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EFEITO DAS CONCENTRACOES RESIDUAIS DO OLEO DE CRAVO E DO FLORFENICOL NOS
BIOMARCADORES ENZIMATICOS EM TILAPIAS

Julia Lourenco do Nascimento?; Giovanni Henrique Ferri2; Fernanda Smaniotto®; José Henrique

Vallim#, Marcia Mayumi Ishikawa®
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RESUMO - O uso do 6leo de cravo como anestésico no manejo de peixes e do florfenicol no
tratamento de infec¢Bes podem deixar residuos na agua, acarretando prejuizos na salde dos peixes
e no meio ambiente. Biomarcadores enzimaticos sao alteracbes nas enzimas detectadas em
organismos expostos a substancias toxicas na agua. A presenca de residuos do 6leo de cravo e do
florfenicol na agua pode interferir nos biomarcadores enzimaticos, prejudicando sua interpretacéo
durante monitoramento da qualidade da agua. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de
concentragdes residuais do 6leo de cravo e do florfenicol na agua na resposta dos biomarcadores
enzimaticos em tilapias do Nilo. Foram utilizados dois tratamentos com trés repeti¢cfes, considerando
cada aquario contendo nove tilapias como unidade amostral. O experimento 1 foi composto pelos
tratamentos: 6leo de cravo na concentragdo de 0,5 mg/L com o diluente etanol 96°GL; o segundo
tratamento foi acrescido apenas do diluente do 6leo, ou seja, etanol a 10uL/L de agua e o grupo
controle (sem adi¢édo de Oleo de cravo e sem adicao do diluente - etanol) na 4gua. O experimento 2
foi composto pelos tratamentos: 0,0 (grupo controle); 0,5 mg/L e 5 mg/L de florfenicol. Os parametros
enzimaticos avaliados durante os dois experimentos ndo apresentaram diferenca significativa,
indicando que as concentracdes residuais de 6leo de cravo e do florfenicol avaliados neste estudo

nao interferem na resposta dos biomarcadores enzimaticos em tilapias.
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ABSTRACT - The use of clove oil as an anesthetic in the management of fish and florfenicol in the
treatment of infections can leave residues in the water causing damage to fish health and to the
environment. Enzymatic biomarkers are changes in enzymes detected in organisms exposed to toxic
substances in water. The presence of residues of clove oil and florfenicol in water may interfere with
enzymatic biomarkers impairing their interpretation during monitoring of water quality. The aim of this
study was to evaluate the effect of residual concentrations of clove oil and florfenicol in water on the
response of enzymatic biomarkers in Nile tilapia. Two treatments with three replications were used,
considering each aquarium containing nine tilapias as a sampling unit. Experiment 1 was composed
of the following treatments: clove oil at a concentration of 0.5 mg/L with the ethanol diluent 96°GL;
the second treatment was added only to the oil thinner, i.e., ethanol at 10ul/L of water; and the control
group (without adding clove oil and without adding the diluent - ethanol) to the water. Experiment 2
consisted of the treatments: 0.0 (control group); 0.5 mg/L; and 5 mg/L florfenicol. The enzymatic
parameters evaluated during the two experiments showed no significant difference, indicating that the
residual concentrations of clove oil and florfenicol evaluated in this study do not interfere in the

response of enzymatic biomarkers in tilapia.

Keywords: Tilapia do Nilo, eugenol, water quality, residues

1. INTRODUCAO

Atualmente a aquicultura é considerada como um dos sistemas de produ¢do com maior taxa
de crescimento no mundo, apresentando grande potencial de expansdo devido a busca dos
consumidores por alimentos mais saudaveis (SEBRAE, 2015). De acordo com a Organizacao das
Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), a aquicultura cresceu a uma taxa média
anual de 5,3% nos ultimos 10 anos (FAO, 2020). No ano de 2016, a producdo mundial de pescado
aproximou-se de 170,9 milh8es de toneladas, sendo que o Brasil ocupou o 13° lugar no ranking
(FAO, 2018).

