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RESUMO

Os ambientes naturais estdo sujeitos aos impactos ambientais e podem ser avaliados
por meio de pardmetros ambientais que estdo alicercados em variaveis quimicas e fisicas,
por pardmetros que descrevem a cobertura do solo, como o Indice de Vegetacdo da
Diferenca Normalizada (NDVI) e principalmente por investigacdo direta de atributos das
comunidades biologicas, como por exemplo, as escamas de peixes. O objetivo dessa
pesquisa foi determinar a difusividade térmica de escamas de peixes da espécie Astyanax
lacustris coletados nas bacias hidrograficas do rio Miranda, Apa e Ivinhema e
posteriormente investigar se a difusividade térmica poderia ser relacionada a integridade
ambiental dos riachos por meio de parametros ambientais. Além disso, também atendemos
o0 objetivo de calcular a eficiéncia quantica da escama de Astyanax lacustris e de colageno
extraido de escamas de peixe da espécie Tilapia rendalli. Para a difusividade térmica, 0s
dados foram obtidos por meio da técnica de espectroscopia fotoacustica considerando o
modelo matematico de Rosencwaig-Gersho. Para o calculo de eficiéncia quantica
utilizamos o espectro do sinal fotoacUstico e o sinal de luminescéncia da amostra de
colageno para uma faixa de excitacdo de 380 a 450 nm. Os resultados demonstraram nédo
haver diferenca para a difusividade térmica entre as faces interna (1,8 + 0,7) x 10 cm?/s e
externa (1,7 = 0,6) x 1073 cm?/s das escamas dos peixes. Os valores de difusividade térmica
para os individuos da bacia hidrografica do rio Miranda, Apa e lvinhema foram
respectivamente (1,8 + 0,4) x 103 cm?s, (3,0 = 1,5) x 10% e (3,7 + 0,4) x 103, Desta
maneira, adotamos que o valor calculado para a difusividade térmica de escamas de
Astyanax lacustris é de (2,8 + 0,8) x 10 cm?/s. A bacia hidrografica do rio Apa e Miranda
apresentaram diferenca para a difusividade térmica, porém os parametros ambientais ndo
demonstraram diferenca significativa, ndo podendo ser atribuida essa diferenca as variaveis
ambientais, mas sim as caracteristicas proprias do peixe e sua escama. Para a amostra de
colageno extraido de escamas de Tilapia rendalli relatamos ocorréncia de fluorescéncia
para um intervalo espectral a partir de 394 nm a 490 nm para uma fonte de excitacdo que
varia de 325 a 410 nm. O méaximo de fluorescéncia ocorreu em duas regifes: a primeira
com excitagdo em 350 nm e emissdo em torno de 420 nm e a segunda com excitagdo em
380 nm e emissdo em 475 nm. A eficiéncia quantica calculada foi de 80%.

Palavras-chave: difusividade térmica, escama, eficiéncia quéntica, colageno.



ABSTRACT

The natural environments are liable to environmental impacts and can be assessed
by environmental parameters, which are based on physical and chemical variables, by
parameters that describe soil cover, such as the Normalized Difference of Vegetation Index
(NDVI) and mainly by direct investigation of ichthyofauna attributes, for example, fish
scales. The aim of this study was to determine the thermal diffusivity of fish scales from
Astyanax lacustris collected in the watershed of the Miranda, Apa and Ivinhema rivers and
afterwards to investigate if the thermal diffusivity could be related to river integrity
through environmental parameters. In addition, the purpose of calculating the quantum
efficiency of collagen extracted from scales of the Tilapia rendali species was also met.
For thermal diffusivity, the data were obtained by using photoacoustic spectroscopy
technique considering the Rosencwaig-Gersho mathematical model. For quantum
efficiency calculation, photoacoustic spectrum and luminescence signal were considered
from collagen sample for an excitation range from 380 to 450 nm. The results showed no
difference for the thermal diffusivity between inner (1.8 = 0.7) x 10 cm?/s and outer (1.7
+ 0.6) x 10° cm?s fish scale faces. The thermal diffusivity values of fish scale for
individuals of watersheds from Miranda, Apa and Ivinhema rivers were (1.8 + 0.4) x 103
cm?/s, (3.0 + 1.5) x 10 cm?/s and (3.7 + 0.4) x 107 cm?/s, respectively. Therefore, it was
assumed that the calculated value for thermal diffusivity of Astyanax lacustris scales
should be (2.8 + 0.8) x 10 cm? /s). The hydrographic basin of Miranda and Apa rivers
presented differences for the thermal diffusivity, but the environmental parameters did not
show significant difference, consequently that difference cannot be attributed to the
environmental variables, but to the fish features itself and its scales. For the collagen
sample extracted from Tilapia rendalli scales, it was reported the occurrence of
fluorescence for a spectral range from 394 to 490 nm for an excitation source ranging from
325 to 410 nm. The maximum fluorescence occurred in two regions: the first one with
excitation at 350 nm and emission at 420 nm and the second one with excitation at 380 nm
and emission at 475 nm. The calculated quantum efficiency was 80%.

Keywords: Thermal diffusivity, scale, quantum efficiency, collagen.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

Os riachos e rios sdo corpos d’agua que estdo em constante movimento (Cunha &
Gerra, 2008) e o conjunto desses corpos hidricos de diferentes ordens formam as bacias
hidrograficas (Finkler, 2013). As bacias hidrograficas funcionam singularmente, isto &,
estdo sujeitas aos aspectos ambientais em gue seus cursos de agua sdo expostos, passando
por ambientes conservados ou degradados (Cunha & Guerra, 2013). Os organismos
aquaticos, como por exemplo, os peixes também estdo sujeitos ao regime de conservagdo
do ambiente em que estdo inseridos e esses ambientes podem sofrer varias alteracdes,
geralmente declaradas como impactos ambientais, e que por vezes, podem alterar a
qualidade do ambiente aquéatico. Sendo assim, ao estudar 0s peixes ou componentes de
seus corpos, por exemplo, as escamas, pode-se ter acesso a informacGes ambientais
referentes a condicdo do ambiente. Além disto, parametros de qualidade das dguas como
oxigénio dissolvido, condutividade elétrica da agua e avaliacGes quantitativas da vegetacdo
sdo apoiadores essenciais para entender o nivel de conservacgdo destes ambientes.

No campo das ciéncias ha um entendimento comum de que as é&reas do
conhecimento necessitam manter uma relacdo interdisciplinar. Este fato, no ambito do
Programa de Pds-graduacdo em Recursos Naturais, tem motivado o desenvolvimento de
pesquisas que utilizam escamas de peixes para buscar compreender aspectos ambientais.
Sendo assim, a proposta desse trabalho estd fundamentada na visdo do Grupo de
Espectroscopia Optica e Fototérmica (GEOF) que tem utilizado metodologias
espectroscopicas aplicadas em recursos naturais para que por meio do conhecimento das
propriedades das amostras sejam conhecidos aspectos ambientais.

Portanto, as metodologias espectroscopicas que estudam os diferentes tipos de
interacdo entre energia e matéria foram aplicadas para o desenvolvimento dessa pesquisa,
em especial, a espectroscopia fotoacustica na regido do ultravioleta-visivel (UV-VIS). Essa
metodologia baseia-se na absorcdo de fotons pelo material analisado, e na posterior
conversdo de parte dessa energia luminosa em energia térmica, 0 que provoca uma
variacdo de temperatura da amostra e do ar na sua circunvizinhanga. Assim, a partir de
uma excitagdo modulada, um sinal sonoro pode ser detectado. Ainda, aliada a

espectroscopia fotoacustica, foi utilizada nesse trabalho a espectroscopia de fluorescéncia



para determinar o potencial do material estudado para aplicagcbes fotonicas. Essa
metodologia, por sua vez, analisa a parte da luz que foi emitida pelo material.

Os objetos de estudo escolhidos foram escamas de peixe da espécie Astyanax
lacustris, uma espécie de ampla distribuicdo nas bacias hidrograficas dos rios Parana e
Paraguai e com ampla valéncia ecoldgica, ocorrendo desde nascentes bem preservadas até
riachos urbanos altamente impactados. Soma-se ainda o fato de o GEOF j& desenvolver
estudos com esse material. JA para avaliar o potencial das escamas para aplicacdes
fotbnicas foram selecionadas escamas de peixe da espécie de Tilapia rendali, contribuindo
para trabalhos que estdo sendo desenvolvidos no ambito do PGRN pelo GEOF.
Considerando o carater inédito da pesquisa, os dados foram discutidos de acordo com o
mais proximo possivel encontrado na literatura.

Dito isto, cabe entdo finalizar esse capitulo informando que a presente dissertacéo
apresenta mais 04 capitulos, a saber:

o Capitulo 2 — Introducdo: apresenta a localizacdo da regido hidrogréfica do
Paraguai com destaque para as bacias hidrograficas do Miranda e Apa. Também é
apresentada a localizacdo da regido hidrografica do Parana com destaque para bacia
hidrografica do rio Ivinhema. Para essas bacias hidrograficas é feita uma descricdo das
principais caracteristicas. Posteriormente é feita uma abordagem sobre a espécie Astyanax
lacustris e pardmetros abidticos e bidticos. O capitulo é encerrado apresentando a
espectroscopia fotoacustica e de fluorescéncia.

. Capitulo 3 — Material e métodos: E descrito o conjunto de métodos
utilizados ao longo do trabalho.

o Capitulo 4 — Resultados e discussdo: Nesse capitulo é descrito o resultado
para 0s experimentos da espectroscopia fotoacustica com excitacdo em 532 nm para
determinar a difusividade térmica das escamas e se h& alguma relacdo entre essa
difusividade térmica e parametros ambientais. Soma-se a isto, a divulgacdo de nossos
dados referentes a medida do espectro fotoacustico na regido UV-VIS aliada as medidas
dos espectros de emissdo para o colageno do tipo | e a determinacédo da eficiéncia quantica
de luminescéncia desses materiais.

o Capitulo 5 — Conclusédo: apresenta-se 0 entendimento sobre os resultados
demonstrados considerando o atendimento aos objetivos propostos. Além disso, € descrito

as perspectivas geradas para pesquisas futuras.



CAPITULO 2 - INTRODUGAO

2.1 Regido Hidrografica do Paraguai

A bacia hidrografica do Alto Paraguai (Figura 1) possui cerca de 600.000 km?

dispostos em parte do territorio do Brasil, Paraguai e Bolivia (ANA, 2017). De acordo com
o Instituto SOS Pantanal e WWF — Brasil (2015), em territério brasileiro apresenta os
biomas de Amazonia, Cerrado, Pantanal e encraves de Mata Atlantica. A Regido
Hidrografica do Paraguai, no Brasil, possui 362.376 km?, abrange o estado de Mato Grosso
e Mato Grosso do Sul que respectivamente detém 48% e 52% da sua area (ANA et al.,
2004). Essa Regido Hidrografica, no estado de Mato Grosso do Sul, é formada pelas bacias
hidrogréficas dos rios Correntes, Taquari, Negro, Miranda, Nabileque e Apa (SEMAC,
2010), representando aproximadamente 61% de sua area total (ANA, 2017).

Localizag&o da Bacia Hidrografica do
Legenda Paraguai
Hidrografia [ | Regido Hidrografica do Paraguai [ Limite internacional
— Rio Paraguai [_] Bacia Hidrogréafica do Alto Paraguai Sistema de Referéncia de Coordenadas
Pantanal [ Limite estadual Sirgas 2000

Figura 1. Mapa de localizagdo da Regido Hidrografica do Paraguai na Bacia Hidrogréafica do Alto
Paraguai no territorio nacional e internacional. Fonte. Prdprio autor.

A bacia hidrogréfica do Alto Paraguai apresenta importancia estratégica para a
gestdo dos recursos hidricos do Brasil, Bolivia e Paraguai por incluir o Pantanal, que é um
conector entre o Cerrado brasileiro e o Chaco boliviano e paraguaio (ANA et al., 2004).

Na Regido Hidrografica do Paraguai estdo localizadas as bacias hidrograficas do rio

Apa e do rio Miranda. Essas duas bacias hidrogréficas possuem uma dindmica ecol6gica



singular, isso é, estdo localizadas em duas grandes unidades de relevo, o Planalto e a
planicie do Pantanal. As aguas do Planalto escoam em dire¢do ao Pantanal, e nesse
movimento, ocorre a lixiviacdo dos solos, desprendendo particulas que séo despejadas no
Pantanal por meio dos cursos hidricos (ANA et al., 2004).

Por sua vez, o Pantanal, por ser uma planicie, possui um escoamento superficial
lento, favorecendo a sedimentacdo dessas particulas. O Planalto ocupa 59% da Regido
Hidrografica do Paraguai e o Pantanal 41%. Enquanto o Planalto possui terras acima de
200 m de altitude e que podem atingir mais de 1.100 m, incluindo depressées, chapadas e
planaltos, o Pantanal possui terras baixas, Umidas e com altitude méaxima de 200 m (ANA,
2017).

2.1.2 Bacia hidrografica do Apa

A bacia hidrografica do rio Apa (Figura 2) esta localizada entre as coordenadas
geograficas 21° 00” 00°” e 22° 30 00”* de Latitude Sul e 55° 30° 00°” ¢ 58° 00’ 00*” de
Longitude Oeste, na regido sudoeste do estado de Mato Grosso do Sul (Mato Grosso do
Sul, 2005) e possui uma area de drenagem de 17.016,693 km? (SEMAC, 2010). O principal
curso d’agua ¢ o rio Apa que tem sua nascente na serra de Maracaju, a uma altitude de 600
m, e sua foz no rio Paraguai a uma altitude de 60 m e seus principais afluentes sdo o rio
Perdido e rio Caracol. A bacia do Apa, ao norte, faz divisa com as bacias dos rios
Nabileque e Miranda, ao leste, com a bacia do rio lvinhema e, ao sul e oeste, com o
Paraguai (Mato Grosso do Sul, 2005).



Legenda ¥
— Principais rios da bacia hidrogréfica do rio Apa /
[] Bacia Hidrografica do rio Apa

[ Regigo Hidrografica do Paraguai _
[ Mato Grosso do Sul

Sistema de Referéncia de Coordenadas
Sirgas 2000 \‘—'\//

Figura 2. Mapa de localizacdo da bacia hidrografica do rio Apa localizada na Regido Hidrogréfica
do Paraguai no estado de Mato Grosso do Sul. Destaque para os principais rios. Fonte. Proprio autor.

