano. Segundo dados da FAO (2007) a espécie
Carassius auratus, esta entre as 10 espécies mais introduzidas em outros
paises, sendo a aquicultura o principal motivo, e a espécie Carassius carassius

entre as 10 espécies mais cultivadas no mundo.

A producdo de peixes ornamentais para aquariofiia € uma industria
multimilionaria nos Estados Unidos (Watson & Shireman, 1996). Nesse pais, a
popularidade e os altos valores de venda tém situado a produgao de peixes
ornamentais entre as principais fontes de renda da aquicultura (Chapman et al.,
1997). As Ultimas quatro décadas tém testemunhado um consideravel
crescimento e diversificagdo no comeércio internacional de peixes ornamentais.
As exportagbes internacionais movimentaram cerca de US$ 200 milhdes em
2002 (Vannuccini, 2004).

Segundo dados do IBAMA (2007), o Brasil movimentou cerca de US$ 6
milhdes em exportagdes de peixes ornamentais de aguas continentais, sendo o
estado do Amazonas, o principal exportador, correspondendo com mais de

60,0 % desse montante.

O principal aspecto que determina o comércio e a prosperidade da
industria de peixes ornamentais € a saude dos peixes, que é diretamente
dependente da qualidade da agua, oferta de alimento e condigbes fisicas do
meio (Ghosh et al., 2008).

A importancia da analise das taxas metabdlicas para peixes ornamentais

€ devido ao pequeno volume de agua que a maioria dos aquarios possui. Os
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fatores abidticos se tornam altamente instaveis, principalmente quando nao
estdo presentes sistemas de filtragem, aeracao, controle de temperatura entre
outros equipamentos onerosos. Os dados obtidos através da respirometria em
animais aquaticos, comparando além do consumo de O,, também a liberacao
de CO,, podem ser inferidos sobre suas taxas metabdlicas e sao informacgdes
preciosas na formulagdao de ragdes, cujo perfeito balanceamento nutricional,
promove adequacdes nas taxas metabdlicas, e consequentemente nao

comprometem demasiadamente a qualidade da agua.

Os métodos de analises de gases dissolvidos em agua tém sido
propostos ao longo da histéria por diversas formas. Até o século XIX, o método
utilizado para quantificar gases em amostras de agua era o proposto pelo
quimico inglés James Alfred Wanklyn (1907) que consistia em ferver a amostra
de agua, adsorver os gases com mercurio e posteriormente quantifica-los.
Nesse trabalho, Wanklyn alerta para a necessidade de preencher todo o
volume do frasco da amostra evitando que quantidades de ar, dentro do frasco,
possam ser incorporadas na amostra, levando a erros na quantificagao,
metodologia que até entdo ndo era utilizada em muitos trabalhos publicados,

segundo o autor.

Em 1888, o quimico hungaro Lajos Winkler, descobriu um método muito
mais simples e preciso, de quantificar o oxigénio dissolvido na agua, através de
titulometria. Conhecido como o “método de Winkler”, e o mais utilizado até hoje
(Gatti et al., 2002). Descrito por Fox e Windfield (1938) é baseado na oxidagao
de hidréxido de manganés (ll) para hidréxido de manganés (lll) pelo oxigénio
presente na amostra. Primeiramente, adiciona-se solugédo de cloreto de
manganés na amostra, seguido de solugdo de hidroxido de sédio contendo
iodeto de potassio. Assim, se formara um precipitado de hidroxido de

manganés (ll), como mostra a reagcao abaixo:
2 MnCl; + 4 NaOH = 4 NaCl + 2 Mn(OH),

Parte desse hidroxido de manganés (ll) € convertido em hidréxido de

manganés (lll) por rea¢cées com a agua da amostra e o oxigénio dissolvido:
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2 Mn(OH), + H,0O + O = 2 Mn(OH)3

Entdo a solucéo ¢ acidificada terminando por oxidar o iodeto de potassio

liberando iodo:
2 Mn(OH)3 + 2Kl + 6 HClI =2 MnCl, + 2 KCI + 6 H,O + |,

A reacdo mostra que para cada atomo de oxigénio dissolvido forma-se

uma molécula de iodo.

Posteriormente essa solugao é titulada com solucdo de tiossulfato de
sodio utilizando amido como indicador. Cada mililitro de solugao de tiossulfato
utilizado na titulagao corresponde a 1 mg de oxigénio por litro de amostra. O
procedimento deve ser realizado com réplicas e o resultado apresentado em

média.

