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1. INTRODUCAO

A temperatura € um fator de extrema importancia para a manutengdo dos
diversos niveis da vida, influenciando desde reacfBes bioquimicas até a
estruturacdo de comunidades (HILLMAN, 1969; SHEN, 1988; MIRANDA, 2013;
CHOUDRI, 2013; BOWDEN, 2014). Frente a isso, o desafio que o processo do
aquecimento ira gerar aos sistemas bioldégicos vem preocupando a comunidade.
As previsdes mais recentes (IPPC) demonstram que, se o efeito estufa continuar
constante, haverd& um aumento da temperatura de 0.1-0.2°C por década
(MANCIOCCO, 2014). A forma como as populacfes animais e vegetais irdo lidar
com esse aquecimento sdo desconhecidas, mas processos de extingdo sao
esperados (TERBLANCHE, 2011). Dentro deste contexto, existe um grande
interesse em entender os mecanismos que determinam os limites térmicos das
espécies e os fatores que podem altera-los (REZENDE, 2011).

Por ser uma caracteristica plastica, a tolerancia térmica pode ser
influenciada por diversos fatores (REZENDE, 2011). Entre as ferramentas
existentes para se determinar o limite térmico das espécies, a Temperatura Critica
Méaxima (CTMax) € uma das mais populares. Este método foi introduzido por
Cowles e Borget em 1944 (LUTTERSCHIMIDT, 1997), e que Becker (1979) define
como sendo um aumento gradual da temperatura de aclimatacdo até se atingir
uma resposta de desordem fisica (endpoint) que antecede a morte. Dessa forma,
determina o limite entre a tolerdncia e resisténcia do individuo
(LUTTERSCHIMIDT, 1997). No entanto, o uso errdneo da técnica pode influenciar
nos resultados finais (REZENDE, 2011; LUTTERSCHIMIDT, 1997). Algumas
variaveis podem ser fatores de confusdo na interpretacdo final do resultado
obtido. Sdo exemplos: o tamanho dos individuos (CHOW, 2009; RECSETAR,
2012), os indicadores do endpoint (LUTTERSCHIMIDT, 1997, LIGHTON, 2004) e
a intensidade das taxas de aquecimento as quais 0S animais Sao expostos
(LUTTERSCHIMIDT, 1997; MORA, 2006).

Frente ao observado, pretendemos avaliar a CTMax de embrifes de peixes
em nosso laboratério. Contudo, o objetivo do nosso trabalho foi testar diversos
métodos parar a obtencdo da CTMax e selecionar aquele que apresentasse
melhor desempenho. Conjuntamente, foram feitos testes para avaliar a
confiabilidade e a reprodutibilidade do método proposto.

2. METODOLOGIA

Para a obtencdo da taxa de aquecimento, foram realizados testes
utilizando a placa de aquecimento DB-IVA Hotplate® ajustada & variadas
temperaturas constantes (50, 60, 65, 67 e 70°C). Utilizaram-se diferentes
materiais (placa de petri e potes de plastico) e volumes de agua (20, 100 e 150
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mL) com o intuito de definir qual se adequaria melhor para testar o objetivo
buscado.

Desenho amostral

Os métodos utilizados foram os seguintes (material/volume de
agual/temperatura constante da placa de aquecimento): placa de petri/20mL
t/50°C, placa de petri/20mL/60°C, placa de petri/20mL/65°C, placa de
petri/20mL/67°C, placa de petri/20mL/70°C, pote de plastico de
600mL/100mL/65°C, pote de plastico de 600 mL/150mL/65°C. Cada um dos
métodos supracitados foi realizado da seguinte maneira: as unidades
experimentais (cada recipiente) foram posicionadas no mesmo local sobre a placa
em todos 0s ensaios. A temperatura inicial da agua era de 28°C e foi aquecida até
chegar a temperatura final de 40°C. O aquecimento da agua foi controlado com o
auxilio de trés termdmetros digitais que foram fixados ao fundo da unidade
experimental. A cada um minuto as temperaturas marcadas em cada um dos
termbmetros eram anotadas a fim de se ter a taxa de aquecimento média por
minuto. Apds da realizacdo do ensaio com cada método eram avaliados a taxa
média de aquecimento por minuto desvio padrdo e o0 tempo a atingir a
temperatura final estipulada. A partir da selecdo do método que apresentou
melhor desempenho inicial, foram seguidos os experimentos para os testes de
confiabilidade e reprodutibilidade. O teste de confiabilidade se relaciona a
presenca de estratificacdo térmica dentro de cada unidade amostral. Para esta
andlise, as taxas de aquecimento dos termémetros de cada unidade amostral
foram comparadas. As analises de reprodutibilidade foram avaliadas a partir da
comparacao entre as replicas de cada poténcia testada.