A bacia hidrogréfica do Apa, definida no Plano Estadual de Recursos Hidricos de
Mato Grosso do Sul como Unidade de Planejamento e Gerenciamento Apa, para 0 rio
Paraguai apresenta vazdo minima de 1.224 m%/s para o periodo de estiagem, e maxima de
3.270 m®/s para o periodo de cheia e apresenta média de vazdo de 2.372 m%/s. Os afluentes
apresentam vazdes que variam de 0,90 m®/s entre os meses de agosto a setembro, a 540
m3/s para o rio Apa, entre novembro e janeiro (Mato Grosso do Sul, 2005).

Os dados do Plano Estadual de Recursos Hidricos de Mato Grosso do Sul
demonstram que essa bacia possui disponibilidade hidrica classificada em situacdo de
confortavel (> 1.700 m3hab/ano) com relagdo entre vazio média e vazdo de retirada
classificada como excelente (<5%), relacdo entre a vazdo de retirada e vazdo de
permanéncia em estado de excelente (<5%) e relagdo entre a vazdo de retirada e vazédo

minima em estado de confortavel (5 a 10%) (Mato Grosso do Sul, 2005).

2.1.3 Bacia hidrografica do Miranda

A bacia hidrogréafica do rio Miranda (Figura 3) esta localizada entre as coordenadas
geograficas 19° 15’ 00”” ¢ 22° 00” 00’ de Latitude Sul e 54° 15’ 00*” e 57° 30’ 00’ de

Longitude Oeste, na regido sudoeste do estado de Mato Grosso do Sul (Mato Grosso do



Sul, 2005) e possui uma area de drenagem de 43.663,571 km? (SEMAC, 2010). No estado
de Mato Grosso do Sul, essa bacia hidrogréfica é a Unica a dispor de um Cémite Estadual
de Bacia Hidrografica (Comité de Bacia Hidrografica do Rio Miranda — CBH-Miranda)
(SEMAC, 2010).

A/
>
3
%
y
?)
. 3

Legenda

— Principais rios da bacia hidrogréfica do rio Miranda
77 Bacia Hidrogréfica do rio Miranda
[ Regigo Hidrografica do Paraguai
[J Mato Grosso do Sul
Sistema de Referéncia de Coordenadas
Sirgas 2000

Figura 3. Mapa de localizacdo da bacia hidrografica do rio Miranda localizada na Regido
Hidrografica do Paraguai no estado de Mato Grosso do Sul. Destaque para os principais rios. Fonte. Préprio
autor.

O principal curso d’agua ¢ o rio Miranda (756,65 km de extensdo), sua nascente
esta localizada nos limites municipais de Ponta Pord, Guia Lopes da Laguna e Jardim e sua
foz ocorre em Corumba no rio Paraguai e seus principais afluentes pela margem direita séo
0 rio Aquidauana, rio Taquarugu, Agachi e o rio Nioaque. Pela margem esquerda os
principais afluentes sdo o rio Salobra, rio Formoso, rio da Prata, rio Chapena e rio do
Peixe. A bacia do Miranda, ao norte, faz divisa com as bacias dos rios Taquari e Negro, ao
sul, com a bacia do Apa e ao oeste, com a Nabileque (IMASUL, 2016).

A bacia hidrogréfica do Miranda, definida no Plano Estadual de Recursos Hidricos
de Mato Grosso do Sul como Unidade de Planejamento e Gerenciamento Miranda, possui
vazdes maximas que apresentam maiores variacBes nos meses de janeiro e dezembro,
entre, aproximadamente, 100 m%/s a 400 m%/s. As maiores vazdes ocorrem em dezembro,
janeiro e fevereiro, atingindo 650 m®/s e os menores valores ocorrem entre setembro e
outubro, chegando a 18,5 m®s (SEMAC, 2010).

Os dados do Plano Estadual de Recursos Hidricos de Mato Grosso do Sul

demonstram que essa bacia hidrografica possui disponibilidade hidrica em situacdo de



confortavel (> 1.700 m®hab/ano) com relacdo entre vazdo média e vazio de retirada em
estado de excelente (<5%), relagéo entre a vazdo de retirada e vazdo de permanéncia em
estado de confortavel (<5%) e relacdo entre a vazao de retirada e vazdo minima em estado
de confortavel (5 a 10%) (MATO GROSSO DO SUL, 2005).

2.2. Regido Hidrografica do Parana

A Regido Hidrogréafica do Parana (Figura 4) compreende o trecho brasileiro de uma
das unidades hidrograficas da Bacia do Rio da Prata, o Alto Parana, que por sua vez tem
sua nascente na Serra da Mata da Corda em Minas Gerais e sua foz no rio Iguagu, na
triplice fronteira Brasil — Argentina — Paraguai. Essa Regido Hidrogréfica possui uma &rea
de 879.860 km?, representando 10% do territorio nacional. Faz limites ao sul com as
Regido Hidrografica do Uruguai, a sudeste com Atlantico Sul, a sudeste e leste com
Atlantico Sudeste, a leste e nordeste com Sao Francisco, ao norte com Tocantins-Araguaia,
a noroeste com a Regido Hidrografica do Paraguai, a oeste com a Regido Hidrografica do
Paraguai e sudoeste com a Argentina (IBAMA, 2006).

Nos dominios dessa Regido Hidrografica, em territorio brasileiro ocorrem 0s
biomas de Cerrado e Mata Atlantica e esta disposta nos territérios dos estados de Mato
Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, S&o Paulo, Parang, Santa Catarina e Distrito Federal
(SNIRH, 2016). Essa Regido Hidrografica, no estado de Mato Grosso do Sul, é formada
pelas bacias hidrograficas dos rios Aporé, Sucuril, Verde, Pardo, Ivinhema, Amambai e
Iguatemi, representando aproximadamente 47,46% da area total do Mato Grosso do Sul
(MATO GROSSO DO SUL, 2005).
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Figura 4. Mapa de localizacdo da Regido Hidrografica do Parand na Bacia Hidrogréafica do Alto
Parana no territorio nacional e internacional. Fonte. Prdprio autor.

2.2.1 Bacia Hidrogréfica do Ivinhema

A bacia hidrografica do rio Ivinhema (Figura 5) esta limitada a oeste pela Serra de
Maracaju e a leste pela calha do rio Parand o que lhe d& uma area de drenagem de
46.668,75 km? (IMASUL, 2015).

T g Y
i) & \ 1
A A s
= N
Agg %‘% =
R 7
it . ST {
ML - / / x - !
r = / / 2 | s
&
" b % v
: \

' - . e Al
N o
25 0 25 50 75km TN

Legenda

Principais rios da bacia hidrografica do rio lvinhema
|| Bacia Hidrografica do rio lvinhema
[ Regi#o Hidrografica do Parana

1 Mato Grosso do Sul
Sistema de Referéncia de Coordenadas

Sirgas 2000

Figura 5. Mapa de localizacdo da bacia hidrografica do rio Ivinhema localizada na Regido
Hidrogréfica do Parana no estado de Mato Grosso do Sul. Destaque para 0s principais rios. Fonte. Préprio
autor.



O principal curso d’agua ¢ o rio Ivinhema (491,65 km de extensdo), sua nascente
esta localizada nos limites municipais de Rio Brilhante, Angélica e Nova Alvorada do Sul
e sua foz ocorre em Navirai no rio Parana. Como principais afluentes tem-se 0s rios
Dourados, Brilhante e Vacaria (IMASUL, 2014).

Entre as sub-bacias hidrogréaficas que formam a bacia hidrografica do rio Ivinhema,
a sub-bacia hidrografica do rio Dourados abriga o riacho Agua Boa que tem sua nascente
localizada no interior do Parque Antenor Martins e ao longo do percurso até a foz no rio
Dourados recebe contribui¢Ges dos riachos Rego D’agua e Paragem (PEREIRA, 2007) ¢ a
sub-bacia hidrogréfica do rio Brilhante abriga o riacho Laranja Doce que tem sua nascente
no interior do territdrio indigena da Aldeia Boror6é (COSTA et al, 2014). Ambos riachos

estdo localizados no municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul.

2.3 O género Astyanax

A ictiofauna brasileira € composta por aproximadamente 3.000 espécies de agua
doce (BRASIL, 1998). Mesmo assim, a riqueza total de espécies deve superar o valor
mencionado anteriormente, pois o conhecimento sobre a diversidade das espécies da
ictiofauna ainda é incompleto (Rosa e Lima, 2008). Desta maneira, conforme explica
Froehlich et al., (2017), o Brasil abriga cerca de 10% das espécies de peixes do mundo, ja
gue se estima a existéncia de 28.000 espécies de peixe no mundo.

Para Mato Grosso do Sul ha registro de 358 espécies de peixes, pertencentes a 11
ordens, com certa predominancia para Characiformes e Siluriformes, e 43 familias, sendo a
Characidae e Loricariidae as que apresentam maiores numeros de espécies (FROEHLICH
et al., 2017). Entre as espécies de ocorréncia no Mato Grosso do Sul, destaca-se a espécie
Astyanax lacustris. O género Astyanax foi descrito por Baird e Girard (1854), a partir da
especie Astyanax argentatus, atualmente reconhecida como Astyanax mexicanus. Esse
género é um dos mais enganosos da familia Characidae, pois as espécies possuem
semelhancas morfologicas (ROSSINI, 2015; ROSSINI et al. 2016). A especie Astyanax
lacustris (Figura 6) foi descrita por Lutken (1875), com as seguintes caracteristicas: 6-7
fileiras de escamas entre a nadadeira dorsal e na linha lateral, e também entre a linha lateral

e a nadadeira pélvica, auséncia de dentes no maxilar e uma mancha escura arredondada



horizontalmente na regido umeral. Apresenta maior altura do corpo na origem da nadadeira
dorsal, na nadadeira anal com 25-34 raios ramificados e uma faixa estreita que se estende
do meio até o final do corpo, tornando-se mais conspicua na mancha do pedunculo caudal
(NUNES, 2012).

Figura 6. Exemplar de Astyanax lacustris. Fonte. Proprio autor.

Recentemente Lucena e Soares (2016) revisaram as espécies do subgrupo Astyanax
bimaculatus das drenagens dos rios da Prata e S0 Francisco e dos sistemas costeiros do
Sul do Brasil e Uruguai. Esses autores definiram que o Astyanax lacustris e A. abramis.
Astyanax jacuhiensis, A. asuncionensis e A. altiparanae séo reconhecidos como sinénimos

de Astyanax lacustris.

2.4 Escamas

Escamas sdo elementos 6sseos encontrados em peixes e sdo derivacdes da derme
com origem no interior da pele (SIRE & AKIMENKO, 2004). Podem ser consideradas
tecidos especiais por exibirem diferencas ou por demonstrarem caracteristicas homogéneas
entre espécies ou grupos especificos (ROBERTS, 1993). Essas estruturas que nos peixes
desenvolvem fungbes de protecdo e hidrodindmica podem ser classificadas em diferentes
tipos, como por exemplo, em cosmoide, ganoide e leptoide, sendo essa ultima
subclassficada em ctenoide e cicloid (MORI et al., 2012). As escamas de A. altiparanae ou
lacustris estdo inseridas no subgrupo cicloide (SANTANA, 2014; SIRE & AKIMENKO,
2004).

Escamas de peixe sdo formadas por uma matriz extracelular composta
principalmente por fibras de colageno tipo | e por hidroxiapatita deficiente em célcio.

Juntas formam uma estrutura tridimensional altamente ordenada que apresentam duas
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regides distintas: uma camada externa (6ssea) e uma placa fibrilar interna (Olson e Watabe,
1980).

A camada 6ssea apresenta uma composi¢éo inorganica indicando a presenca de fase
mineral composta por apatita, especificamente hidroxiapatita Caio(PO4)s(OH). (VIEIRA et
al., 2009; MORI et al., 2013) e apresenta relagdo de Ca/P de aproximadamente 1,67%,
caracteristica comum as escamas de peixes (DIAS, 2007; DEER, HOWIE, ZUSSMAN,
2000; MAVROPOULOS, 1999). Especificamente para escamas de Astyanax altiparanae,
Lima (2015) relata que para a fase inorganica os elementos quimicos encontrados séo C, N,
O, Na, Mg, P, K, Ca.

J& a placa fibrilar interna é responsavel pela fase organica composta basicamente
por colageno que é um bastdo helicoidal com trés filamentos com cerca de 300 nm
(STRYER, 1992; BIRK & BRUCKNER, 2005) e nessa fase sdo encontrados os elementos
C, N, O, Ca, S (LIMA, 2015). O colageno € uma proteina composta por varias moléculas,
sendo que cada molécula é formada por um entrelacamento de cadeias polipeptidicas
denominadas cadeias alfa que formam uma tripla hélice (VARGAS, AUDI,
CARRASCOSA, 1997). Nas cadeias alfas do colageno tipo | sdo encontrados diversos
aminoacidos, a saber: a) aminoacidos &cidos — &cido aspartico, acido glutdmico; b)
aminoacidos basicos — histidina, lisina e arginina; c) aminoacidos hidrofébicos — valina,
metionina, leucina, isoleucina (GOISSIS, 2007).

O Colageno do tipo | estd presente em todos os vertebrados e pode ser encontrado
em escamas de peixes (GOISSIS, 2007; KIMURA, MIYAUCHI, UCHIDA, 1991). Entre
o0s tipos de colageno, o tipo | é o mais importante por desenvolver fungdo mecanica na
matriz extracelular (RAMACHANDRAN, 1967).

Sendo assim, as escamas de peixes ao longo dos anos tem sido alvo de diversos
estudos para entender a formacdo desses elementos (OLSON & WATEBE, 1980), para
verificar comparacfes morfoldgicas entre escamas (ROBERTS, 1993) bem como fazer
caracterizacdes quimica (SANTOS, 2009) fisica (VERNEREY & BARTHELAT, 2010).
Além disso, estudos diversos sdo aplicados as escamas de peixes e apresentam importancia
na area das ciéncias ambientais por permitirem andlises eficientes, sobretudo, quando
completadas por técnicas espectroscopicas, por exemplo, para distinguir populacbes de
peixes da mesma espécie (ALMEIDA et al, 2016) e para analisar a integridade ambiental
de riachos (SANTANA et al, 2015).
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A presenca de colageno e de hidroxiapatita nas escamas tem demonstrado potencial
para aproveitamento na area da salde que visualiza a aplicacdo da hidroxiapatita na
condicdo de biomaterial para auxiliar na recuperacdo de tecidos 6sseos (PON-ON et al,
2016; SANTANA, 2018) e do colageno para o desenvolvimento e reconstrucdo de tecidos

em sistemas curativos (Pati, Adhikari, Dhara, 2010).

2.5 Pardmetros abioticos e bidticos

Em ambientes aquéticos, as caracteristicas ambientais, isto €, o tipo de rocha, solo,
clima e vegetacdo determinam os parametros abidticos e bidticos do ambiente (OLIVEIRA
& FERREIRA, 2003). Além dessas caracteristicas que podem determinar a composicao
quimica dos corpos hidricos, ha de se considerar as contribui¢des ou perturbagcdes humanas
no ciclo hidrolégico (MARGALEF,1983; VON SPERLING, 2007).