Apesar de ser a técnica mais utilizada pelos pesquisadores para
quantificacdo do oxigénio dissolvido na agua, o método de Winkler é discutido
em diversas etapas de seu procedimento. Fox & Wingfield (1938), alertam para
as dificuldades em se utilizar tal técnica quando se trabalha com amostras de
baixa concentracdo de oxigénio dissolvido comprometendo a acuracia das
analises. Outro fator importante e questionado por Horibe et al. (1972), € que
todo o procedimento do método de Winkler é realizado com as amostras em
contato com o ar atmosférico afetando a concentragdo original da amostra.
Também podem ser fontes de erro, o oxigénio dissolvido nos proprios

reagentes (Jalukse et al., 2008).

Como toda analise titulométrica, a neutralizagcdo de determinada solucao
€ acompanhada pela virada de coloragdo da amostra. Essa € observada
visualmente pelo responsavel da analise e pode ser considerada uma
avaliagcdo subjetiva e também questionada por Furuya & Harada (1995) que
desenvolveram um sistema que automatiza essa verificagao do ponto de virada
através de um potencidmetro, minimizando os erros apontados. Igualmente na
tentativa de minimizar os erros durante essa etapa da analise, Bryan et al.
(1975) propdem a leitura através de espectrofotometria que posteriormente foi

aprimorada por Pai et al. (1993) quando utilizaram um sistema com fluxo da
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amostra diretamente para a cubeta, sem o contato com o ar atmosférico,
eliminando os erros pela volatilizagdo do iodo. Contudo, Labasque et al. (2004)
discutem a utilizacdo da espectrofotometria pelos diferentes comprimentos de
onda utilizados na literatura, ja que o iodo pode também estar presente na
forma de tri iodeto (l3) cujos espectros sado diferentes. Esses autores
encontraram um ponto isosbéstico para ambas as formas do iodo em 466 nm,
sugerindo ser esse o comprimento de onda ideal para quantificagdo do

oxigénio dissolvido.

Diversas modificacbes do método de Winkler tém sido propostas e
utilizadas, como Carpenter (1965) e Golterman (1979), porém, sempre com
diversos pontos criticos no procedimento da analise, principalmente com
relacdo a padronizagcédo da solugdo de tiossulfato utilizada na titulagao (Pai et
al., 1993). Segundo Ferreira (2008), as quatro principais modificagdes do
método de Winkler sdo a utilizagdo de azida sodica, permanganato, floculagao
com aluminio e floculagdo com acido sulfamico-sulfato de cobre, sendo a
utilizacdo de azida sbédica, para remover a interferéncia de nitritos, a mais
utilizada. Esse mesmo autor resume as principais técnicas para quantificacao
do oxigénio dissolvido na agua. Além do método colorimétrico proposto por
Winkler, existem outros métodos de leitura direta que reduz essa cadeia de
provaveis erros com resultados igualmente confiaveis. O método eletroquimico,
que fundamenta os principais sensores de oxigénio dissolvido encontrados
comercialmente, métodos Opticos como a espectrofotometria e mais recente o
uso de fibras Opticas, que apresentam a vantagem de ndo necessitarem ficar
em constante movimento como os sensores eletroquimicos. As membranas
dos sensores eletroquimicos, sdo permeaveis ao oxigénio que em contato com
o eletrodo, é reduzido produzindo uma corrente elétrica que sera proporcional a

quantidade de oxigénio dissolvido, ilustrado na figura 02.
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Membrana permeavel ao oxigénio

0,

Anodo (+)

Catodo (-)

Medidor .—‘

+
|
I

Célula polarizante o—l

Amplificador de corrente 0—‘

Figura 02: Principio de funcionamento de sensores de oxigénio dissolvido. (Adaptado
de Giese, 1975).

A taxa de consumo de oxigénio dissolvido pelos organismos, € melhor
expressa em funcdo do tempo, e em um grande numero de observagdes com
maior exatidao possivel das leituras, sendo ideal a utilizagdo de sensores, em
detrimento do meétodo colorimétrico. A utilizagdo de sensores necessita
recipientes hermeticamente fechados e auséncia de bolhas de ar.
Comercialmente, sdo encontrados respirdbmetros com essas caracteristicas e
até mesmo trabalhando com sistema de recirculacdo. No entanto, sdo unidades
individuais de alto valor no mercado, inviabilizando delineamentos

experimentais com repeti¢gdes simultaneas e sequenciais.