Dentre as diversas espécies de peixes existentes, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) &
0 peixe mais produzido no Brasil, sendo introduzida pelo Departamento Nacional de Obras Contra
as Secas (DNOCS) em 1971 (SCHULTER, VIEIRA FILHO, 2017). Nativas da Africa, as tilapias
apresentam facil reproducéo, carne branca de boa qualidade, alto teor de proteinas, 6timo valor de

mercado, baixos custos de produc¢éo, adaptando-se desde o0s sistemas de cultivo extensivos até os
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intensivos e podendo ser cultivadas em aguas com salinidades elevadas e temperaturas baixas
(OLIVEIRA et al., 2007).

Para suprir a grande demanda decorrente da producdo de peixes, € comum a utilizacdo do
cultivo intensivo na piscicultura, no entanto, nesse tipo de cultivo € comum a exposi¢ao dos peixes a
diversos agentes estressores como 0 manejo do transporte e do confinamento rotineiro da
piscicultura, além da influéncia das variagbes ambientais e dos fatores da natureza (URBINATI;
CARNEIRO, 2004). Segundo Fujimoto et al. (2005) e Inoue, Santos Neto e Moraes (2004), existem
estratégias com objetivo de aliviar os efeitos do estresse em peixes, tanto pela estimulacdo do

sistema imunologico, como pela utilizacdo de anestésico em algumas préaticas de manejo.

Os anestésicos sdo produtos que exercem uma funcdo importante na piscicultura, podendo
facilitar o manejo e, possivelmente, reduzir o estresse em peixes (SMALL, 2004). No Brasil, diversos
anestésicos sdo amplamente utilizados para prevenir o estresse dos peixes durante 0 manuseio,
dentre eles temos a quinaldina, o fenoxietanol e a benzocaina. No entanto, estudos relatam a
ocorréncia de efeitos colaterais como irritagées no corpo e branquia, danos na cornea e riscos gerais
de intoxicacdo na presenca desses compostos. Sendo assim, o Oleo essencial de cravo, um
composto natural, vem sendo muito utilizado como uma alternativa aos anestésicos sintéticos, uma
vez que é economicamente viavel, apresentando um baixo custo (WALSH; PEASE, 2002), uma boa
margem de seguranga para os peixes (PARK et al., 2008) e ndo € téxico para seres humanos
(KEENE et al., 1998; CHO; HEATH, 2001). O 6leo essencial de cravo tem como principal componente
0 eugenol, com concentracdo que varia de 70% a 90% da composi¢éo total do 6leo essencial do
cravo (ISAACS, 1983). Ele pode ser obtido através da destilagéo do extrato de folhas, caules e raizes
de vegetais das espécies Eugenia caryophyllata e Eugenia aromatica (BOYER et al., 2009; CUNHA;
ROSA, 2006).

Ainda em decorréncia do estresse, cabe destacar que é notavel a consequéncia dos danos
causados aos peixes, como por exemplo, o surgimento de infec¢gdes e o aumento da susceptibilidade
a doengas patogénicas (GIMBO et al., 2008). Dessa forma, o uso de medicamentos e antibioticos
como o florfenicol é necessario durante a rotina de manejo de uma producéo. O florfenicol € um
antibidtico veterinario muito utilizado na aquicultura, especificamente no tratamento de infec¢cdes em
peixes devido ao seu amplo espectro de acado, que atua contra bactérias Gram-positivas e negativas
(CARRASCHI et al., 2011) e, atualmente, € um dos poucos antibiéticos de uso veterinario que se

encontra registrado e regulamentado para uso (BRASIL, 2016).

Diante desse cenario, o estudo, desenvolvimento e validacao de metodologias e protocolos

de pesquisa para analises da agua e qualidade ambiental, visando o monitoramento por meio do uso
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de biomarcadores e bioindicadores, € de grande importancia para assegurar a expansdo da
aquicultura no Brasil (SIDONIO et al., 2012). Os biomarcadores podem ser definidos como uma
alteracdo numa resposta biolégica que reflete os efeitos toxicos de substancias quimicas ou agentes
poluentes dispersos no ambiente (GOMEZ-OLIVAN et al., 2014), enquanto os bioindicadores sdo
espécies vegetais e animais que expressam 0s sintomas iniciais de estresse ambiental através do
efeito de contaminantes (ADAMS, 2002; OOST; BEYER; VERMEULEN, 2003).