As intervencBes humanas sdo capazes de alterar a qualidade ambiental dos corpos
hidricos e podem ocorrer de forma difusa quando o estabelecimento da relacdo causa e
efeito € mais complexa ou ocorrem de forma pontual quando essa relacdo é de facil
estabelecimento (Finkler, 2013).

Para avaliar a qualidade ambiental € comum que a atividade de monitoramento faca
uso de diversos parametros que juntos possam descrever a condicdo ambiental. Estudos
que buscam diagnosticar as condi¢des de rios ou bacias hidrograficas tem usado diversos
parametros, como Oxigénio Dissolvido, Potencial Hidrogeniénico (pH), Solidos Totais,
Condutividade Elétrica, Temperatura, entre outros (TOMAZELA, 2008; IMASUL 2014;
PIRATOBA et al, 2017).

O oxigénio dissolvido é um dos parametros mais utilizados e mais importante para
caracterizar e conhecer a dindmica de um ecossistema aquatico (ESTEVES, 1998). A
condutividade elétrica além de indicar a quantidade de sais presente na agua é capaz de
expressar fendmenos importantes que ocorrem no ambiente e ainda pode permitir uma
correlagdo com a disponibilidade de nutrientes presente no corpo hidrico (TUNDISI &
TUNDISI, 2008).

No Brasil os pardmetros fisicos e quimicos sdo estabelecidos pelo arcabouco
juridico. A Resolugdo n® 357, de 17 de margo de 2005, do Conselho Nacional de Meio

12



Ambiente estabelece o enquadramento dos corpos de &gua em classes conforme 0 uso
preponderante e determina que para aguas doces 0 parametro de oxigénio dissolvido seja:

Classes de agua doce Oxigénio Dissolvido mg/L O,
Classe | >6
Classe Il >5
Classe 111 >4
Classe IV > 2

Quadro 1. Classes de enquadramento de corpos d’agua em fungdo do parametro de oxigénio
dissolvido O, (mg/L) conforme Resolu¢do Conama 357/2005.

J& a condutividade elétrica da agua ndo é estabelecida em jurisdi¢do federal, porém,
a Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo — CETESB tem um entendimento que
valores de condutividade acima de 100 pS/cm™ indicam ambientes impactados (CETESB,
2018). No entanto, valores de condutividade acima de 100 uS/cm™ podem ser verificados
em rios ou riachos conservados pertencentes a bacia hidrografica do Rio Miranda, como
por exemplo, o rio Formoso que apresenta alto grau de conservacao, na regido do Planalto
de Bodoquena, rico em rocha calcaria (MEDINA JUNIOR, 2007).

Embora 0 monitoramento ambiental baseado em parametros de qualidade de a4gua
possam demonstrar uma resposta consideravelmente efetiva, Vieira & Shibata (2007)
descrevem que estes parametros estdo direcionados ao descritivo de qualidade de agua para
0 consumo humano e ndo a conservacdo da biota aquatica.

Sendo assim, a utilizacdo de indicadores biolégicos como 0s peixes torna-se
fundamental para alcancar maior entendimento das condi¢cBes de ambientes aquéticos
(Wooton 1990, Castro & Cassatti 1997, Smith et al, 1997, Karr 1981).

A importdncia da utilizagdo de peixes para demonstrar o grau de qualidade
ambiental de ambientes aquaticos ja esta estabelecida, tanto é que, apds a criacio do indice
de Integridade Biotica de James R. Karr em 1981, todos os estados americanos e todos 0s
continentes, exceto o Alaska, passaram a fazer adaptacdes deste (DRAKE & PEREIRA,
2003). Posteriormente outros indices multimétricos passam a ser adaptados para outros
componentes bioldgicos e outros propositos (JARAMILLO-VILLA & CARAMASCHI,
2008).
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2.4 Espectroscopia fotoacustica

A espectroscopia € um termo geral aplicado a ciéncia que estuda a interacdo de
diferentes tipos de radiagdo com a matéria (SKOOG et al., 2002; Rosencwaig, 1978). De
acordo com Bosquet (1971) citado por Rosencwaig (1978) a espectroscopia Optica
convencional pode ser dividida em duas categorias, a saber: uma primeira categoria, que
envolve o estudo de fotons que ndo interagem com o material e uma segunda categoria,
que estuda os fotons que sofrem alguma interacdo com o material, de modo que a maioria
das técnicas utilizadas sdo variacdes desses modelos.

A espectroscopia fotoacuUstica estuda a interacdo da energia com a matéria, porém
se diferencia por estudar a interacdo dos fotons com a amostra por meio da medida direta
da energia absorvida pelo material como resultado de sua interacdo com o feixe de fétons.
O resultado dessa interagdo é a geragdo do efeito fotoacUstico que de maneira simplificada
¢ um som resultante do aquecimento periddico de uma amostra por uma fonte de luz
modulada (CESAR, 1979).

Conforme explica Neri (1986) apds a teorizacdo por Rosencwaig e Gersho a
espectroscopia fotoacustica passou a ser utilizada com sucesso para investigar propriedades
térmicas e elésticas de reacfes quimicas, de processos radiativos, de eficiéncia quantica
entre outras possibilidades que consideram diversos tipos de materiais inorganicos, como

também em materiais bioldgicos.

2.4.1 Historia e sinal acUstico de Alexander Graham Bell

A percepcao de um efeito sonoro emitido por um material apos este ser exposta a
luz foi primeiramente relatado por Alexander Graham Bell em 1880 (PATEL, 2013).
Conforme explica Rosencwaig e Gersho (1976), Alexander Graham Beel descobriu esse
efeito quando fez incidir um feixe de luz solar com interrupcGes periodicas em uma
amostra posicionada no interior de uma célula fechada conectada a um tubo auditivo.

Ao perceber esse efeito por meio de seu experimento, Alexander Graham Bell

publicou junto a “American Association for the Advancement of Science” um artigo
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intitulado em “On the production and reproduction of sound by light” descrevendo que
havia encontrado uma propriedade em diferentes materiais, tais como o ouro, prata, platina,
ferro, marfim, celulose, borracha, madeira, papel, vidro entre outros. A propriedade a qual
Alexander Graham Bell se referia como efeito fotofonico, isto &, transmissdo de som pela
luz, resultava da exposi¢do da amostra ao feixe de luz e a intensidade do som dependia da
frequéncia de mudanca na luz (BELL, 1880).

O experimento inicial de Alexander Graham Bell desenvolvido conjuntamente com
Sumner Tainter objetivou criar um telefone capaz de garantir a comunicagdo entre pessoas
utilizando o som da voz falada, algo ainda inédito para os anos de 1880. O aparato inicial
para tal experimento esta representado na Figura 7.

Luz solar

Espelho

Lente

Refletor parabélico

Diafragma ‘ Espelho

€lula de Selénio

®

nnn

Circuito'\” ,¢ y" M= e
" Bateria meaglor
telefénico

Figura 7. Demonstracdo do aparato experimental utilizado por Alexander Granham Bell e Sumner
Tainter em 1880. Descoberta do sinal acUstico e invencao do aparelho chamado de Fotofone. Fonte. Bell
(1880).

Para a realizacdo do experimento exemplificado acima, Sumner Tainter operou o
transmissor que estava localizado na Franklin School House, Washington, ou seja, foi o
responsavel pela producédo da fala que deveria ser ouvida por Alexander Granham Bell que
havia se posicionado com o receptor telefénico em seu laboratério a uma distancia de 213
metros. Desta maneira, o experimento consistiu em garantir que um feixe de luz solar fosse
concentrado através de uma lente sobre o espelho do diafragma enquanto o senhor Tainter
emitia sons vocais pela fala. Apds a reflexdo nesse espelho, esse feixe foi novamente
tornado paralelo ao passar por outra lente. O refletor parabolico que recebeu o feixe

(posicionado a 213 metros do transmissor) converteu-os para o centro, onde estava
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posicionada uma sensivel célula de selénio e que por sua vez estava conectada em um
circuito local com uma bateria e um telefone (BELL, 1880). Uma vez que a resisténcia do
Selénio varia com a intensidade da luz, o feixe de luz solar modulada resultou em um
discurso vocal eletricamente reproduzido (Rosencwaig, 1941). Como resultado, o senhor
Bell escutou a seguinte frase: “Sr. Bell, se vocé ouve o que digo, venha até a janela e agite
seu chapéu” (BELL, 1880).

Considerando o principio de que a energia contida na luz poderia causar
perturbacdes no arranjo molecular de materiais como por exemplo o ferro e gerar um sinal
acustico, Bell passou a aceitar que tais perturbacGes também poderiam ser observadas em
selénio cristalino. Sendo assim, foi organizado outro experimento para testar os receptores
fotbnicos (Figura 8) (Bell, 1880).

Luz solar

Lente Selénio Cristalino

Espelho

(® Disco perfurado Diaffagria

Figura 8. Demonstragéo do aparato experimental utilizado por Alexander Granham Bell e Sumner
Tainter para testar receptores foténicos selénicos. Fonte. Bell (1880).

A partir deste ponto, 0 experimento passou a testar diversos receptores, por isso,
Bell e Tainter passaram a investigar se distintas amostras poderiam reagir emitindo algum
som quando excitadas por uma fonte de luz sem a prévia presenca de som vocal. Desta
forma, a Luz solar era direcionada por um espelho a uma lente, apés isso, na regido focal, o
feixe era interrompido por um disco perfurado que exercia um movimento rotativo para
posteriormente ser direcionada ao fino disco de selénio cristalino e ter seu sinal captado
pelo diafragma (BELL, 1880).

Analisando o Selénio cristalino e outras amostras sélidas, Bell concluiu que os sons
podiam ser produzidos pela acdo de uma luz variavel absorvida pela amostra e que a
intensidade do sinal dependia da intensidade da luz incidente sobre a amostra e 0 quanto de
luz era absorvida pelo material. Além disso, ficou evidenciado que o sinal podia ser
ampliado quando aplicado um fino diafragma ou ainda quando esse diafragma fosse
produzido com o material alvo da analise (BELL, 1880 ROSENCWAIG, 1978).
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Uma vez relatado o efeito fotoacustico para amostras sélidas, Alexander Graham
Bell e outros pesquisadores passaram a investigar esse fendmeno em solidos, liquidos e
gases. Entdo, j& em 1881 trabalhos sobre fotoacustica foram publicados por Alexander
Graham Bell, John Tyndall, William Henry Preece e Wilhelm Conrad R&ntgen
demonstrando que o efeito fotoacustico ndo estava limitado aos sélidos, mas que também
ocorria em liquidos e gases (THOEN, 1997).

Para amostras liquidas Bell montou um aparato experimental de maneira a permitir
que um foco intermitente de luz solar fosse incidido na por¢do média de um tubo de ensaio
preenchido com o liquido. Entre os liquidos utilizados (agua limpa, &gua descolorida por
tinta, Mercurio, Eter Sulfarico, Aménia, Sulfato de Aménio de Cobre, Tinta de Escrita,
indigo em Acido Sulfarico e Cloreto de Cobre) Bell pode classificar os liquidos em pelo
menos quatro ordens de sinais: 1 — sem sinal audivel; 2 — som fraco; 3 — nenhum som
ouvido; 4 — Som fraco, mas distinto. Desta maneira, conclui-se que embora ocorra o efeito
em amostras liquidas, esse é muito enfraquecido (BELL, 1881).

Para amostras gasosas, Bell seguiu as sugestdes de John Tyndall para preparar um
tubo de ensaio preenchido com vapor de éter sulfuroso (bom absorvedor de calor) e um
outro tubo com vapor de bissulfeto de carbono (pobre absorvedor de calor). Ambos
apresentaram um sinal fotoacustico, porém foi maior no éter sulfuroso. Posteriormente,
ainda analisou vapores de agua, gas de carvao, éter sulfuroso, alcool - aménia, amileno,
brometo de etila, dietilamina, mercurio, iodo e peroxido de nitrogénio. Os sons mais altos
foram obtidos a partir de iodo e perdéxido de nitrogénio (BELL, 1881).

Posteriormente as publicacdes de Bell sobre o Fotéfone (Photofone) e o efeito
fotoacustico em gases e vapores, Tyndall (1881) que estudava as relagbes do calor em
gases por meio de um termémetro para gases (Termopile - Thermopile; Galvandémetro -
Galvanometer), passou a considerar que as descobertas de Alexander Graham Bell
poderiam ser aplicadas em seus experimentos para fornecer os resultados esperados. Sendo
assim, Tyndall montou um experimento seguindo os principios ja considerados para gases
e vapores e concluiu que para ambos ocorria a emissao de sons, porém em gases havia
maior intensidade.

Rontgen (1881) também se dedicou ao estudo da capacidade dos gases serem
aquecidos quando excitados por uma fonte de luz. Em um experimento, percebeu que
quando um feixe de luz era incidido em um tubo preenchido com algum gés, ocorria um

aumento de pressdao e que ao cessar esse feixe de luz a pressdo diminuia, podendo essa
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variacdo de pressdo ser registrada por um mandmetro. Além disso, descreveu que o
aumento da pressdo era menor para 0 ar quando comparado com outros gases fortemente
absorvedores. Apds isso, considerou 0s conhecimentos relatados por Beel em 1880 sobre o
Fotdfone (Photofone) e elaborou um aparato experimental capaz de incidir luz intermitente
em amostras de gas e vapor e concluiu que os sons emitidos ndo eram propriedades dos
raios de luz e sim do resultado de aquecimento e expansédo produzidos pela absorgéo, e 0
subsequente resfriamento e contracdo do copo absorvente.

Preece (1881) explicou por meio de seus experimentos que o efeito sonoro se
originava de uma transmissdo de calor da amostra solida para o gas contido em uma
camara fechada devido a expansao desse gas absorvente sob a influéncia do calor e que
quanto maior for a eficiéncia nessa transferéncia, maior seria o sinal sonoro.

Sendo assim, tornou-se estabelecido no meio cientifico que 0s sons eram
produzidos pela acdo direta de uma luz incidida de forma intermitente em uma amostra
liquida, sélida ou gasosa. Apos esses eventos, pode-se considerar que as pesquisas acerca
do efeito fotoacustico tenham perdido forga, sobretudo, pelo fato de que o receptor desse
sinal era o ouvido humano, ndo permitindo calibracdes (ROSENCWAIG, 1978). Entdo, o
efeito fotoacustico voltou a ser investigado cientificamente na década de 1970, quando se
chegou a um entendimento adequado do efeito na matéria condensada e entdo ao longo dos
anos diversas técnicas com variadas fontes de excitacdo e aplicacdes passaram a ser
desenvolvidas e aplicadas (THOEN, 1997).