Tanto o classico método de Winkler quanto suas modificagoes, operam
com amostras e reagentes em contato com o ar atmosférico. Sistemas
fechados atuando com recirculagdo e utilizagdo de sensores de oxigénio mais
precisos, podem ser uma alternativa viavel, pois independem de reagentes,
padronizagdoes de solugdes e da analise subjetiva do julgador. Além disso,
evitam trocas gasosas com o ar atmosférico, perdas por volatilizacédo, e
permitem um controle mais preciso quando se trabalha com outras variaveis
como, por exemplo, a temperatura. O sensor opera em tempo real, e com o
numero superior de dados obtidos, permite a constru¢cdo de uma curva com

maior exatidao.
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Levando em consideracao, tanto a precisdao dos dados do consumo do
oxigénio, quanto a necessidade de repeti¢cdes simultaneas, foi desenvolvido um
sistema para medigdo da taxa de consumo de oxigénio de organismos
aquaticos em tempo real, em sistema de recirculagdo com a utilizacdo de um

unico sensor eletroquimico.

A agua é, sem duvida, o solvente mais importante do planeta,
responsavel pela vida, tal como a conhecemos. E também uma das
substancias mais estudadas. No entanto, ainda pouco se conhece de sua
organizacdo. Este tem sido um assunto intensamente investigado por
simulagées em dindmica molecular, mas a confiabilidade dos resultados ainda
€ severamente limitada pelo tamanho dos sistemas disponiveis. Da mesma
forma, pouco se compreende dos efeitos de campos magnéticos estaticos
sobre a agua, de forma que os incontaveis relatos de efeitos mensuraveis em
sistemas ndo-magnéticos ainda sdo recebidos com certo ceticismo pela
comunidade cientifica, porque, até o momento ndo existe um modelo tedrico
estabelecido que explique as origens dos fenbmenos observados (Simdes,
2008).

Por outro lado existe um volume consideravel de trabalhos cientificos
experimentais que demonstram que a aplicagcdo de campos magnéticos entre
outros efeitos: aumenta e redistribui a concentracdo de oxigénio dissolvido em
agua (Ueno et al.,, 1994; Krzemieniewski et al., 2004); altera a cinética de
cristalizacdo de sais dissolvidos ou em suspensdo na agua (Higashitani et al.,
1993; Chibowski et al., 2003); aumenta a temperatura de saturagdo de sais
inorganicos (Freitas et al., 1999); diminui a taxa de coagulagdo e o potencial
zeta de coldides ndo magnéticos em solugcado aquosa (Higashitani et al., 1995);
aumenta a espessura de camadas adsorvidas em superficies solidas
(Higashitani & Oshitani, 1998). Existem também relatos na literatura (Lin &
Yotvat, 1990) de aumento da produtividade de vegetais irrigados com agua

condicionada magneticamente (CM).

Recentemente, Otsuka e Ozeki (2006) demonstraram, em uma série de
experimentos realizados em agua ultra-pura, que a mesma sofre

condicionamento magnético, tendo algumas de suas propriedades modificadas,
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tais como grau de hidrofilicidade e espectro Raman. As modificagbes dessas
propriedades s0 sao observaveis, no entanto, na presenca de oxigénio
dissolvido; apds degaseificagdo da agua ultra-pura, as propriedades
supracitadas retornam aos valores iniciais, mesmo na presenga de campo
magnético. Embora o mecanismo do efeito ainda seja desconhecido, esses
autores sugerem que agua condicionada magneticamente (ACM) deva ser
considerada um novo tipo de solvente e suas propriedades investigadas a

fundo.

Os trabalhos de Otsuka e Ozeki podem ser considerados um divisor de
aguas, por varios motivos. Em primeiro lugar, demonstra que os efeitos
magnéticos anteriormente observados, predominantemente em solugdes
ibnicas e coloidais, eram consequéncia de um fendbmeno mais fundamental,
relacionado a natureza do solvente, sem relagao direta com o soluto envolvido.
Em segundo lugar, corrobora os resultados obtidos anteriormente em diversos
sistemas aquosos, por comprovar a existéncia do efeito magnético sobre a

agua.