Levando em consideracdo o uso frequente do 6leo de cravo e do florfenicol na aquicultura
com possibilidade da permanéncia de residuos na agua de cultivo, o objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito de concentracdes residuais do Oleo de cravo e do florfenicol na agua nas respostas dos

biomarcadores enzimaticos em tilapias.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local de realizagdao dos experimentos “in vivo” e das analises enzimaticas

Os experimentos “in vivo” foram conduzidos no Laboratério de Ecossistemas Aquaticos (LEA)
entre 0s meses de outubro e novembro de 2019, executados concomitante, porém de forma
independente. As andlises enzimaticas foram realizadas no Laboratério de Ecotoxicologia e
Biosseguranca (LEB). Os dois experimentos pertencem ao mesmo projeto de pesquisa e foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais CEUA (Embrapa Meio Ambiente), Protocolo
n° 007/2019 e Protocolo n° 008/2019.

2.2. Experimentos e tratamentos

Na realizagéo deste estudo utilizaram-se peixes de dois experimentos que foram conduzidos
no sistema de 18 aquarios com capacidade util de 200 L, sem recirculagéo de adgua. Foram utilizadas
nove tilapias por aquario, providos de aeracao suplementar por meio de compressor de ar radial. As
tilapias foram adquiridas de um produtor da regido. Ambos os experimentos foram inteiramente
casualizados, com dois tratamentos, sendo o primeiro tratamento acrescido do 6leo de cravo na
concentracao de 0,5mg/L (100 vezes menor do que a concentragdo utilizada para anestesiar tilapias),
com adicao do diluente etanol 96°GL na concentracdo de 10pL/L; o segundo tratamento foi acrescido
apenas do diluente do 6leo, ou seja, etanol a 10pL/L de 4gua e o grupo controle (sem adi¢éo de dleo
de cravo e sem adicao do diluente - etanol) na agua. Ja no experimento com florfenicol, utilizaram-
se as seguintes concentracdes para os tratamentos: controle; 0,5mg/L (100 vezes menor que a

concentracao utilizada no tratamento de bacterioses) e 5mg/L (10 vezes menor que a concentracdo
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utilizada no tratamento de bacterioses). Foram utilizadas trés repeticbes para cada tratamento,

considerando cada aquario contendo nove tilipias como unidade amostral.
2.3. Parametros Fisico-Quimicos da agua

Durante o periodo experimental, os parametros de qualidade da 4gua foram monitorados
sempre pela manha. Com o auxilio da sonda multiparametro (U-50, Horiba, Minami-ku, Kyoto,Japan),
mensuraram-se o pH, a temperatura (°C), o oxigénio dissolvido (mg.L?) e a condutividade elétrica
(uScm™). A amonia também foi mensurada diariamente com uso do kit Labcon Teste Amdnia Toxica
(dgua doce).

2.4. Parametros biométricos e analise enzimatica

Apos o periodo de trés e sete dias, trés peixes de cada repeticdo foram utilizados para a
realizacdo da biometria e coleta de figado, totalizando 27 peixes. A biometria (peso em g) foi
realizada ap6s a inducdo anestésica com benzocaina 100 mg L* (banho de imerséo). O figado foi
coletado apds eutanasia dos peixes e foram mantidos a -80°C até posterior determinagéo da proteina
total no Laboratorio de Ecotoxicologia e Biosseguranca (LEB). Para quantificagdo da proteina total
as amostras individuais de figado congeladas foram pesadas e homogeneizadas com o
homogeneizador de tecidos ultraturrax (T10 Basic, IKA®) em tampéao fosfato 0,1 M a pH 6,8. Ap6s
esse processo, o homogeneizado foi centrifugado a 12.000 rpm, por 20 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi utilizado como fonte de enzima. Dessa fonte de enzima foi retirada uma aliquota de
cada amostra para entao obter a determinacdo da proteina hepética total de acordo com o método
de Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padréo. As amostras foram lidas
a 595 nm em leitor de microplacas. Para determinacédo da lipoperoxidagéo, utilizou-se a metodologia
FOX proposta por Jiang, Woollard e Wolff (1991). Para realizar o ensaio FOX, primeiramente foi
necessario preparar uma mistura reativa com reagentes, como o sulfato ferroso 0,011 g, xileno de
laranja 0,0081 g, acido sulftrico 0,15 ml e BHT 0,098 g em metanol 90%. Apds esse procedimento,
as amostras de tecido foram desproteinizadas com TCA 10% e, em seguida, centrifugadas a 3.000
rpm, por 10 minutos a 25°C, para entdo separar o sobrenadante de cada amostra. Os niveis de

peroxidacdo foram detectados pelo espectrofotdmetro a 560 nm e apresentados como nmol.g

tecido .