Atualmente o entendimento sobre o efeito fotoacustico esta consolidado e é
explicado por meio de um fendmeno que resulta da absorcdo e conversdo de energia
luminosa em energia térmica, sendo essa energia térmica resultante do processo de
desexcitacdo ndo-radiativa que produz o aquecimento do meio. Somando a isso uma fonte
de luz intermitente, assume-se que 0 aquecimento também terd esse comportamento e ira
gerar a variacdo de pressdo no ar adjacente a amostra, 0 que resulta no sinal fotoacustico
(SAWADA, 2000).
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2.4.2 Modelo Teorico de Rosencwaig e Gersho

Ao longo dos anos, a espectroscopia fotoacustica pode responder qualitativamente
por meio dos espectros de absor¢do Optica. Porém, ainda havia uma lacuna sobre a
interpretacdo da resposta quantitativa acerca do sinal fotoacustico. Buscando preencher
essa lacuna, Rosencwaig e Gersho desenvolveram um modelo tedrico para explicar esse
efeito, isto é, compreender a grandeza do sinal fotoacustico por meio de um modelo
matematico.

Para esse modelo tedrico assume-se uma célula fotoacUstica com didmetro d e
comprimento L, como mostrado na Figura 9. O comprimento L é pequeno comparado ao
comprimento de onda do sinal acustico e 0 microfone detectara a pressdo média produzida.
A amostra tem didmetro d e espessura |. A amostra é posicionada na célula fotoacustica de
maneira que uma face fique exposta ao gas (ar) dentro da célula e outra face fique em

contanto com um suporte de espessura lp.

Fronteira da camada de gas

Amostra 2
Gas (ar
| / (ar)
vIF =
Suporte | — Luz
! i “T incidente
| -
!
| | [ 4 |
-(1+1y) -1 0+27r/ag X —» +1,

7]

Figura 9. Corte transversal ilustrativo de uma célula fotoacustica cilindrica. Demonstragdo das
posic¢des do suporte, amostra, fronteira da camada de gés, coluna de gas e local de entrada da luz. Fonte.
Rosencwaig e Gersho (1976).

Adota-se que a amostra se estende de x =0 a x = - I, a coluna de gas (ar) se estende
de x=0ax=Ilgeosuporte de x = - | para x = - (I+l) devendo haver certa continuidade de
temperatura e fluxo de calor nos limitesx =0ex=-1.

Nesse modelo, a fonte do sinal se origina do fluxo de calor periddico do sélido para
0 gas circundante a medida que o solido € ciclicamente aquecido pela luz modulada. A

camada de ar que responde termicamente ao fluxo de calor é relativamente fina, e
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compreende a 27ag, 0 que em geral corresponde a algo em torno de 1 mm de espessura
para uma frequuéncia de 100 Hz, sendo ag = (a/2Dg)'? 0 coeficiente de difusdo térmica do
gas, o a frequéncia angular e Dg a difusividade térmica do gas. Devido a expansdo e
contracdo dessa camada de ar é que se pode considerar um modelo de pistdo vibratdrio no
restante da coluna de géas (ar), assim, criando o sinal fotoacUstico que percorre toda a
extensdo dessa camada de ar. A flutuacdo periddica de pressdo na célula fotoacustica é
proporcional a quantidade de calor que a amostra emite. Desta forma, hd uma relacao entre
a intensidade do sinal e a quantidade de luz absorvida, ou seja, amostras altamente
absorvedoras irdo ter sinal acustico maior em relacdo a amostras menos absorvedoras
conforme Bell (1881) e Tyndall (1881) j& haviam mencionado (ROSENCWAIG E
GERSHO, 1976; ROSENCWAIG, 1978).

Uma amostra solida pode ser considerada opticamente transparente ou opaca,
podendo apresentar um desempenho fotoacUstico ou ndo. Para amostras soélidas
transparentes ou opacas, a luz é absorvida ao longo de sua espessura (Rosencwaig e
Gersho, 1976; Rosencwaig, 1978). O parametro utilizado para expressar essa penetracao de
luz é denominado comprimento de absorgdo Optica, lg, isto €, Ig = 1/4, sendo S o
coeficiente de absorcdo Optica da amostra. Sendo assim, a amostra pode ser classificada
por meio de uma relacdo do comprimento de absorcao optica (lIg) em funcdo da espessura
da mesma (I) (Figura 10) (MORISHITA, 2014).
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Figura 10. Classificacdo da absorc¢éo dptica I em funcdo da distancia e da espessura | que a radiagéo
luminosa penetra na amostra. Fonte. Adaptado de Bento (1990).

Em uma amostra opaca, a luz incidente em x = 0 penetra a amostra até determinado
ponto da espessura, sendo assim, o comprimento de absorcéo (lg) € menor ou muito menor
que a espessura da amostra (I). J& para a amostra absorvedora, a luz percorre toda a sua
espessura, ou seja, 0 comprimento de absorcdo Optica (Ig) é aproximadamente igual a
espessura da amostra (I) e em uma amostra transparente a luz passa completamente através
da amostra sem ser absorvida ou tendo apenas uma parcela muito pequena absorvida,
sendo assim, tem-se que o comprimento de absorcdo Optica (Is) € muito maior que a
espessura da amostra (1).

Além dessa permissibilidade de entendimento (I em fungdo de I) também é
possivel considerar uma relagdo do comprimento de difusdo térmica (us) em funcéo da
espessura da amostra (I) conforme exemplificado na Figura 11 (ROSENCWAIG e
GERSHO, 1976; ROSENCWAIG, 1978).
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Figura 11. Classificacdo da difusédo térmica s em funcdo da espessura I. Comparagdo entre amostras
termicamente transparente e opacas. Adaptado de Bento (1990).

Em amostras termicamente transparentes, no caso A, o comprimento de difuséo
térmica (1 = 1/as) é muito maior que a espessura (I), podemos entdo considerar essa
amostra termicamente fina (xs>> I). Para a amostra B o comprimento de difuséo térmica
(us) € maior que a espessura da amostra (l), indicando que também ha um regime
termicamente fino (us> 1). J& para a amostra C o comprimento de difusdo térmica (us) é
menor que a espessura da amostra (), definindo um regime termicamente grosso para a
amostra (s<I) (ROSENCWAIG e GERSHO, 1976; ROSENCWAIG, 1978).

Para as amostras termicamente opacas, a luz é absorvida a uma pequena distancia
em comparacdo a espessura da amostra. Entdo no caso D, o comprimento de difusdo
térmica (us) € muito maior que a espessura (l), podemos entdo considerar essa amostra
termicamente fina (us>>1). Para a amostra E, o comprimento de difusdo térmica (us) é
menor que a espessura da amostra (1), indicando que had um regime termicamente grosso
(us<I). J& para a amostra F, o comprimento de difusdo térmica (us) € muito menor que a
espessura da amostra (I), definindo um regime termicamente grosso (us<<l)
(ROSENCWAIG e GERSHO, 1976; ROSENCWAIG, 1978).

Assumindo alguns limites na teoria de Rosencwaig-Gersho é possivel encontrar
condi¢cBes que simplificam a anélise dos dados experimentais a partir do modelo
matematico. Dentre esses casos especiais, temos um no regime de transparéncia da
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amostra, isto é, lg = 1/ >> |. Para amostras com baixa absor¢do, na frequéncia de
transicdo do regime termicamente fino para o grosso temos al<1, sendo a o coeficiente de
difusdo térmica da amostra. Assim é possivel escrever uma expressao para essa frequéncia
de transicdo, também chamada de frequéncia caracteristica (fc):
D
f = el 1)
em que D é a difusividade térmica do material.

A mudanca de regime térmico em uma amostra opticamente transparente pode ser
observada pelo gréfico do sinal fotoacustico em funcdo da frequéncia por meio de uma
mudanca de inclinacdo na linearidade da curva®. Assim, utilizando a equagéo (1) é possivel
determinar a difusividade térmica do material por meio da adequacdo da espessura da
amostra ao regime de frequéncias utilizadas ou vice-versa.

A difusividade térmica é um parametro que possui uma unidade de &rea por tempo
(&rea/tempo) e demonstra como o calor se difunde em um material. Considerando que 0s
materiais sdo diferentes, a difusividade térmica deve ser compreendida como uma
propriedade intrinseca do mesmo (SAWADA, 2000).

2.4.3 Efeito fotoacustico aplicado em sistemas bioldgicos

No campo das ciéncias ambientais a espectroscopia demonstra capacidade de
aplicacdo em diversos estudos para diferentes objetivos. Por isso a espectroscopia
fotoacustica como ciéncia aplicada ao estudo de amostras bioldgicas tem sido usada ha
anos. Esse método aplicado aos sistemas bioldgicos demonstra vantagens, sobretudo, por
ndo haver necessidade de realizar tratamentos prévios nas amostras e além disso a técnica
permite aplicacdo em uma larga faixa do espectro (luz visivel, UV, 1V, raio-x, micro-
ondas).

H& mais de 30 anos, por exemplo, a espectroscopia fotoacustica ja havia sido
empregada por Neri (1986) em que por meio de medidas do sinal fotoacustico em funcéo
da frequéncia investigou mudancas na estrutura das folhas vegetais apos aplicacdo de

defensivos agricolas. Com o0 uso dessa técnica, o autor realizou uma microscopia

L Ver Figura 15 no capitulo 3.
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espectroscopica variando a frequéncia da fonte de luz, ou seja, ocasionou uma variagao no
comprimento de difusdo térmica (us) permitindo varrer a espessura de sua amostra.

Mais recentemente, diversas pesquisas investigaram diferentes atributos com o uso
da espectroscopia fotoacustica. Pedrochi, (2004) determinou a umidade de grdos de milho.
Freitas, (2009) acompanhou a evolucdo da ferrugem asiatica na cultura da soja. Melo et al.,
(2010) identificou compostos no solo. Doreto, (2012) diferenciou espécies de plantas
aquaticas. Monteiro, (2015) avaliou as propriedades térmicas de fibras fabricadas a partir
da bananeira (Musa ssp.).

Especificamente na investigacdo de propriedades de materiais bioldgicos, é possivel
mencionar a aplicacdo da fotoacustica diretamente ao Homem por meio dos estudos de
Castro, (2015) que mediu as mudancas estruturais da dentina cariada, de Morais (2012)
que avaliou a taxa de difusdo de compostos farmacos em feridas cutaneas em ratos, de
Barja (2012) que avaliou a absorcdo de luz solar na pele humana.

Na investigacdo de sistemas bioldgicos para a compreensdo de possiveis interagcdes
entre ecossistemas e individuos, a espectroscopia fotoacustica apresenta aplicacdes, por
exemplo, para avaliar a relacdo entre a dieta e composicdo quimica da cuticula em
formigas (Ectatomma brunneum Smith) (BERNARDI, 2014), para verificar variagdes
intraespecificas entre formigas (Ectatomma brunneum Smith) por meio da caracterizacdo
do veneno (BERNARDI, 2017).

Mais ao campo proprio de estudo apresentado nessa dissertacao, € possivel destacar
trabalhos que buscaram de alguma maneira realizar investigacfes por meio de material
biolégico ictioldgico. Nesse sentido, o trabalho de Almeida (2012) aplicando a
espectroscopia fotoacustica objetivou identificar diferencas entre 19 espécies de peixes
através do estudo de escamas. Lima (2015) aplicou a técnica de espectroscopia
fotoacUstica em escamas para diferenciar populacdes de peixe da espécie Astyanax
altiparanae e Santana (2014) estudou a integridade ambiental de riachos aplicando
espectroscopia fotoacustica em escamas de Astyanax altiparanae que sdo iguais as de

lacustris.
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2.5 Luminescéncia e eficiéncia quantica

Conforme explica Lakowicz (2006) a luminescéncia ocorre a partir dos estados
eletronicamente excitados e pode ser compreendida como a emisséo de luz em qualquer
substancia. Dessa maneira, quando as moléculas séo excitadas, isso é, recebem energia, por
exemplo, como radiacdo eletromagnética, os elétrons passam de um nivel de energia
fundamental para um nivel excitado e ao retornarem ao seu estado fundamental podem
emitir calor ou luz (luminescéncia) (HOLLER et al., 2009; SOTOMAYOR et al, 2008).

As substancias fluoroforas admitem a luminescéncia por varios mecanismos com
distingdo no tempo de vida. As substancias que emitem luz através do mecanismo de
fluorescéncia apresentam tempo de vida proximo a 10 ns (10 x10° s) enquanto que a
fosforescéncia (ou luminescéncia persistente) em torno de 102 para 10 s. (LAKOWCIZ,
2006).

Os resultados de técnicas que fazem uso da luminescéncia sao analisados por meio
da interpretacao de espectros, permitindo relacionar a intensidade da luz emitida em funcéo
do comprimento de onda (LOPES, 2014). Ternane salienta que a utilizacdo da
espectroscopia de fluorescéncia objetiva conhecer o comprimento de onda de emissao dos
elementos estudados e podem ser aplicados a fins diversos, como por exemplo, na
determinacédo da eficiéncia quantica de luminescéncia (TERNANE et al., 2002; FENG et
al., 2011). Esse parametro € fundamental no processo de caracterizagdo de um material que
pretende-se utilizar em aplicagdes fotbnicas.

A eficiéncia quantica do processo de fluorescéncia é definida por meio da relagdo
do nimero de fotons emitidos em relacdo ao numero de fotons absorvidos (MARCU,
FRENCH e ELSON, 2015). O primeiro relato de eficiéncia quantica foi feito por Shore e
Pardee, em 1956, oportunidade em que anunciaram a eficiéncia quantica dos aminoacidos
triptofano (20%), tirosina (21%) e fenilalanina (4%) (CHEN, 1967). Nos anos seguintes
diversos estudos continuaram a explorar a eficiéncia quantica destes e outros aminoacidos.
Estes passaram a ser 0s mais descritos na literatura, e por vezes sdo relacionados aos
diversos tipos de colageno. Estudos mais recentes determinaram a eficiéncia quantica de
triptofano (13%), tirosina (14%) e fenilalanina (2,4%), podendo ter desvios de acordo com
comprimentos de onda de excitacdo e técnica de deteccdo (BEREZIN & ACHILEFU,
2010; GHISAIDOOBE & CHUNG, 2014).
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CAPITULO 3 - MATERIAL E METODOS

3.1 Locais de coleta dos peixes

Os peixes utilizados para o desenvolvimento desta pesquisa foram coletados no
estado de Mato Grosso do Sul, em trés diferentes bacias hidrogréaficas pertencentes a regido

hidrogréafica do Paraguai e do Parana, como mostrado na Figura 12.
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© Locais de coleta em Miranda

® Locais de coleta em Apa
@ Locais de coleta em Ivinhema
— Hidrografia
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Sistema de Referéncia de Coordenadas Sirgas 2000

[ Regido Hidrografica do Parana

Figura 12. Localizagao das bacias hidrograficas dos rios Miranda, Apa e lvinhema. Fonte. Prdprio
autor.