E de se esperar que os efeitos magnéticos observados em sistemas
aquosos inorganicos possam estar diretamente relacionados as propriedades
diferenciadas do solvente ACM. No caso de sistemas biolégicos, no entanto, os
mecanismos envolvidos podem ser muito mais complexos, uma vez que 0s
elementos envolvidos: agua, oxigénio e sais minerais sdo igualmente
essenciais e se interrelacionam de maneira intrincada em diversos mecanismos
bioquimicos celulares. Sendo assim, foi feita a opgdo pela investigacédo dos
efeitos de ACM pela perspectiva da aplicagdo pratica, avaliando os efeitos
indiretos, ou seja, 0s animais ndo serao expostos ao campo magnético. A agua
onde se desenvolvera o experimento sera previamente exposta as linhas de

campo magneético.

Motivados pelos resultados intrigantes da literatura um experimento,
inédito, em larvicultura de camarao L. vannamei foi realizado no Laboratério de
Camardes Marinhos (LCM) da UFSC, que resultou em um trabalho de
dissertagdo de mestrado (Manso, 2006). De acordo com este estudo a

sobrevivéncia larval de tanques alimentados com agua magneticamente tratada
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foi de ordem de 30% superior a do tratamento controle assim como
anteciparam a metamorfose das larvas em cerca de 12 horas em relacédo as
larvas cultivadas em agua nédo tratada. Esse trabalho € de extrema relevancia
visto a importancia econdmica do aumento de produtividade, por esta nova
metodologia, representada pela economia de horas e aumento de

sobrevivéncia em um sistema de produg&o continua.

Uma vez que, segundo Goldsworthy et al. (1999), a exposi¢cao a campos
magnéticos alteram a permeabilidade da membrana celular, os efeitos do
condicionamento magnético da agua podem interferir na difusdo do oxigénio
nas branquias alterando a taxa de respiracdo de animais aquaticos, e por

consequéncia, a alteracdo em suas taxas metabdlicas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Avaliar a influéncia da agua exposta ao campo magnético sobre a taxa

de consumo de oxigénio nos peixes Carassius sp.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Desenvolver um sistema semi-automatizado para determinar o consumo

de oxigénio de animais, em tempo real.

2.2.2. Quantificar o consumo de oxigénio de peixes Carassius sp. (Kinguio).

2.2.3. Quantificar o consumo de oxigénio de peixes Carassius sp., em agua
exposta as linhas de campo magnético em um novo sistema de respirometria

desenvolvido.
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3. Materiais e métodos
3.1. Local de estudo

O experimento foi conduzido no Laboratério de Tratamento de Agua do
Nucleo de Estudos do Mar (NEMAR) na Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC) (27°36'02”S e 48°31'24”).

3.2. Materiais
3.2.1. Material bioldgico

Os peixes utilizados sdo do género Carassius sp., popularmente
conhecidos como Kinguio ou Goldfish (figura 03), adquiridos em uma loja
especializada em produtos de aquariofilia, sem histérico de suas condi¢gdes de

criagao, grau de parentesco e identificacdo de espécie.

Figura 03: Exemplar de Kinguio.-"(Fonte: ww..fishbase.org)

3.2.2. Materiais do sistema de respirometria desenvolvido

Para a avaliacao da taxa de respiragdo dos animais, foi utilizado um
sistema semi-automatizado de respirometria (figura 04), desenvolvido com
valvulas elétricas (figura 05) e eletro-bombas (figura 06), possibilitando
trabalhar com repetigdes simultaneas. A leitura da saturacdo do oxigénio foi
realizada com oximetro AT-150 (figura 07) cujas especificagbes sao descritas

no anexo 01.
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Figura 05: Valvulas solendides utilizadas no sistema.

Figura 06: Eletrobomba (30 W) utilizadas no sistema.
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Figura 07: Oximetro utilizado para as leituras do consumo de oxigénio.

O sistema é ilustrado esquematicamente na figura 08, indicando os

principais componentes e conexdes.

01

Figura 08: llustragcdo esquematica do sistema de respirometria. 1) Bombas. 2) Valvulas
elétricas. 3) Conexdes “T”. 4) Rotametro. 5) Registro. 6) Oximetro (Modelo AT-150). 7) Frasco
de distribuigdo. 8) Camara de respirometria. 9) Reservatério principal. 10) Bandeja de imersao
das unidades experimentais. 11) Sensor do oximetro. 12) Camaras de esgotamento de ar.
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Foram instaladas duas camaras de escape de ar reguladas por um
registro nos dois principais pontos criticos. O primeiro se encontra no nivel
mais alto do sistema onde o ar é empurrado. Quando todo o volume de ar é
expulso sendo preenchido o volume da camara com agua, o registro é fechado.
O mesmo principio € seguido para a segunda camara de escape localizada

acima do sensor do oximetro.