Analise estatistica

Os dados, por ndo apresentarem distribuicdo normal, foram analisados
através do teste analitico para dados ndo paramétricos de Kruskall-Wallis com
nivel de significancia de 95%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes realizados com as placas de petri apresentaram taxas médias de
aguecimento de 0,2+0,1°C/min na temperatura de 50°C, 0,3%+0,3°C/min na
temperatura de 60°C, 0,7+0,4°C/min na temperatura de 65°C e 0,7£0,4°C/min e
1,1+0,9 para as temperaturas de 67 e 70°C, respectivamente. Os testes com
placa de petri nas temperaturas de 50 e 60°C a temperatura da agua estabilizou
antes da atingir os 40°C. O método em que foi utilizado o pote de plastico de 600
mL com 100 mL de &gua (65°C), apresentou uma taxa média de aquecimento de
0,6+0,4°C/min. Para o pote plastico de 600 mL com 150 mL de agua (65°C) foi
obtida taxa média de aquecimento de 0,4+0,2°C/min.

Depois da realizagdo dos ensaios, o pote plastico de 600 mL com volume
de 100 mL de a&gua, em comparacdo aos outros, apresentou um desempenho
mais satisfatorio e foi o escolhido para a realizacdo dos demais testes. Foram
feitos entdo mais seis ensaios (réplicas) com esse meétodo e nao foram
observadas diferencas entre as taxas de aquecimento meédias entre o0s
termbémetros dentro de cada unidade experimental (teste de confiabilidade), nem
entre as taxas médias de aquecimento entre cada um dos ensaios feitos (teste de
reprodutibilidade). A tabela 1 apresenta os resultados da analise de estratificagcao
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térmica de cada unidade amostral, enquanto a tabela 2 apresenta o resultado da
comparacao entre as taxas meédias de aquecimento de cada réplica.

Tabela 1. Dados da analise de estratificacdo térmica de cada unidade
amostral, referentes a analise de confiabilidade. Os dados sdo apresentados em
forma de média e desvio padrdo. Ndo foram observadas diferencas estatisticas
(Kruskal-Wallis; p > 0,05).

Taxa média de
Ensaio Termbmetros aguecimento + desvio
padrao (°C/min)
Termdmetro | 0.3+0.2
Ensaio | Termobmetro Il 0.3+0.2
Termdmetro 0.4+0.2
Termobmetro | 0.4+0.2
Ensaio Il Termdmetro Il 0.4+0.2
Termometro IlI 0.4+0.2
Termémetro | 0.4+0.2
Ensaio Il Termobmetro Il 0.4+0.2
Termdmetro 0.5+0.2
Termobmetro | 0.4+0.2
Ensaio IV Termdmetro Il 0.4+0.2
Termometro IlI 0.4+0.2
Termdmetro | 0.3+0.2
Ensaio V Termobmetro Il 0.3+0.2
Termdmetro 0.3+0.2
Termobmetro | 0.3+0.2
Ensaio VI Termdmetro Il 0.3+0.2
Termometro IlI 0.3+0.2

Tabela 2. Teste de reprodutibilidade: Taxas médias de aquecimento por
ensaio realizado. Os dados sdo apresentados em forma de média + desvio
padrdo. Os dados séo referentes aos ensaios |, Il, 1ll, 1V, V e VI respectivamente.
N&o foram observadas diferencas significativas (Kruskal-Wallis; p > 0,05).

Ensaio Taxa meédia de aquecimgnto + desvio
padrao (°C/min)
Ensaio | 0.40.2
Ensaio Il 0.40.2
Ensaio lll 0.50.2
Ensaio IV 0.40.2
Ensaio V 0.40.2
Ensaio VI 0.30.2

4. CONCLUSOES

O meétodo desenvolvido neste trabalho demonstrou ser confiavel e
reprodutivel, nos permitindo futuramente a testar a CTMax em embrides de peixe
em nosso laboratorio. Além do mais, € um método no qual ndo exige materiais
sofisticados, podendo ser reproduzivel em laboratérios com poucos recursos.
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