Da bacia hidrografica do rio Miranda, foram coletados peixes nos riachos Areia,
Rio Verde, Guardinha, Paxixi, Dois Irmédos, Canastrdo, Queima Boca e Corrego das
Mogas. Ja para a bacia hidrografica do rio Apa foram coletados peixes em diferentes
riachos, no entanto, apenas o Rio Perdido é identificado. Para a bacia do rio Ivinhema
foram coletados peixes nos riachos Agua Boa e Laranja Doce. O quadro abaixo apresenta

os locais com seus respectivos codigos utilizados nesse trabalho.
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Locais de coleta

Bacia do Rio Miranda Bacia do Rio Apa Bacia do Rio lvinhema
Codigo | Nome doriacho | Cédigo | Nome do Riacho | Cédigo | Nome do Riacho
B05 Areia Apa 27 | Rio Perdido AB Agua Boa
B10 Rio Verde Apa 32 | Semidentificacdo | LD Laranja Doce
B12 Guardinha Apa 42 | Rio Perdido
B27 Paxixi Apa 47 | Sem identificacdo
B28 Dois Irmaos Apa 49 | Sem identificacdo
B31 Canastréo
B36 Queima Boca
B40 Cérrego das Mocas

Quadro 2. Discriminagdo das bacias hidrogréficas dos riachos em que os peixes da espécie Astyanax
lacustris foram coletados. Fonte. Prdprio autor.

3.2 Coleta e preparo das escamas

Os peixes foram organizados conforme local de coleta, desta maneira, de cada
riacho da bacia hidrografica do rio Miranda e da bacia hidrogréfica do rio Apa foram
separados 03 individuos que tiveram seus tamanhos medidos. Posteriormente, de cada
individuo foram retiradas 03 escamas da regido umeral. Essas escamas foram higienizadas
em agua destilada, secas em papel toalha, medidas as espessuras e armazenadas entre

laminas de vidro. O quadro 3 exemplifica o0 esquema organizacional para as amostras.

Local Individuo Escama Face
001 Interna ou Externa
01 002 Interna ou Externa
003 Interna ou Externa
" 001 Interna ou Externa
8 02 002 Interna ou Externa
003 Interna ou Externa
001 Interna ou Externa
03 002 Interna ou Externa
003 Interna ou Externa

Quadro 3 - Esquematica para organizacao das amostras conforme local, individuo, escama e face
interna e externa. Fonte. Proprio autor.

Para a bacia hidrogréfica do rio Ivinhema, microbacias do riacho Agua Boa e
Laranja Doce, foram separados 10 individuos de cada riacho que foram submetidos a

mesma sistematica anteriormente descrita.
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3.3 Espectroscopia fotoacustica

As andlises foram realizadas por meio da técnica de espectroscopia fotoacustica
composta pelo seguinte aparato experimental: laser Verdi G Series (532 nm), amplificador
lock-in Standford Research Systems, model SR810 DSP, um osciloscopio Tektronix TDS
2022B, um chopper e uma célula fotoacustica MTEC-300. Nessa célula, uma janela
permite a passagem da luz do laser e um microfone detecta a variacdo de pressdo do gas
gerado no interior da célula fotoacustica devido a geracdo de calor na amostra conforme

Figura 13.

Laser (A=532 nm)
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Figura 13. Exemplificacéo de aparato experimental utilizado para aquisi¢ao do sinal fotoacistico.
Fonte. Préprio autor.

Cada escama (amostra) foi inserida individualmente na célula fotoacustica
considerando a posigdo da mesma em relagéo a incidéncia do laser. Foram feitas medidas a
partir de 10 até 70 Hz. De 10 até 25 Hz, variou-se a frequéncia de modulagdo em passos de
5 Hz. A partir de 30 até 56 Hz a frequéncia de modulagdo obedeceu a variacdo de 2 Hz.
Posteriormente em 60 Hz até atingir a frequéncia maxima de 70 Hz as variagdes voltaram a
ser feitas a cada 5 Hz. As diferencas nas variacdes de frequéncias foram realizadas a fim de

minimizar ruidos ao longo da faixa de frequéncias analisadas.
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3.4 Analise paisagistica.

Anteriormente a elaboragdo do indice de Vegetacdo da Diferenca Normalizada
(NDVI) foi necessario delimitar as bacias hidrograficas. Para delimitagdo das bacias
hidrogréficas foi utilizada imagens de Modelo Digital de Elevacdo (MDE) disponiveis pelo
projeto Topodata. O procedimento foi realizado no Software QGIS 2.18 por meio do
algoritmo Taudem.

A vegetagdo possui uma assinatura espectral caracteristica e quando esta verde e
sadia demonstra um contraste entre a regido do visivel, especificamente no vermelho, e do
infravermelho proximo, e quanto maior for esse contraste, maior serd o vigor da vegetacédo
na area (Moreira, 2004)

Para a elaboraco do indice de Vegetacio da Diferenca Normalizada (NDV1) foram
utilizadas as bandas 04 (RED - vermelho) e 05 (NIR — infravermelho préximo) das
imagens de satélite LandSat8, resolucao espacial de 30 metros, ano de 2016.

O procedimento operacional para obtencdo desse indice foi executado no software
QGIS 2.18 por meio do operador da Calculadora Raster conforme Rouse et al. (1973)
utilizando a seguinte equagéo:

NDVI = (NIR-RED) / (NIR+ RED)
@)

Os valores de NDVI variam entre -1 e 1 de maneira que os valores mais proximo de
1 indicam maior quantidade de vegetacdo, enquanto valores mais proximos a -1 indicam
menor quantidade de vegetagdo (PONZONI e SHIMABUKURO, 2007).

3.5 Extracao da Hidroxiapatita e Colageno

A fim de investigar a luminescéncia da hidroxiapatita e do colageno foi necessario
realizar a extracdo desses componentes das escamas. Portanto, foram utilizadas escamas de
Tilapia rendali nos procedimentos de extracdo descritos abaixo.

A parte inorgénica referente a hidroxiapatita das escamas foram obtidas por meio
do procedimento de calcinacdo nas temperaturas de 700, 900 e 1100°C, sendo utilizadas 20
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g de escamas para cada temperatura. A calcinacdo foi realizada em uma mufla com rampa
de aquecimento de 5°C/min permanecendo por 1h na temperatura de calcinagéo.
Posteriormente as escamas foram trituradas com o auxilio de um pistilo em porcelana. Para
cada temperatura espera-se um rendimento de ~ 30% de pé a partir do peso inicial.

Os procedimentos para a extracdo da parte orgénica referente ao colageno das
escamas foram realizados em triplicata, na temperatura de 4°C. As escamas
(aproximadamente 5,0 g) foram secas e por 3 dias foram tratadas com 0,1 mol de NaOH
(40 ml) para remover proteinas ndo colagenas e pigmentos, alterando a solucdo uma vez ao
dia, depois foram lavadas com &gua destilada, secas e armazenadas a temperatura de -85°C
até serem utilizadas. A matéria foi extraida com 0,5 mol de acido acético (40 ml) durante 3
dias e ap6s isso o extrato foi centrifugado por 30 minutos. Os sobrenadantes foram
retirados e adicionados a NaCl (20 ml) até uma concentracdo final de 0,9 mol. A matéria
resultante, foi obtida por centrifugacdo por 30 minutos e descalcificado com 4 ml de 0,05
mol Tris-HCI (pH 7,5) contendo 0,5 mol de EDTA-4Na durante 2 dias e depois foi
desagregado com 4 ml de 0,1 mol de Tris-HCI (pH 8,0) contendo 0,5 mol de NaCl, 0,05
mol de EDTA-2Na e 0,2 mol de 2-mercaptoetanol (2-ME) por 3 dias. Apos coletar as
fibras de colageno, o residuo foi lavado com agua destilada por 2 dias, mudando a agua
uma vez por dia. O residuo obtido passou pelo processo de liofilizagdo. O material
liofilizado foi suspenso a 1 ml de 0,5 mol de acido acético com 10% (p / p) de pepsina (EC
3.4.23.1; 2x cristalizada, 3085 U mg™) Sigma, este processo foi mantido na temperatura de
4°C por 24 h. O colageno solubilizado com pepsina foi centrifugado por 30 minutos, o
sobrenadante foi dialisado com 4 ml de Na2HPO4 0,02 mol (pH 7,2) por 3 dias, mudando a
solugdo uma vez por dia. O precipitado resultante foi obtido por centrifugacdo durante 30
minutos e dissolvido em 0,5 mol de acido acético (1ml), adicionando NaCl a um final de
concentracdo de 0,9 mol. Seguida pela precipitagdo do colageno pela adicdo de uma
concentracdo final de 2,4 mol NaCl (0,8ml) a pH neutro. O precipitado resultante foi
obtido por centrifugacdo durante 30 minutos, dissolvido em 0,5 mol de acido acético (1ml)
e depois liofilizado (NAGALI et al., 2004).
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3.6 Espectroscopia de excitagdo-emissao

As medidas de excitacdo e emissdo foram realizadas para permitir conhecer a faixa
espectral de absorcdo e emissdo das amostras. Além disso, 0 mapa de excitagdo-emissdo
como produto oriundo desse procedimento permitiu selecionar uma faixa de excitacdo para
a luminescéncia, conforme apresentado na secéo 4.8.

Para realizar a analise de fluorescéncia foram utilizadas escamas de Tilapia (Tilapia
rendalli) que tiveram o colageno e hidroxiapatita extraidos e mantidos em pd. As amostras
foram colocadas individualmente em um recipiente préprio que foi inserido no suporte do
aparato do Fluorimetro Perkin EImer LS 55. Para obter os espectros e 0 mapa de excitacao-
emissdo das amostras de colageno e hidroxiapatita em p6 foram utilizados os parametros

listados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros configurados para obtencdo dos espectros e dos mapas de excitagdo-emisséo
das amostras de coldgeno e hidroxiapatita extraidas das escamas de Tildpia. Fonte. Proprio autor.

Amostra Comprimento de onda de Comprimento de onda de Filtro | Fenda
excitacdo (nm) emissao (nm) (nm)
Colageno 200 - 500 350-700 350 nm 5
Hidroxiapatita 200 - 500 350-700 Ausente | 10*
3**

*excitacdo; **emisséo.

3.7 Espectroscopia fotoacustica de luminescéncia do colageno

Nessa fase 0 objetivo foi obter o espectro fotoacustico de duas amostras, uma de
colageno e outra de carvao. Também foi obtido o espectro de luminescéncia da amostra de
colageno.

Para gerar o sinal fotoacustico das amostras de carvdo e do colageno foi utilizada
uma lampada de Xendnio (Xe) acoplada ao monocromador IHR 320, configurado para a
grade de 500 mm, com intervalo de 300 a 450 nm. Cada amostra foi inserida

individualmente na célula fotoacustica. A Figura 17 apresenta a montagem experimental.
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Figura 17. Exemplificacdo do aparato experimental utilizado para obtencéo do sinal fotoacUstico das
amostras de carvao e de colageno Tipo | oriundo das escamas de Tilapia. Fonte. Prdprio autor.

Afim de obter o sinal de luminescéncia da amostra de colageno tipo I, utilizamos
como fonte de excitacdo uma lampada de Xenoénio (X¢) acoplada em um monocromador
(Newport Cornerstone 260) com rede de difracdo de 500 mm.

A amostra foi posicionada no interior da célula fotoacUstica para receber a emisséo
de luz da lampada de Xeno6nio. Com a lampada acoplada ao monocromador, foi
estabelecido o intervalo espectral de excitacdo de 320 a 450 nm. A fluorescéncia foi
capturada por uma fibra Optica, posicionada préxima a janela da célula fotoacustica sem
haver interrupcdo do feixe de luz incidente e direcionada & um espectrémetro e entdo 0s
dados foram armazenados por um software no computador. A faixa de 320 a 450 nm
obedeceu um intervalo de 10 nm, de maneira que registramos a intensidade do sinal de

luminescéncia para cada intervalo. A Figura 18 demonstra o aparato experimental.
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Figura 18. Aparato experimental utilizado para capturar a luminescéncia da amostra de colageno
Tipo | oriunda de escamas de Tilapia. Fonte. Préprio autor.

Posteriormente, o espectro do sinal fotoacustico do colageno foi normalizado pelo
espectro fotoacustico do carvao, gerando um espectro de absorcdo. Apds isso, para a faixa
de 320 a 450 nm com intervalos de 10 nm foi feita uma normalizacdo do espectro de
absorcdo do colageno pelo espectro da intensidade de luminescéncia, para determinar a

eficiéncia quantica de luminescéncia da amostra.

3.8 Determinacéo da eficiéncia quantica de luminescéncia

Para determinar o parametro de eficiéncia quantica de luminescéncia utilizamos o
procedimento de Mufioz, Tocho e Cussé (1998). Os autores consideram que a razdo entre o
sinal fotoacustico e a luminescéncia exibe uma dependéncia linear com o comprimento de

onda de excitacdo, podendo entéo ser calculada por meio da seguinte equacéo:

SFA

)
—Cl1- exc
LUM d

()
@
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sendo que SFA ¢é o sinal fotoacustico, LUM ¢€ o sinal de luminescéncia, C é uma constante,
n € a eficiéncia quéantica de luminescéncia, Aexc € 0 comprimento de excita¢éo, e <Aem> € 0

comprimento médio de emiss&o.

CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Espectroscopia fotoacustica

Na teoria de Rosencwaig e Gersho (1976), ao passo que se aumenta a frequéncia de
modulacédo da luz, conforme foi feito, o material passa do regime termicamente fino (1<)
— em que o calor se transmite significativamente através da amostra, para o regime
termicamente grosso (I>us) — em que o calor ndo se transmite significativamente atraves da
amostra (SILVA, 2006). Assim, a medida que se aumenta a frequéncia de modulacéo, o

sinal fotoacustico apresenta uma diminuicdo, como demonstrado na Figura 19.

10 —— Escama de Astyanax lacustris (10Hz)
—— Escama de Astyanax lacustris (30Hz)
—— Escama de Astyanax lacustris (50Hz)

Escama de Astyanax lacustris (70Hz)

Sinal fotoacustico (a.u)
~

-10 0 10 20 30 40
Tempo (ms)

Figura 19. Sinal fotoacUstico de escama de Astyanax lacustris para diferentes frequéncias de
modulacéo do laser. Fonte. Proprio autor.