As camaras do respirdbmetro, num total de 12 unidades, sédo frascos
plasticos, com 520 ml de capacidade, fechados hermeticamente com tampa
plastica de rosca dotada de um anel de borracha vedante em sua face interior.
A entrada de agua se da através de uma mangueira de latex, conectada a
camara, e a saida de agua através de uma mangueira siliconada, também

conectada a camara.

O acionamento e direcionamento do fluxo de agua pelo sistema s&o
realizados por valvulas elétricas ligadas em um painel (figura 09) e
comandadas por chaves liga-desliga. O fluxo de agua é promovido por 3
bombas (30 W). A primeira, localizada abaixo do reservatorio, € a responsavel
por injetar a agua no sistema enquanto ele estiver aberto. A segunda bomba,
em série com a primeira, ajuda a vencer a altura manométrica e a elevada
perda de carga nas tubulagdes e conexdes, também quando o sistema estiver
aberto. A terceira bomba, unica utilizada com o sistema fechado, esta
localizada entre o rotametro e o frasco de distribuicdo, e também promove o
abatimento da perda de carga. Sua vazdo € controlada por um registro
localizado entre a bomba e o rotdmetro, objetivando a equidade das vazdes
para cada repeticdo, além de promover uma movimentagdo da agua na
membrana do sensor de oxigénio. A frente do sensor, foi instalado um visor
objetivando a verificagdo visual da presenca de bolhas de ar. A temperatura é

indicada e controlada por combistatos (Carel IR 32).
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Expor/mant e

Figura 09: Painel de controle.

3.2.3. Materiais para o sistema de condicionamento magnético da agua

O sistema de magnetizagdo da agua consiste de um reservatério em
polipropileno de alta densidade, com capacidade para 20 litros, um par de
condicionadores hidromagnéticos instalados externamente na tubulagdo de

recirculagdo e uma eletrobomba (figura 10).

Figura 10: Sistema de magnetizacao da agua. 1) Par de condicionador hidromagnético. 2)
Eletro-bomba de 34w — 12001/h — TMCA. 3) Registro para coleta da agua. 4) Reservatoério com
capacidade de 20 litros.
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Conhecido o volume e a velocidade da agua na secao sob as linhas de
campo magnético, faz-se o calculo do tempo de recirculagdo necessario para
expor todo o volume do reservatério ao campo magnético no tempo desejado.

O funcionamento desse sistema ¢ ilustrado na figura 11.

Figura 11: Esquema de condicionamento magnético da agua. 1) Reservatorio de agua. 2) Par
de condicionadores hidromagnéticos. 3) Eletro-bomba. 4) Regiao sob exposi¢ao as linhas de
campo magnético. 5) Registros. 6) Registro para coleta de agua. 7) Tubulagdes e conexbdes em
PVC.

3.3. Descricao do funcionamento do sistema de respirometria

O sistema de respirometria desenvolvido consiste em manter os animais
separados em 12 unidades experimentais sob aeracdo exclusiva das trocas
gasosas atmosféricas, imersas 6 a 6 em duas bandejas plasticas de 11 L com
uma saida central por gravidade. Quando o sistema estiver aberto, sob
acionamento das valvulas (I e Il abertas e lll e IV fechadas), a agua é escoada
para um reservatério plastico de 20 litros de capacidade e bombeada ao
sistema através das duas bombas em série. Assim, é direcionada a valvula (1),
passa pela conexao “T" e segue a camara do respirbmetro, cuja saida €
direcionada a outra conex&o “T”, passa pela valvula (Il) e retorna novamente a

bandeja, como mostra a figura 12.
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Figura 12: Situacao esquematica do sistema aberto.

Com o sistema fechado, também sob acionamento das valvulas (I e Il
fechadas e lll e IV abertas), a agua da saida da camara do respirbmetro, é
direcionada a conexdo “T”, passa pela valvula (lll) e segue ao frasco de
distribuicdo. Por sucgdo pela bomba, a agua passa pelo sensor de oxigénio,
promovendo a movimentacdo necessaria para a alteragao e indicagcao dos
dados pelo sensor, posteriormente pelo rotametro e segue para a valvula (IV)
cuja saida esta unida por outra conexao “T” com destino novamente a camara

do respirbmetro, como mostra a figura 13.
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Figura 13: Situagéo esquematica do sistema fechado.