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros mensurados no monitoramento de qualidade da agua do experimento 1 sdo
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apresentados na Tabela 1.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 1, nota-se que durante os sete dias de
experimento ndo houve diferencas significativas (p>0,05) para os parametros fisico-quimicos
mensurados. Observa-se, no entanto, que dentre os parametros avaliados, a ambnia com o
tratamento 6leo de cravo apresentou 0s menores valores aos 3 e 7 dias. O grupo controle apresentou
0s maiores valores de amdnia em ambas as datas. Destaca-se que a aménia total do grupo controle
aos trés dias teve média de 1,74 ppm, com alto desvio padrdo. Isso ocorreu em decorréncia do
sistema n&o possuir recirculagdo de agua. O sistema de recirculacdo de agua é muito utilizado na
piscicultura em criagdes de organismos aquaticos com objetivo de recolher a 4gua do sistema, trata-
la e devolvé-la sem nenhum residuo aos organismos. Dessa forma, o fato de o sistema ndo possuir
recirculacdo pode desencadear dificuldades em se manter a qualidade da 4gua uma vez que, as
chances de ter a permanéncia de residuos do peixe na agua sao grandes, neste caso um dos
parametros fortemente afetado é a amonia total. Com isso € possivel afirmar que mesmo néo
apresentando diferencas significativas (p>0,05) para o grupo controle, a falta de recirculagéo de agua
pode ter contribuido diretamente para o0 aumento da sua concentracao. Para os demais parametros
como pH, oxigénio dissolvido, temperatura e condutividade elétrica, o esperado era ndo ter
diferengas significativas, pois foi utilizada uma concentracéo residual, dessa forma esses parametros

mantiveram-se dentro do esperado apresentando homogeneidade entre eles.

Tabela 1. Parametros Fisico-Quimicos de qualidade da &gua de tildpias em ambiente controlado com
concentracao subletal de 6leo de cravo.

Parametros Fisico-Quimicos aos 3 dias

Tratamentos Temp. (°C) pH OD (mg L) Cond. (uScm -1) Amonia (ppm)
Controle 25.73+ 0.472 6.88+ 0.272 6.39+0.70 2 0.08+0.02 1.74+ 1.162
Alcool 25.85+ 0.652 6.88+ 0.25?2 5.76+ 0.38 2 0.08+0.02 1.55+ 0.882
C’)Igo decravo  25.79+0.752 6.90+ 0.212 6.37+1.232 0.08+0.02 1.34+ 0.592

+ Alcool

Parametros Fisico-Quimicos aos 7 dias

Controle 25.76+ 0.462 6.60+ 0.132 5.95+ 0.762 0.09+ 0.012 2.09+ 0.342
Alcool 25.71+ 0.502 6.68+ 0.142 5.41+ 0.512 0.09+ 0.012 1.90+ 0.332
Oleo de cravo  25.70+ 0.442 6.66+ 0.152 5.51+ 0.232 0.09+ 0.012 1.76+ 0.372

+ Alcool

Temp = Temperatura; OD = Oxigénio Dissolvido; Cond = Condutividade elétrica

Médias seguidas de letras distintas a mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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Os parametros mensurados no monitoramento de qualidade da agua do experimento 2 sdo
apresentados na Tabela 2. Durante os sete dias de experimento ndo houve diferencas significativas

(p>0,05) nos parametros fisico-quimicos mensurados.

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos da qualidade da agua de tilapias em ambiente controlado com
concentracao subletal de Florfenicol.