A Figura 20 mostra a curva experimental obtida com 10 Hz de frequéncia para uma

das amostras de escama analisada neste trabalho. Ap6s o0 ajuste (com uma equacao
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arbitréria que seja capaz de fornecer a amplitude do sinal transiente) a amplitude do sinal

fotoacustico para essa frequéncia foi obtido.

11

I Escama de Astyanax lacustris
10 —— Ajuste da curva

Sinal fotoacustico (a.u)

10 20 30 40 50

Tempo (Ms)

Figura 20 — Sinal FotoacUstico da face interna da escama de Astyanax lacustris coletado na bacia
hidrografica do rio Miranda, para frequéncia de 10Hz. Fonte. Proprio autor.

Apbs realizar os ajustes e obter os valores das amplitudes para os dados de cada
frequéncia é possivel visualizar a relacdo entre o sinal fotoacustico e a frequéncia, como
apresentado na Figura 21. Sendo assim, obtivemos um grafico no qual é possivel visualizar
0 ponto de mudanca de linearidade do sinal fotoacUstico, ou seja, a frequéncia
caracteristica da amostra, momento em que admite-se /x5 = 1 (mudanca de regime térmico
do fino para 0 grosso em uma amostra opticamente transparente). Uma vez conhecida a
frequéncia caracteristica e a espessura das escamas é possivel calcular a difusividade

térmica de cada escama por meio da equagdo (1).
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Figura 21 — Sinal fotoacustico da face externa da escama de Astyanax lacustris coletado na bacia
hidrogréfica do rio Miranda. Destaque para quebra de linearidade no sinal ao qual é determinado a frequéncia
caracteristica. Biota 28, individuo 02, escama 001. Fonte. Proprio autor.

4.2 Faces interna e externa das escamas

Primeiramente, realizamos medidas para verificar a difusividade térmica das faces
interna (maior ocorréncia de colageno) e externa (maior ocorréncia de hidroxiapatita) de
escamas. Para isto, utilizamos escamas de peixes (Astyanax lacustris) coletados na bacia
hidrografica do rio Miranda. Organizamos os dados para investigar se havia diferenca nos
valores de difusividade térmica das escamas entre os individuos coletados no mesmo
riacho. Entre os 24 peixes, apenas um peixe (individuo 1) coletado no riacho B12
(Guardinha) demonstrou diferenca para o valor de difusividade térmica entre as faces
interna (2,9 + 0,1) x 103 e externa (2,3 + 0,1) x 10~ conforme demonstrado na Figura 22.
Para os demais individuos (23 peixes, 69 escamas) ndo ocorreu diferenca significativa
entre os valores de difusividade térmica para as faces. Além disso, observamos um padrao
em que todas as escamas apresentaram valores de difusividade térmica levemente maior

para a face interna.
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Figura 22. Comparagdo dos valores de difusividade térmica das faces interna e externa das escamas
de trés peixes coletados na bacia hidrografica do rio Miranda. Fonte. Préprio autor.

Entre todos os peixes da bacia hidrografica do rio Miranda, os valores de
difusividade térmica para a face interna das escamas variaram de (1,0 £ 0,7) x 102%a (5,0 +
0,8) x 10 cm?/s. Para a face externa, o valor de difusividade térmica variou de (1,0 + 0,6)
x 1023 a (4,7 £ 0,9) x 10 cm?/s. Ap0s isto, calculamos os valores médios de difusividade
térmica para cada uma das faces. Os valores médios foram de (1,8 + 0,7) x 10 cm?/s para
a face interna e de (1,7 = 0,6) x 10 cm?/s para a externa como é possivel visualizar na

Figura 23.
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Figura 23. Valores de difusividade térmica para faces das escamas de Astyanax lacustris coletados
nos riachos da bacia hidrografica do rio Miranda. Fonte. Proprio autor.
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Embora as faces das escamas apresentam uma composic¢do distinta, essa diferenca
entre coldgeno e hidroxiapatita dispostas nas escamas ndo foi suficiente para expressar
diferenca significativa nos valores de difusividade térmica quando verificada uma
populacdo amostral. A auséncia de diferenca entre as faces das escamas pode ser explicada
pela condigdo limite que da origem a possibilidade de determinar a difusividade térmica
por meio da frequéncia caracteristica de modulacdo. Como j& mencionado nas secbes
anteriores, para uma amostra em regime éptico de transparéncia, quando essa passa do
regime termicamente fino para o grosso, temos que I/xs = 1, de acordo com a teoria de
Rosencwaig e Gersho. Sendo assim, € evidente que a frequéncia caracteristica, da qual
depende o método para determinacdo de D, é sempre obtida quando s = I, condicdo na
qual todo calor gerado na amostra contribui para o sinal fotoacustico, e que independe da

face do material a qual est& exposta a luz incidente.

4.3 Miranda

Na bacia hidrogréafica do rio Miranda foram coletados 21 peixes de 7 riachos. Os
dados apresentados na Figura 24 demonstram os valores médios de difusividade térmica

das escamas dos peixes coletados nestes riachos.
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Figura 24. Valores de difusividade térmica para escamas de Astyanax lacustris coletados nos riachos
da bacia hidrografica do rio Miranda. Fonte. Préprio autor.
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Os valores médios de difusividade térmica das escamas de peixes agrupados
conforme locais de coleta variaram de (1,4 +0,2) x 102 a (2,5 + 0,1) x 10 cm?/s. O valor
médio foi de (1,8 + 0,7) x 10" cm?/s. Apresentou diferenca significativa o riacho B31 em
relacdo aos riachos B27, B36, B40 e B28. A discussdo sobre a relacdo entre a difusividade
térmica e os parametros ambientais para buscar explicar as diferencas ocorridas aqui s&o
apresentadas nas se¢des seguintes referentes ao NDVI1, oxigénio e condutividade térmica.

4.3.1 Difusividade térmica e Analise paisagistica

Os valores de difusividade térmica foram relacionados aos valores de indice de
Vegetacdo da Diferenca Normalizada (NDVI) para verificar possivel relacdo. Ap6s o
geoprocessamento dos dados o resultado é expresso em um mapa, exemplificado pela

Figura 25.

Legenda
indice NDVI
0,177
710,240
710,303
0,366
0,429

7.5 0
—

Figura 25. Mapa do NDVI da microbacia hidrogréafica do riacho Dois Irméos (B28) exemplificando
produto cartografico gerado para todas as microbacias da bacia hidrografica do Rio Miranda. Fonte. Proprio
autor.

7.5

15 225 30 km
|

Além da expressdao em mapa, os valores de NDVI podem ser categorizados em
classes numeéricas, como mostrado na Tabela 2, de maneira que valores mais proximo de 1
indicam maior quantidade de vegetagdo, enquanto valores mais préximos a -1 indicam
menor quantidade de vegetagdo (PONZONI e SHIMABUKURO, 2007).
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Tabela 2. Valores de NDVI para a microbacia hidrografica do riacho Dois Irmaos, bacia
hidrogréfica do rio Miranda. Exemplificacdo de valores de NDVI gerado para todas as microbacias da bacia

hidrogréfica do Rio Miranda. Fonte. Proprio autor.

Microbacia hidrografica | NDVI |
0.177
0.240

B28 — Riacho Dois Irmdos  0.303
0.366
0.429

Média 0.303

Para o agrupamento de dados conforme os riachos da bacia hidrografica do rio
Miranda, os valores médios do indice NDVI variaram de (0,30 + 0,09) a (0,51 £ 0,07).
Com respeito a distingdo de locais, os dados demonstram haver diferenca do riacho B40
em relagdo aos riachos B27, B36, B28 e B31, como visto na Figura 26.
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Figura 26. Valores de difusividade térmica e de indice NDVI dos riachos da bacia hidrogréafica do
rio Miranda. Fonte. Prdprio autor.

Os riachos desta bacia hidrografica, locais de coleta dos peixes, estdo bem
distribuidos na bacia hidrografica, além disso, estdo localizados em sub-bacias
hidrogréficas distintas. A diferenca geogréfica também pode ser destaca pelo NDVI e a
difusividade térmica quando se observa o riacho B31 em relagdo ao B40 por serem
diferentes nestes indicadores. Considerando a distribuicdo espacial, Almeida et al. (2012)

descreveu que peixes da mesma espécie, porém de locais heterogéneos, podem apresentar
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diferengas na composicdo quimica de escamas devido a alimentacdo o que poderia gerar
uma resposta diferente em relagdo a difusividade térmica, uma vez que esse pardmetro
depende da densidade do material. No entanto, esse trabalho ndo utilizou meétodos para
identificacdo dos elementos quimicos presentes nas escamas ou da alimentacao dos peixes.
Embora tenha ocorrido diferengca no NDVI, o comportamento geral deste indicador
ambiental ndo permite relacionar que microbacias hidrogréficas a nivel de riachos, que
apresentam maior indice de vegetagdo, estejam diretamente ligadas a maiores ou menores
valores de difusividade térmica em escamas de peixes. De fato, observando a Figura 26 é
possivel observar comportamentos distintos para esses dois pardmetros, uma vez que 0
NDVI indica um comportamento quase que constante, enquanto a difusividade térmica
apresenta um comportamento ascendente para a sequéncia de locais arranjada no gréafico.
Sendo assim, ndo é possivel estabelecer o NDVI como variavel ambiental para
explicar os valores de difusividade térmica de escamas de Astyanax lacustris a nivel de
comparacao entre riachos da bacia hidrografica do rio Miranda. O valor médio de NDVI

foi de (0,37 + 0,07) para a bacia hidrografica do rio Miranda.

4.3.2 Parametros de qualidade de agua

A fim de verificar se outros parametros ambientais podem apresentar uma resposta
relacionada ao comportamento da difusividade térmica avaliamos dados referentes ao
oxigénio dissolvido e condutividade da agua dos riachos. A Figura 27 mostra os valores de
difusividade térmica e de oxigénio dissolvido na dgua para os riachos da bacia hidrogréfica
do rio Miranda. O riacho BO5 apresentou o menor valor de oxigénio dissolvido (6,14
mg/L) enquanto o maior foi de 8,6 mg/L para o riacho B27. Para os valores de oxigénio
dissolvido, fica evidente a auséncia de uma relacdo determinante para o estabelecimento
dessa varidvel como um indicador relacionado diretamente & difusividade térmica das
escamas. Isso é evidenciado pelo fato de que o riacho B27 apresentou o maior valor de
oxigénio dissolvido 8,6 mg/L e o menor valor de difusividade térmica. Por outro lado, o
riacho B31 tem um valor muito proximo para oxigénio dissolvido (8,5 mg/L) enquanto o

valor de difusividade térmica é o mais elevado em comparagéo entre os riachos. E possivel
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notar que todos os riachos da bacia do Miranda analisados nesse trabalho apresentam

niveis de oxigénio sugeridos para aguas de classe | (Quadro 1).
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Figura 27. Difusividade térmica de escamas de Astyanax lacustris em relagdo ao oxigénio dissolvido
dos riachos da bacia hidrografica do rio Miranda. Fonte. Préprio autor.

A condutividade elétrica da agua é outro parametro que exprime a qualidade
ambiental em corpos hidricos. A Figura 28 mostra os valores de difusividade térmica e de

condutividade elétrica da &gua para os riachos da bacia hidrografica do rio Miranda.
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Figura 28. Difusividade térmica de escamas de Astyanax lacustris em relagdo a condutividade
elétrica dos riachos da bacia hidrografica do rio Miranda. Fonte. Préprio autor.

O riacho BO5 apresentou o menor valor de condutividade (21 pS/cm™) enquanto o

maior, foi identificado no riacho B36 (586 uS/cm™). Para locais como os riachos B36 e
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B40 que apresentaram para as escamas dos individuos valores iguais de difusividade
térmica (1,5 = 0,8) x 10~%) cm?/s ndo foi possivel identificar um comportamento similar em
relacdo a condutividade elétrica. De fato, foram bem diferentes, respectivamente 586
uS/cm™ e 128 puS/cm™, uma diferenca de 458 pS/cm™.

Enquanto e possivel organizar as respostas de difusividade térmica de forma
crescente, os respectivos dados de condutividade elétrica da agua ndo apresentaram um
comportamento que seja capaz de demonstrar uma relacdo entre indicadores a nivel de
riachos dispostos na bacia hidrografica do Miranda. Sendo assim, esse parametro também
ndo foi capaz de demonstrar relacdo com os dados de difusividade térmica das escamas dos
peixes ali coletados.

4.4 Apa

Os dados apresentados neste topico consideraram 5 riachos e 15 peixes coletados na
bacia hidrogréfica do rio Apa. A Figura 29 demonstra os valores médios de difusividade
térmica das escamas dos peixes coletados nestes riachos.
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Figura 29. Difusividade térmica de escamas de Astyanax lacustris coletados em 05 riachos
pertencentes a bacia hidrografica do rio Apa. Fonte. Préprio autor.
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Os valores médios de difusividade térmica das escamas variaram de (1,2 = 0,4) x
102 a (5,8 £ 0,8) x 10 cm?/s. O valor médio foi de (3,1 + 1,5) x 10 cm?/s. Os valores de
difusividade térmica das escamas dos peixes coletados nos riachos apresentaram diferenca
em relacdo ao local de coleta. Foram diferentes entre si os riachos Apa 27, Apa 32, Apa 47
e Apa 49. A diferenca na difusividade térmica das escamas dos peixes deve ser entendida
como uma condicdo genética dos peixes. Desta maneira, supde-se que as escamas podem
apresentar composicdo quimica distinta devido ao local de coleta e sobretudo a dieta
alimentar (ALMEIDA et al. 2012).