Dessa forma, a concentragdo do oxigénio dissolvido caira em fung¢ao do
tempo, e os valores serdao anotados em periodos pré-estabelecidos para

construgao da curva de consumo.

Todas as unidades experimentais estdo conectadas com o frasco de
distribuicdo por mangueiras siliconadas. O fluxo de agua direcionada a esse
frasco sera individual para cada repeticdo. A vazao que passa pelo sensor do

oximetro é de 90 L/h e dentro das camaras do respirdbmetro de 39 L/h.

Para renovar a agua a baixas concentragbes de oxigénio dissolvido
resultantes no frasco de distribuicdo, entre as leituras, as valvulas serdo
acionadas de forma a todas unidades experimentais direcionarem seu fluxos ao
frasco e também para substituir a agua que ficou confinada na unidade

experimental. De acordo com a vazdo obtida, matematicamente seriam
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necessarios 1,5 minutos para a total renovagdo da agua no frasco de
distribuicdo, porém foi adotado um tempo de 3 minutos como garantia, sendo

assim, a préoxima leitura ficando apta a ser realizada.
3.4. Métodos
3.4.1. Ambientalizacdo dos animais

Os animais foram aclimatados individualmente em aquarios contendo
2,0 litros de agua destilada e deionizada (figura 14), por um periodo de 11 dias,
sob as mesmas condi¢cdes de aeracao e alimentacio e fotoperiodo de 12 horas
claro e 12 horas escuro, sendo a agua 100% renovada a cada 24 horas.
Durante o periodo de aclimatagao, os valores de pH foram monitorados com

trés leituras por dia.

Figura 14: Aclimatagdo dos animais.

3.4.2 Higienizacgao do sistema

Para a limpeza interna do sistema, antes do inicio das leituras, foi
utilizado detergente neutro diluido a 3,0% em agua destilada e deionizada. O
sistema foi acionado de forma a circular por todas as conexdes. Posteriormente

foi enxaguado com agua destilada e deionizada.
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3.4.3. Metodologia da avaliacao da taxa de consumo de oxigénio

Para observar qual um tempo aproximado que este animal levaria para
baixar a concentragdo de oxigénio dissolvido, foi realizado um pré-ensaio o
qual mostrou o periodo de 1 hora para atingir cerca de 71,0 % da saturagéo,
que levou a estabelecer as leituras a cada 5 minutos pelo periodo de 60

minutos independente da saturagao alcancgada.

O consumo de oxigénio sera calculado segundo Lefrangois & Claireaux

(2003) de acordo com a equacao:

MOz = AO, x V
At m

Onde,

MO, = consumo de oxigénio (mgO, kg™’ h™"),

AO, = variagdo da concentragdo do oxigénio (mg L),

At = tempo decorrido (h),

V = volume do respirdmetro menos o volume do peixe (L) e
m = massa do peixe (KQ).

Serado utilizadas 4 unidades experimentais como controle, sem a
presenca de animais, que podem detectar uma possivel variacdo devido a
demanda biologica de oxigénio, e 8 unidades experimentais como repeti¢des.
Os animais serdo pesados e medidos seus volumes antes da transferéncia
para as camaras de respirometria. O MO, calculado para cada animal tera seu

valor subtraido da média das MO, das unidades controle.

Nas 24 horas que antecedem a transferéncia dos animais para as

unidades experimentais, sera cessada a alimentacéo.
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Antes do inicio das leituras, os animais serdao mantidos com o sistema
aberto por cerca de 30 minutos até adaptarem-se as condi¢cdes das camaras

do respirbmetro evitando alteracdes das taxas de respiragcao devido ao stress.
3.4.4. Metodologia para o condicionamento magnético da agua

Tendo o preceito de que os efeitos do condicionamento magnético s&o
dependentes do tempo de exposicao, foram realizados os calculos para que se
obtenha agua sob diferentes tempos de exposicdo aos campos magnéticos

através da seguinte formula:

T, = (Te) x (V)
(Vi)

Onde,

T, = Tempo de recirculagdo necessario (s)
Te = Tempo de exposigdo ao campo magnético necessario (s)
V, = Volume de agua no reservatério do sistema de magnetizagao (L)

V: = Volume da tubulagéo sob influéncia do campo magnético (L)
3.4.5. Analises estatisticas

Os resultados serdao submetidos a ANOVA para verificar diferengas entre
os tratamentos e posteriormente ao teste de Duncan para quantificar tais

diferencas. O nivel de significancia utilizado sera de 5,0%.