Parametros Fisico-Quimicos aos 3 dias

(Cn?gtl:flr;tragéo Temp. (°C) pH OD (mg L™?) Cond. (uScm —1) Amaonia (ppm)
0.0 25.98+ 0.442 6.87+ 0.282 6.20+ 0.892 0.09+ 0.012 1.61+ 0.892
0.5 26.07+ 0.482 6.98+ 0.152 5.86+ 0.512 0.08+ 0.02 1.44+ 0.462
5 26.10+ 0.562 6.97+0.172 5.86+ 0.502 0.08+ 0.02 1.39+ 0.892
Parametros Fisico-Quimicos aos 7 dias
0.0 26.36+ 0.582 6.67+ 0.092 6.27+ 0.752 0.09+ 0.012 1.50+ 0.252
0.5 26.57+ 0.752 6.73+ 0.212 6.22+ 0.772 0.09+ 0.012 1.72+ 0.262
5 26.61+ 0.752 6.71+0.172 5.60+ 0.282 0.09+ 0.012 1.72+ 0.362

Temp. = Temperatura; OD = Oxigénio Dissolvido; Cond. = Condutividade elétrica
Médias seguidas de letras distintas a mesma coluna diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

As médias dos pesos (g), dos comprimentos (cm) dos peixes e seus respectivos coeficientes
de variagdo do experimento 1 estdo apresentados na Tabela 3. Os pardmetros observados

apresentaram diferencas dentro do esperado, garantindo a homogeneidade dos tratamentos.

Tabela 3. Parametros biométricos de tilapias em ambiente controlado com concentragdo subletal de éleo de
cravo.

Parametros Biométricos aos 3 dias

Tratamentos Peso (g) CV (%) C. Padréo (cm) CV (%) C. Total (cm) CV (%)
Controle 52,19+8,85 16,97 11,96+0,83 6,95 14,50+0,90 9,37
Alcool 47,17+10,72 22,72 11,51+1,21 10,55 14,08+1,32 6,18
Oleo de cravo + 48,95+12,77 26,09 11,79+0,76 6,41 14,56+1,03 7,09
Alcool

Parametros Biométricos aos 7 dias

Controle 56,66+11,35 20,03 12,18+0,76 6,47 14,86+0,95 6,41
Alcool 52,51+9,03 17,20 11,74+0,76 6,44 14,47+0,98 6,76
Oleo de cravo + 53,27+9,17 17,22 11,90+0,77 6,22 14,69+0,93 6,35
Alcool

C. padrdo = Comprimento padréo; C. total = Comprimento total
As médias dos pesos (g), dos comprimentos (cm) dos peixes e seus respectivos coeficientes

de variacdo do experimento 2 estdo apresentados na Tabela 4. Embora o coeficiente de variagdo
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tenha sido maior em alguns tratamentos, as médias foram mantidas dentro do esperado, garantindo

a homogeneidade dos tratamentos.

Tabela 4. Pardmetros biométricos de tilapias em ambiente controlado com concentracao subletal de florfenicol.

Parametros Biométricos aos 3 dias

E?)ncentragéo (mg Peso (g9) CV (%) C.Padrao (cm) CV (%) C.Total(cm) CV (%)
Controle 74,81+£13,02 17,41 13,42+0,62 4,59 16,4040,80 4,89
0.5 61,54+30,11 48,94 13,18+1,08 8,19 16,31+1,44 8,81
5 70,82+13,38 18,89 13,09+1,06 8,13 16,02+1,02 6,36
Pardmetros Biométricos aos 7 dias
Controle 74,64+7,66 10,27 13,53+1,07 7,90 16,62+1,12 6,76
0.5 74,80£13,02 18,75 13,31+1,23 9,20 16,39+1,32 8,07
5 73,22+15,92 21,75 13,19+0,78 5,92 16,24+0,93 5,72

C. padrdo = Comprimento padrao; C. total = Comprimento total

Na analise enzimatica, os niveis mensurados para a peroxidacdo lipidica (LPO) do
experimento 1 sdo apresentados na Figura 1. Durante os sete dias de experimento ndo houve
diferencas significativas (p>0,05) nos niveis de LPO mensurados.
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Figura 1. Niveis de peroxidacéo lipidica no figado de til4pias em ambiente controlado com concentracdo
subletal de éleo de cravo, trés e sete dias apos a exposi¢ao.

Os niveis mensurados para a peroxidacgao lipidica (LPO) do experimento 2 sdo apresentados
na Figura 2. Durante os sete dias de experimento ndo houve diferencas significativas (p>0,05) nos

niveis de LPO mensurados.
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Figura 2. Niveis de peroxidacdo lipidica no figado de tilapias em ambiente controlado com concentracdo
subletal de florfenicol, trés e sete dias apds a exposicao.