A Figura 30 apresenta os valores médios de difusividade térmica e de NDVI para 0s
riachos, sendo que o NDVI variou de (0,36 + 0,13) a (0,38 + 0,09) enquanto que a média
foi de (0,37 = 0,01). Embora ocorra diferenca entre os valores de difusividade térmica das
escamas dos peixes coletados em diferentes locais, o indice NDVI ndo foi capaz de
demonstrar algum comportamento que justifique essa diferenca, pois permaneceu
praticamente igual em todos os riachos. Essa auséncia de mudanca no NDVI demonstra
que as microbacias apresentam uma dinamica paisagistica semelhante. Essas observacdes
nos levam a acreditar que o estado de conservacdo da paisagem ndo pode ser substituido

pela varidvel de difusividade térmica com o intuito de indicar a conservagdo do ambiente.
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Figura 30. Difusividade térmica das escamas dos peixes coletados em diferentes riachos da bacia
hidrografica do rio Apa em relacdo ao Indice NDVI. Fonte. Prdprio autor.
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4.4.1 Parametros de qualidade de &4gua

Para os riachos da bacia hidrogréafica do rio Apa, os valores de difusividade térmica
e oxigénio dissolvido na agua estdo expressos na Figura 31. Podemos observar que o
riacho Apa 32 apresentou 0 menor valor de oxigénio dissolvido (5,41 mg/L) enquanto o
maior foi de 6,61 mg/L para o riacho Apa 42. O riacho Apa 27 foi o local em que as
escamas apresentaram a menor difusividade térmica (1,2 + 0,4) x 10 cm?/s) e teve um
valor intermediério de oxigénio dissolvido (6,18 mg/L). O valor mais baixo para oxigénio
dissolvido (5,41 mg/L) foi visto no riacho Apa 32 que tem valor de difusividade térmica
maior que o Apa 27. Enquanto os locais Apa 42, 47 e 49 demonstraram estabilidade em 6,6
mg/L de oxigénio dissolvido na agua, a difusividade térmica demonstrou uma variacao
maior, na verdade, o valor de difusividade térmica dobrou se compararmos os locais Apa
42 e Apa 49. Sendo assim, enquanto riachos diferentes podem apresentar valores de
oxigénio dissolvido muito proximos devido as caracteristicas ambientais, os valores de
difusividade térmica ndo necessariamente seguem essa tendéncia. Desta forma, pontuamos
que entre os riachos da bacia hidrografica do rio Apa, ndo se pode predizer niveis de
conservacao ambiental por meio da observacéo ou relacdo direta de difusividade térmica e

oxigénio dissolvido na &gua.
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Figura 31. Difusividade térmica de escamas de Astyanax lacustris em relagdo ao oxigénio dissolvido
dos riachos da bacia hidrografica do rio Apa. Fonte. Proprio autor.
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Para a condutividade elétrica da 4gua os dados estdo apresentados na Figura 32. Ali
podemos observar que entre os riachos, o Apa 32 apresentou o menor valor de
condutividade (30 pS/cm™) enquanto o maior, foi identificado no riacho Apa 49 (587
uS/cm™). A condutividade elétrica da agua apresentou variagao entre os locais, ficando na
maioria destes acima de 100 uS/cm*. Embora graficamente seja perceptivel visualizar que
os valores de condutividade aumentaram, sobretudo, se compararmos os locais Apa 27 (48
uS/cm?) e Apa 49 (587 pS/cm™), também é importante salientar que os valores
apresentam oscilaces, ou seja, ora estdo mais elevados, ora estdo menos elevados em
relacdo a difusividade térmica. Contudo, considerando a ordem de apresentacéo dos dados
de difusividade térmica, observamos que para estes ha uma classificacdo crescente e que
qguando comparados com os dados de condutividade elétrica parece haver uma relagédo

entre eles, uma vez que a condutividade também apresenta um comportamento crescente.
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Figura 32. Difusividade térmica de escamas de Astyanax lacustris em relagdo a condutividade
elétrica dos riachos da bacia hidrografica do rio Apa. Fonte. Prdprio autor.

4.5 lvinhema

Aqui sdo apresentados os resultados referentes as analises das escamas de 20 peixes

(Astyanax lacustris) coletados em 2 riachos da bacia hidrogréafica do rio Ivinhema, o riacho
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Agua Boa e Laranja Doce. A Figura 33 demonstra os valores médios de difusividade

térmica das escamas dos peixes em funcao dos locais de coletada.
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Figura 33. Difusividade térmica média de escamas de Astyanax lacustris coletados nos riachos Agua
Boa e Laranja Doce. Fonte. Préprio autor.

Os valores medios de difusividade térmica das escamas dos individuos coletados na
bacia hidrografica do Ivinhema, variaram de acordo com o local de coleta de (3,6 £ 1,0) x
102 a (4,4 + 1,4) x 10 cm?/s. O valor médio calculado da difusividade térmica para as
escamas dos peixes oriundos dos riachos Agua Boa e Laranja Doce, pertencentes a bacia
hidrografica do rio lvinhema foi de (3,7 = 0,4) x 10 cm?/s.

Os valores médios de NDVI para os riachos Agua Boa e Laranja Doce foram iguais
(0,35 % 0,02), consequentemente a média foi de (0,35 £ 0,00). Entre esses dois riachos nao
ocorreu diferenca significativa para os valores de difusividade térmica das escamas dos
peixes e o indice NDVI também ndo apresentou diferenca entre as duas microbacias
hidrograficas como € possivel visualizar na Figura 34. Portanto, para estes dois locais,
primariamente é possivel dizer que ha uma concordancia entre os dados de difusividade
térmica e NDVI.
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Figura 34. Difusividade térmica das escamas dos peixes coletados em diferentes riachos da bacia
hidrogréfica do rio lvinhema em relagdo ao Indice NDVI. Fonte. Proprio autor.

A uniformidade para os dados de NDVI ocorre pelo fato das duas microbacias
hidrograficas estarem localizadas no mesmo municipio e por terem sido submetidas a
mesma sistematica de uso e ocupacdo do solo. Nessas condi¢cGes € comum que unidades
hidricas experimentem processos de alteragdo do solo com mudancas do aspecto natural
para 0 antropizado urbano ou rural. Por esse motivo é possivel destacar que a microbacia
do riacho Laranja Doce apresenta cerca de 78% de sua area ocupada por atividade
antropica de origem urbana ou rural (SOARES FILHO, COMUNELLO, SOARES, 2009) e
a microbacia hidrogréafica do corrego Agua Boa tem aproximadamente 85% de sua area
ocupada por atividades antrépicas (PEREIRA, 2007) justificando assim, a equidade
ocorrida no NDVI.

4.5.1 Parametros de qualidade de agua

A Figura 35 apresenta os resultados para a difusividade térmica e os parametros
ambientais para os riachos Agua Boa e Laranja Doce. O riacho Agua Boa apresenta menor
valor de oxigénio dissolvido (5,4 mg/L O2) e um maior valor de condutividade da agua

(342 puS/cm™) em relagdo ao riacho Laranja Doce que respectivamente apresenta valores
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de 6,9 mg/L e 161 pS/cm™. O valor de difusividade térmica das escamas dos peixes
coletados nesses riachos pode ser considerado igual.
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Figura 35. Difusividade térmica das escamas de Astyanax lacustris e variaveis ambientais de
oxigénio dissolvido e condutividade elétrica da &gua dos riachos Agua Boa e Laranja Doce. Fonte. Préprio
autor.

Observando a Figura 35 é possivel visualizar um comportamento nos dados para 0s
dois riachos da bacia hidrogréfica do rio lvinhema (Agua Boa e Laranja Doce), a saber:
condicdo #1 menor difusividade térmica resulta em menor oxigénio dissolvido e maior
condutividade elétrica da 4gua; e condicdo #2 maior difusividade térmica resulta em maior
oxigénio dissolvido e menor condutividade elétrica da agua. Visto isso, € necessario abrir
um paralelo comparativo para verificar se os dois comportamentos ditos anteriormente
podem ser observados para as demais escamas dos peixes das outras duas bacias
hidrograficas.

Para verificar que a condicao apresentada entre os riachos da bacia hidrografica do
rio Ivinhema ndo é absoluta, é necessario comparar os dados dos riachos dessa bacia
hidrografica com os riachos das outras duas bacias hidrograficas (Miranda e Apa). Dessa
forma, enquanto as escamas dos peixes do riacho Laranja Doce apresentaram difusividade
térmica de (4,4 + 1,4 x 102 cm?s), oxigénio dissolvido na agua de (6,9 mg/L) e
condutividade elétrica da agua de (150 uS/cm™), as escamas dos peixes do riacho Apa 42

demonstraram valor igual para difusividade térmica (3,0 + 0,8 x 10 cm?/s), oxigénio
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dissolvido na 4gua muito proximo (6,61 mg/L O-) e condutividade elétrica de (176 pS/cm-
Y. Porém, quando se observa os outros riachos da bacia hidrografica do rio Apa é possivel
verificar valores maiores de difusividade térmica e também de condutividade elétrica em
relacdo ao Apa 42, o que nao deveria ocorrer se valores maiores de difusividade térmica
realmente resultassem em menores valores de condutividade elétrica da agua, como visto
no comportamento dos dados da bacia hidrogréfica do rio Ivinhema.

Ja para oxigénio dissolvido, ao olhar para a bacia do Ivinhema, desprende-se a ideia
de que maiores valores de difusividade térmica resultam em maiores valores de oxigénio
dissolvido na agua, porém, na bacia hidrografica do rio Apa € possivel ver que o riacho
Apa 32 apresenta difusividade térmica maior e menor oxigénio na &gua do que o riacho
Apa 27, demonstrando o inverso ao ocorrido nos riachos Agua Boa e Laranja Doce
(condicdo #2).

A comparacéo final entre as bacias hidrogréaficas dos rios Ivinhema e Miranda deixa
claro que ndo se deve adotar como absoluta a condi¢do #2 de que maiores valores de
difusividade térmica resultam em maiores valores de oxigénio dissolvido e menores
valores de condutividade elétrica, sobretudo, pelo fato de que os riachos da bacia
hidrogréafica do rio Miranda apresentam o menor e maior valor de difusividade térmica
como o mesmo valor de oxigénio dissolvido e conforme os valores de difusividade térmica
aumentam, os valores de oxigénio diminuem e aumentam. J& para a condutividade elétrica
da agua, observa-se que enguanto o menor valor de difusividade térmica apresenta o menor
valor de condutividade elétrica da 4gua, o maior valor de difusividade térmica apresenta
condutividade elétrica mais elevada, desobedecendo o que foi presumido para o
comportamento dos dados da bacia hidrografica do Ivinhema (riachos Agua Boa e Laranja
Doce), condigdo #1 menor difusividade resulta em menor oxigénio e maior condutividade
e condicdo #2 maior difusividade resulta em maior oxigénio e menor condutividade na
agua.

Assim sendo, € importante mencionar que ao relacionar difusividade térmica aos
parametros de qualidade de agua é fundamental observar varios riachos e evitar
comparag0es com apenas peixes de dois riachos para que ndo haja uma concluséo
equivocada. Além disso, os valores de difusividade térmica para as escamas dos individuos
dos riachos Agua Boa e Laranja Doce podem ser considerados iguais devido aos desvios,

reforcando a inviabilidade de analise em pares.
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4.6 Difusividade térmica e pardmetros ambientais

Foi aplicada a Analise de Covariancia (ANCOVA) para verificar se a difusividade
térmica das escamas referente as trés bacias hidrograficas (Miranda, Apa e Ivinhema)
poderia demonstrar algum padréo explicativo em relagdo aos pardmetros ambientais de
oxigénio dissolvido, condutividade elétrica da agua e Indice de Vegetacdo da Diferenca
Normalizada (NDVI).

Os dados foram organizados de maneira a introduzir as médias das variaveis para
um total de 47 individuos que representaram as trés bacias hidrogréaficas amostradas neste

trabalho. A Tabela 3 exemplifica a organizacao.

Tabela 3. Exemplo de variaveis selecionadas para analise de covariancia. Fonte. Propria autor.

Difusividade
Bacia térmica 02 Condutividade
Individuo  Hidrografica  Riacho cm?/s Mg/L uS/em? NDVI
1 Miranda BO5 0,003 6,14 21 0,402
2 Miranda B05 0,002 6,14 21 0,402
3 Miranda B05 0,001 6,14 21 0,402
4 Miranda B12 0,003 5,95 52 0,348

Analisando os dados resultantes da ANCOVA, e por meio da observacdo dos
gréficos constantes na Figura 36, relatamos que ha diferenca significativa para a
difusividade térmica entre as bacias hidrograficas, isto é, entre Miranda, Apa e lvinhema (F
= 11,611; p < 0,001). N&o ocorreu diferenca significativa para oxigénio dissolvido (F =
1,142; p = 0,291), para condutividade elétrica (F = 0,184; p = 0,670) e para NDVI (F =

0,354; p = 0,555) relacionados aos valores de difusividade térmica.
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Figura 36. VValores médios e intervalos de confianca de difusividade térmica para as escamas dos
peixes coletados nas bacias hidrograficas amostradas e relacéo de oxigénio, condutividade elétrica e indice de
vegetagdo. Fonte. Préprio autor.

0.002 —

A difusividade térmica para as escamas dos individuos coletados na bacia
hidrografica do rio Miranda foi a de menor valor (1,8 + 0,4) x 10 cm?%/s, enquanto as
bacias hidrogréficas dos Rios Apa e lvinhema apresentaram valores maiores (3,1 + 1,5) x
102 e (3,7 £ 0,4) x 107 respectivamente.

A difusividade térmica das escamas de Astyanax lacustris oriundos da bacia
hidrogréfica do rio Ivinhema foi diferente significativamente em relagdo a bacia
hidrografica do rio Miranda. Embora ocorra essa diferenca significativa, os parametros
ambientais que avaliam a conservacdo do ambiente ndo demonstraram influéncia em
relacdo a difusividade térmica.

Posteriormente foi verificado se algum dos parametros poderiam diferenciar as
bacias hidrograficas. Para isso foi realizada a andlise de variancia para as variaveis de
difusividade térmica, oxigénio dissolvido, condutividade elétrica da agua e NDVI. Como
resposta, obteve-se que a difusividade térmica foi a Unica variavel capaz de diferenciar as
bacias hidrogréaficas dos rios Miranda, Apa e Ivinhema (F = 6,646; p = 0,001) enquanto

que para oxigénio dissolvido na agua (F = 1,491; p = 0,267), condutividade elétrica da
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agua (F = 0,134; p = 0,875) e NDVI (F = 0,3489; p < 0,713) ndo foram observadas
diferengas significativas.

Estudos que utilizaram relacbes entre descritores ambientais para verificar
integridade ambiental, ja chegaram a apontar a baixa resposta do NDVI e do oxigénio
dissolvido na éagua para diferenciar riachos com baixo ou médio nivel de impacto
ambiental. No entanto, a condutividade elétrica da &4gua ja foi aplicada como um fator que
melhor diferenciou niveis de integridade ambiental para riachos, podendo fornecer alguma
relacio para com outros parametros ambientais (VIANA, SUAREZ e LIMA-JUNIOR,
2013; SANTANA et al. 2015). Embora a condutividade elétrica da 4gua seja utilizada para
determinar categorias de integridade ambiental é necesséario tomar cuidado ao utilizar esse
descritor, pois ndo é condicdo mandatdria que riachos com elevada condutividade elétrica
estejam poluidos. Rios pertencentes a bacia hidrografica do Miranda sdo capazes de
apresentar condutividade > 100 uS.cm™ e néo estdo sob condigdes de poluicio (MEDINA
JUNIOR, 2007). Por esse motivo, nesse trabalho a condutividade elétrica da agua ndo foi
utilizada como fator para determinar categorias de integridade ou conservacdo ambiental,
mas sim como um parametro que em conjunto a outros pudesse indicar uma relacdo com a
difusividade térmica das escamas.