4. Resultados

O sistema, previamente testado, sem a utilizagdo de animais, mostrou-

se bem projetado, tanto na instalagdo hidraulica quanto elétrica, sendo

facilmente monitorado e manipulado através das chaves no painel.

As leituras da primeira unidade experimental controle, mantiveram os

valores iniciais em torno de 88,0% pelo periodo de 20 minutos sem variacoes

das taxas de consumo de oxigénio (figura 15).

Saturacgdo do oxigénio (%)

Taxa de consumo de oxigénio (UE controle 01)

Tempo (min)

Figura 15: Taxa de consumo de oxigénio da primeira unidade experimental controle.

A leitura da primeira unidade experimental contendo um animal atingiu o

valor de 71,0 % da saturagao no periodo de 1 hora como mostra a figura 16.
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Figura 16: Taxa de consumo do oxigénio da primeira unidade experimental contendo animal.
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As leituras da segunda unidade experimental contendo animal nao
indicaram alteragdes nos valores da saturacdo do oxigénio dissolvido como

mostra a figura 17.
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Figura 17: Taxa de consumo do oxigénio da segunda unidade experimental contendo animal.

Com as sucessivas mortes ocorridas, o procedimento teve que ser
interrompido e os resultados foram prejudicados. Também nao foi possivel a
realizacdo das leituras utilizando aguas previamente expostas as linhas de

campo magnético.

A configuragdo do sistema implantado para a passagem da agua pela
membrana do sensor do oximetro mostrou-se eficiente, uma vez que, conforme
a figura 15 mostrada anteriormente, os valores obtidos na leitura

permaneceram estaveis pelo periodo de 20 minutos.
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5. Discussdes e conclusdes

Durante a realizagdo das primeiras leituras, foi verificado um aumento
constante da temperatura da agua, inicialmente em 24°C chegando a 28,3°C.
Os animais passaram a apresentar sinais de letargia e comegaram a perecer,
impossibilitando as demais leituras. As leituras da segunda unidade
experimental contendo animal comprovam o estado letargico do mesmo, n&o

sendo indicada alteragbes nos valores do consumo de oxigénio.

As carpas do género Carassius sdo originarias da Asia, notadamente de
aguas frias e algumas espécies podem suportar dias em situagdes de anoxia
em lagos congelados dessa regidao (Jeng et al., 2008), porém Beitinger &
Bennet (2000) comprovam que a espécie Carassius auratus, possivelmente a
espécie utilizada nesse presente trabalho, pode suportar temperaturas na faixa

de 0 a 41°C, sob aclimatacao.

As possiveis fontes de aquecimento da agua do sistema sdo as bombas
e valvulas elétricas utilizadas. Essas sdo movidas através da inducédo de
campos magnéticos, promovidas pela corrente elétrica em valvulas solendides,
que com o continuo uso, passam a aquecer. Apesar das conclusdes de
Beitinger & Bennet sobre as altas temperaturas em que a espécie C. auratus
pode suportar, os animais utilizados nesse estudo nao foram aclimatados para
maiores temperaturas, ficando nesse periodo sob temperatura ambiente (22 a
24°C).

Segundo Gomes (2008), a partir de 30°C, a agua em aquarios se torna
comprometida quanto ao oxigénio dissolvido, sendo 28°C, perfeitamente
toleravel pelos peixes do género Carassius. Outra possivel causa da morte
repentina dos peixes, deve-se a contaminagao proveniente das colas utilizadas

nas diversas conexdes do sistema, apesar de estarem bem secas.

Apesar da impossibilidade da continuacdo das avaliagcbes das taxas de
consumo de oxigénio em funcao do tempo para peixes Kinguio (Carassius sp.),
o sistema desenvolvido mostrou-se eficiente para tal determinacéao,

necessitando apenas de um sistema de refrigeragcdo que permita trabalhar
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tanto com temperaturas baixas quanto manter determinada temperatura
estipulada. A configuracdo adotada para a passagem de agua sob
movimentagdo pela membrana do oximetro, também mostrou-se adequada
indicando que esse sistema desenvolvido pode seguramente ser utilizado para

a determinacéo das taxas de consumo de oxigénio para organismos aquaticos.
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