Devido ao crescimento da utilizagdo do 6leo de cravo no manejo de peixes, estudos estdo
sendo realizados para testar seu potencial anestésico, assim como o crescente uso do florfenicol no
tratamento de bacterioses na piscicultura tem influenciado no desenvolvimento de pesquisas com
intuito de testar se a presenca desse composto na agua de cultivo pode ter influéncia na alteracéo
da saude de tilapias do Nilo, evidenciando a importancia de se determinar os parametros
enzimaticos. Dentre esses estudos, temos o0 de TELES et al. (2019), que investigou os efeitos do
6leo de cravo e da tricaina metano sulfonato (MS-222) sobre o estado de estresse oxidativo em
dourada (Sparus Aurata L.) durante o transporte e recuperacgéo, e o de SHIROMA et al. (2020), que
avaliou os riscos a saude e ao meio ambiente para juvenis de tilapia (Oreochromis niloticus) expostos
ao florfenicol. Apesar desses estudos apresentarem dados diversificados alcancando diferentes
parametros, é possivel utilizar os resultados para comparacdo e confirmacdo de que em
concentracoes residuais ambos 0s compostos ndo possuem potencial para alteracao nos parametros
enzimaticos em tilapias, permitindo o uso destes biomarcadores no monitoramento de outros
poluentes, sem que haja a interferéncia dos residuos desses compostos.

Segundo Lima e Abdalla (2001), a lipoperoxidacao (LPO) é considerada um indicador de dano
oxidativo aos componentes celulares, é também a fase primaria no evento citotoxico que
desencadeia uma sequéncia de les6es nas membranas celulares e lipoproteinas. SHIROMA et al.
(2020) afirmam que em estudos ecotoxicoldgicos utilizando organismos aquéticos, o LPO tem sido
muito utilizado com intuito de evidenciar o estresse oxidativo em diferentes espécies de peixes
expostas a uma variedade de xenobidticos presentes na agua, sendo o figado o principal 6rgéo
analisado. Em relacéo aos peixes submetidos a concentragdes subletais de 6leo de cravo, ndo houve

diferenca significativa, comprovando os resultados de TELES et al. (2019); que utilizaram 6leo de
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cravo na concentracao de 2,5 mg/L e ndo verificaram alteracdes nos niveis de peroxidacao lipidica

de peixes anestesiados com essa substancia.

O uso frequente em doses terapéuticas de florfenicol favorece a ocorréncia de concentracdes
residuais ha agua sendo importante 0 monitoramento para garantir a qualidade da agua. Segundo
SHIROMA et al. (2020), a concentracdo de 11 mg L? de florfenicol foi suficiente para aumentar
significativamente os valores de LPO em apenas 48 horas de exposi¢do, evidenciando que o
florfenicol pode ter uma acao oxidante no tecido hepatico da tilapia do Nilo, influenciando diretamente
na causa do estresse oxidativo e, consequentemente, em efeitos hepatotoxicos que podem levar a
sequelas ou mortalidade de peixes. J4, no presente trabalho, de acordo com a Figura 2, as
concentracdes testadas foram menores, evidenciando que em concentragfes residuais, a resposta
enzimatica foi diferente das obtidas com concentra¢cdes mais altas, dessa forma observou-se que
essas concentragcdes residuais ndo causam alteracbes no LPO, permitindo o uso destes
biomarcadores no monitoramento de outros poluentes sem a interferéncia do residuo de florfenicol.
Seré necessario avaliar as enzimas catalase e glutationa S -transferase para complementar os testes

de padronizagédo dos biomarcadores em peixes para monitoramento da qualidade da agua.
4. CONCLUSAO

As concentracfes residuais de 6leo de cravo e do florfenicol avaliados neste estudo néo

interferem na resposta dos biomarcadores enzimaticos em tilapias.
5. AGRADECIMENTOS

Ao CNPq pela bolsa PIBIC concedida. Ao "Projeto BRS Aqua” pelo suporte financeiro. Ao
Pesquisador Claudio Martin Jonsson e ao Técnico Rodrigo Fernandes Castanha pelo auxilio nas

analises estatisticas.
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