Considerando este resultado, adotamos que a difusividade térmica das escamas
medida via espectroscopia fotoacUstica € um parametro mais sensivel para distingao entre

bacias hidrograficas do que os outros parametros ambientais utilizados.

4.7 Difusividade térmica de escamas

Considerando os dados que foram apresentados, adotamos que a difusividade
térmica calculada para as escamas dos peixes é de (2,8 + 0,8) x 10 cm?/s. Os dados
apresentados na literatura sobre difusividade térmica de escamas de peixes sao escassos (de
fato, ndo foram encontrados resultados publicados em revistas internacionais), no entanto,
é possivel encontrar publicacdes sobre propriedade térmicas e opticas de varios materiais.
Nesse sentido, a partir dos dados na literatura, pode-se encontrar que a difusividade
térmica para compostos presentes nas escamas, por exemplo, a hidroxiapatita é de (2,89 +
0,45) x10 cm?/s) (BENTO, 1996) e para colageno do tipo | hidratado é de (1,0 + 0,1) x10°
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3 cm?/s) (MILNER, 1996). Nossos estudos demonstraram que a difusividade térmica da
face interna da escama (predominéncia de colageno) € ligeiramente maior do que na face
externa (predominéncia de hidroxiapatita) 0 mesmo comportamento foi verificado por Qu
(2014) em que colageno apresentou difusividade térmica discretamente maior em relacéo a
hidroxiapatita, respectivamente (3,1 X103 cm?/s e 2,9 x10° cm?/s). Essa pequena diferenca
no valor de difusividade térmica pode estar relacionada ao conteudo proteico colagénico
(MILNER, 1996).

Os valores meédios encontrados neste trabalho vao ao encontro de valores de
difusividade térmica publicados por outros autores para amostras que contém colageno
e/ou hidroxiapatita, a saber: para 0ssos residuais de peixe (2,01 + 0,10 cm?/s) (COELHO et
al., 2007); para esmalte ((4,00 — 4,48) x 10 cm?/s), para dentina (2,49 x 10 cm?/s)
(BRADEN,1964 e EL-Brolossy, 2005) e para ossos de bovinos ((3,1 — 5,4) x 10 cm?/s)
(RODRIGUEZ, 2001). O mais proximo ao realizado a essa pesquisa € o trabalho de
Santana et al., (2015) em que apresenta que para escamas de peixe da espécie Astyanax
altiparanae, atualmente considerado a mesma espécie que Astyanax lacustris, estima-se
que a difusividade térmica esteja em torno de 2,2 x 10-3 cm?/s, valor que corrobora nossos

dados.

4.8 Eficiéncia quantica da escama de Astyanax lacustris

Um estudo recente de Santana et al. (2016) demonstrou que escamas de peixe
podem apresentar luminescéncia. Portanto, neste trabalho, passamos a considerar a
determinacdo da eficiéncia quantica para escama de Astyanax lacustris. A fim de validar o
sistema empregado para a determinacédo da eficiéncia quantica, utilizamos uma amostra em
po de sulfeto de zinco com cobre e aluminio (ZnS:Cu,Al). A eficiéncia quantica calculada
para a referida amostra foi de 90%, mostrando compatibilidade com o que se encontra na
literatura (90%) (KUBONIWA KAWAI e HOSHINA, 1980).

A Figura 37 (a) demonstra os espectros dos sinais fotoacustico e de luminescéncia,
enquanto em 37 (b) demonstra o comportamento da relacdo SFA/LUM para a escama de

Astyanax lacustris em um intervalo de comprimento de onda de 300 a 480 nm.
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Figura 37. (a). Espectro do sinal fotoacustico e luminescéncia da escama de Astyanax lacustris. (b).
Sinal fotoacUstico normalizado pela luminescéncia da escama de Astyanax lacustris. Fonte. Préprio autor.

Observando a relagdo de sinal fotoacustico e luminescéncia apresentada na Figura
37 (b) é possivel notar pelo menos dois comportamentos lineares, indicando que pode
haver emissdo a partir de mais de um estado de energia. Contudo, 0 modelo de Mufoz,
Tocho e Cussé (1998) admite apenas um estado de emissdo. Por isso foi feito um ajuste
linear para o comportamento SFA/LUM que considerou a linearidade apresentada de 370 a
480 nm. Posteriormente, a eficiéncia quantica foi calculada por meio da equacéo (4) de
maneira que ao fazer a razdo entre o coeficiente angular e o linear obtido do ajuste da
Figura 37 (b) é possivel obter 7/<Aem>. Multiplicando essa razdo pelo valor do
comprimento de onda de emissdo médio 432 nm, encontramos n = 0,7 £ 0,1.

Inicialmente cogitou-se que um comportamento capaz de apresentar uma
linearidade de 300 a 360 nm e outra de 370 a 480 nm estaria ocorrendo devido aos
componentes da escama, isto €, hidroxiapatita e colageno. Portanto, buscou-se verificar
qual componente apresentava maior contribuicdo para a luminescéncia da amostra.

A Figura 38 apresenta 0 mapa de excitacdo-emissao da amostra de colageno tipo |
extraido das escamas de Tilapia rendali. Os dados demonstram haver emissdo mais intensa
em um intervalo espectral a partir do comprimento de onda de 394 a 490 nm para uma

fonte de excitacdo que varia de 325 a 410 nm. O maximo de emissdo de fluorescéncia
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ocorreu em duas regides, um primeiro em 420 nm com excita¢cdo em 350 nm e um segundo

estado em 475 nm com excitagdo 380 nm.
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Figura 38. Mapa de excitacdo e emissdo da amostra de colégeno tipo | extraido de escamas de
Tilapia. Fonte. Préprio autor.

A emissdo de luz em colageno pode ocorrer em uma faixa espectral a partir do
comprimento de onda de 200 nm até 600 nm (RYBCZYNSKI et al. 2014). Além disso,
para a regido em que relatamos a fluorescéncia (394 a 490 nm) ha vérios autores que
também relatam o fendmeno para essa regido espectral como Georgakoudi (2002) que
descreveu emissdo de luz em um intervalo espectral de 370 a 470 nm, com um maximo de
intensidade em torno de 400 nm para colageno comercial em po, ou Yova (2000) que
observou emissdes para colageno seco nos comprimentos de onda de 387, 405, 440 e 480 e
também Lakowicz (2006) que descreveu que a proteina apresenta um espectro de emissdo
de 325 a 490 nm.

A ocorréncia de fluorescéncia em uma proteina é devida aos fluordforos
denominados aminoacidos, tais como o triptofano, tirosina e fenilalanina. Em proteinas,
geralmente a fluorescéncia decorre de moléculas aromaticas como mencionado
anteriormente, por exemplo, o aminoacido aromatico triptofano, porém n&o se deve atribuir
a fluorescéncia apenas a essa ou outra molécula e sim ao conjunto que forma uma estrutura
capaz de emitir luz. Além disso, na maioria das proteinas existem diversos aminoacidos
fluoréforos (LAKOWICZ, 2006).

56



O colageno tipo | é uma proteina que ndo possui conteudo de triptofano (GOISSIS,
2007) sendo assim, a fluorescéncia aqui relatada ndo pode ser atribuida a este aminoécido.
Logo, € possivel que a emissdao em colageno do tipo | possa ser atribuida a tirosina e
residuos (YOVA, 2000; AGUIAR, 2007) e conforme explica Yoava (2000) um largo
espectro de emissdo como relatado em nosso trabalho indica que varios cromdforos séo
responsaveis por absorver e emitir nas regies espectrais.

Por fim, Santana et al. (2016) reportou para escamas de peixe da espécie Astyanax
altiparanae que é considerada igual a espécie Astyanax lacustris a ocorréncia de emissdo
entre os comprimentos de onda de 370 e 550 nm demonstrando certa coeréncia com o0 que
apresentamos nesse trabalho, sobretudo quando compara-se 0s méaximos de emissdo do
referido autor, 440 e 490 nm com os relatados aqui 420 e 475 nm, refor¢ando a hipotese de
contribuicdo da tirosina para a fluorescéncia do colageno tipo | oriundo de escamas e
também pelo fato da literatura atribuir a fluorescéncia de coldgeno em luz azul a tirosina e
ditirosina (MENTER, 2006; MENTER, CHU e MARTIN, 2009).

A hidroxiapatita ndo apresentou emissao para a regido estudada, indicando que o
colageno é o unico responsavel pela emissao na escama quando excitada na regido entre
300 e 480 nm. Por isso, acredita-se que na escama a emissao ocorra devido ao contetdo de
colageno e a dupla linearidade vista na Figura 37 (b) esta relacionada a estados de emissdo
do proprio colageno.

A Figura 39 (a) demonstra os espectros dos sinais fotoacustico e de luminescéncia,
enquanto em 39 (b) é demonstrado o comportamento da relacdo SFA/LUM para o
colageno em p6 em um intervalo de comprimento de onda de 320 a 450 nm. Adotamos
essa regido para o ajuste dos dados experimentais por apresentar um comportamento linear,
sem uma sobreposicdo significativa da primeira regido emissora, como pode ser observado
pelo mapa de excitagdo-emissao (Figura 38). O método utilizado considera a determinacéao
de apenas um estado de emissdo como ja mencionado, 0 que visualmente ndo ocorreria se
tomassemos toda a faixa desde 320 nm para determinar a eficiéncia quéntica de
luminescéncia. O fato da curva experimental na Figura 39 (b) apresentar mais de um
comportamento linear pode indicar a presenca de mais estados emissores, 0 que
compromete o formato do método para determinacdo do parametro. Comportamentos que
distorcem a linearidade da curva poderiam sugerir a presenca de outros agentes capazes de
geral sinal fotoacustico, como por exemplo, absorcdo parasita e/ou absor¢do de estado
excitado. Portanto, foi feito um ajuste linear para o espectro do Sinal Fotoacustico em
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relacgdo & Luminescéncia (SFA/LUM) apenas nesta regido de 380 a 450 nm, e
posteriormente calculada a eficiéncia quantica por meio da equacao (4). Assim, fazendo a
razdo entre o coeficiente angular e o linear obtido do ajuste da Figura 39 (b) é possivel
obter n/<Aem>. Multiplicando essa razdo pelo valor de 432 nm (comprimento medio de

emissdo), encontramos n =0,8 + 0,1.
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Figura 39. (a). Espectro de luminescéncia do coldgeno e espectro do sinal fotoacustico do colageno
normalizado pelo carvdo. (b). Sinal fotoacustico do colageno normalizado pela luminescéncia do colageno
com destaque para ajuste linear de 320 nm a 450 nm para determinar a eficiéncia quantica de luminescéncia.
Fonte. Préprio autor.

Como mencionado anteriormente, a emissdo ndo se deve a um Unico aminoacido.
Além disso, ao observar os valores de eficiéncia quantica para aminoacidos, reforcamos a
ideia de que a fluorescéncia é resultante de uma estrutura composta por varios fluoréforos.

Embora os aminoacidos sejam citados exaustivamente na literatura, estudos sobre
eficiéncia quantica de colageno sdo escassos, deixando uma lacuna. Por esse motivo, cabe-
nos confrontar os dados aqui apresentados a outras proteinas estruturantes ou outras
categorias de compostos que fluorescem. Estudos demonstram que proteinas apresentam
eficiéncia quantica diversificada, a exemplo das seguintes proteinas: ECFP (40%)
(PATTTERSON, RICH e PISTON, 2001), EGFP (60%) (PATTTERSON, RICH e
PISTON, 2001; PATTERSON et., al 1997), mCitrina (76%) (BRIESBECK et., al 2001),
mCherry (22%) (SHANER et. al, 2008).
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Por fim, é valido mencionar que Zhou et., al (2018) ao estudar a fluorescéncia de
glicosaminoglicano percebeu influéncia do coladgeno na eficiéncia quéntica de sua amostra,
oportunidade em que relatou qualitativamente que a eficiéncia quantica do colageno € alta.
Por sua vez, Berezin (2010) descreveu que se pode considerar alta a eficiéncia quantica
quando supera 50%. Visto isto, é possivel considerar alta a eficiéncia quantica do colageno
extraido de escamas de Tildpia calcula em 80% e tambem da escama de Astyanax lacustris
em 70%.

CAPITULO 5 - CONCLUSOES

As avaliagcOes ambientais sempre buscam investigar os ambientes por meio de
parametros que indicam a qualidade ambiental, tais como os apresentados aqui neste
trabalho. N6s buscamos inovar incluindo a difusividade térmica como um parametro para
verificar relagcbes com outros indicadores ambientais. Sendo assim, os resultados
demonstram que a espectroscopia fotoacUstica aliada ao modelo matematico de
Rosenwaic-Gersho € eficiente em determinar a difusividade térmica de escamas de peixe
da espécie Astyanax lacustris para ser utilizada como um parametro ambiental.

Enquanto os parametros ambientais ndo demonstraram diferenca significativa entre
riachos e bacias hidrograficas a difusividade térmica das escamas apresentou diferenca
significativa para individuos coletados em uma mesma bacia hidrografica ou entre bacias
hidrogréaficas. Isso indica que a difusividade térmica pode ser mais representativa em
relacdo aos parametros ambientais de oxigénio dissolvido na &gua, condutividade elétrica
da 4gua e NDVI para estudos que buscam diferenciar populacdes de peixes ou bacias
hidrograficas. Alem disso, os parametros ambientais ndo demonstraram relacdo explicativa
para 0 comportamento dos dados de difusividade térmica. Por esse motivo, acreditamos
que as variagbes possam estar sujeitas a genética dos peixes. Ademais, os dados abrem
perspectivas para pesquisas futuras que considerem a caracterizacdo das escamas para
entender os aspectos envolvidos na formacgédo dessas estruturas 0sseas e buscar identificar
0s aspectos que expliquem as variagdes de difusividade térmica. Desse modo, se deve

buscar relacionar a difusividade térmica com parametros que consideram a dieta dos
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peixes, a idade, a identificagdo dos elementos quimicos presentes nas escamas, bem como
a relacdo Ca/P e a densidade.

Ja para a espectroscopia fotoacustica aliada a espectroscopia de fluorescéncia
aplicada a escama de Astyana lacustris foi observado que a eficiéncia quantica € alta, cerca
de 70% e que na escama o colageno é o principal responsavel pela emissao de luz. Além
disso, o colageno extraido de escamas de Tilapia rendali possui alta eficiéncia quéantica de
luminescéncia, aproximadamente 80% dentro de uma faixa de excitacdo de 380 a 450 nm.
Esse aspecto evidencia o potencial de aplicacdo fotonica para a escama e para o colageno
do tipo I, podendo ter aplicacfes nas areas das ciéncias da salde para identificar anomalias
celulares entre outras finalidades.
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