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RESUMO - Aflatoxina B; (AFB,) foi determinada em amostras de ragdes destinadas a diferentes fases
de desenvolvimento de Oreochromis niloticus. A extracdo foi realizada segundo QuEChERS
modificado e quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo de fluorescéncia.
A recuperacdo para o método foi de 87,5 e 108,3%, dentro dos limites recomendados pelas diretrizes da
Comissao Europeia. A AFB, foi detectada para todas as fases de desenvolvimento, variando de 0,3
nug/kg em ragdes para juvenil I, € 3,6 e 8,7 ug/kg em ragdes para juvenil II e adultos, respectivamente.
Ao avaliar a exposi¢cdo alimentar tendo como referéncia as concentracdes de AFB; reportadas neste
estudo, analisando em termos de ingestao minima, média e maxima, juvenil I e juvenil II estdo expostos
a concentragdes mais elevadas de AFB;. Além disso, independente da fase de desenvolvimento, quanto
maior a concentragdo de AFB, na racdo, maior sera a exposi¢ao da espécie a este contaminante.

ABSTRACT - Aflatoxin B (AFB;) was determined in feed samples for different stages of development
of Oreochromis niloticus. The extraction was performed according to modified QuEChERS and
quantified by high performance liquid chromatography with fluorescence detection. The recovery for
the method was 87.5 and 108.3%, within the limits recommended by the European Commission
guidelines. AFB1 was detected for all stages of development, ranging to 0.3 ug/kg in diets for juvenile
I, and 3.6 and 8.7 pg/kg in diets for juvenile II and adults, respectively. When assessing food exposure
using the AFB; concentrations reported in this study as a reference, analyzing in terms of minimum,
average and maximum intake, juvenile I and juvenile II are exposed to higher concentrations of AFB;.
In addition, regardless of the development phase, the higher the concentration of AFB; in the feed, the
greater the species exposure to this contaminant.

PALAVRAS-CHAVE: Brasil, micotoxina; piscicultura; regido sul.

KEYWORDS: Brazil, mycotoxin; pisciculture; south region.
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1. INTRODUCAO

Diversos alimentos s@o susceptiveis ao ataque flingico seja no campo, durante transporte ou
armazenamento. Sob condi¢des favoraveis, uma variedade de géneros flingicos podem sintetizar
compostos toxicos, as chamadas micotoxinas (Marijani et al., 2017). Apesar de serem considerados
compostos ndo essenciais para manutengdo primaria desses organismos, a sintese de micotoxinas
confere vantagens competitivas sobre a microbiota presente no ambiente. Entretanto, grande parte
desses metabolitos podem interferir na ruptura de membranas celulares e na sintese de DNA ¢ RNA
ocasionando efeitos carcinogénicos para humanos e animais (Chitarrini et al., 2014).

Dentre as micotoxinas, a aflatoxina B; (AFBi;) é considerada de grande importancia,
apresentando todas as caracteristicas anteriormente citadas (Nogueira et al., 2020). Além disso,
apresenta elevada ocorréncia e altas concentragdes em alimentos, inclusive em ragdes para peixes
(Barbosa et al., 2013). Apesar do elevado consumo de racao destinada a aquicultura na tltima década
(Schulter; Vieira Filho, 2017), dados sobre a ocorréncia de micotoxinas sdo incipientes e escassos. Desta
forma, ¢ de fundamental importancia uma abordagem sobre o impacto da qualidade sanitaria de ragdes
destinadas a piscicultura, bem como enfatizar os riscos da presenca de micotoxinas para peixes. Assim,
este estudo teve como objetivo avaliar a ocorréncia de AFB; em racdes destinadas a alimentagdo de
Oreochromis niloticus e estabelecer o risco de exposicao a espécie.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material

Amostras: Foram coletadas amostras de racdo destinadas a diferentes fases de
desenvolvimento de Oreochromis niloticus. As amostras foram adquiridas no comércio local das cidades
de Rio Grande e Pelotas, localizadas no estado do Rio Grande do Sul. As coletas foram realizadas de
acordo com regulamento n° 401/2006 da Comissdo Europeia (CE) de 23 de fevereiro de 2006 (CE,
2006). Apos as coletas, as amostras foram embaladas, identificadas, vedadas em sacos plasticos estéreis,
e mantidas a - 4 °C até a andlise.

Padrdo analitico e reagentes: O padrdo de AFB: (Saint Louis, MO, EUA) foi adquirido da
Sigma-Aldrich (pureza > 98%). Acetonitrila (MeCN), metanol (MeOH) e cloreto de sodio (pureza >
99%) foram adquiridos da J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA). O &cido acético (pureza > 99%) foi
adquirido da Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil). O sulfato de magnésio (pureza > 95%) foi
adquirido da Caledon Laboratory (Georgetown, Canada). Hexano (pureza > 96%) e tolueno (pureza >
99%) foram obtidos na Merck (Darmstadt, Alemanha). A &gua ultrapura foi obtida através da purificacdo
em um sistema Direct-Q UV3® Milipore (resistividade 18,2 MQ.cm) (Millipore, Bedford, USA). Todos
os solventes foram filtrados em filtro Millipore, com poros de 0,45 pm de didmetro antes de sua
utilizacdo. Todos os componentes da fase modvel foram previamente desgaseificados em banho
ultrassdnico. A solucdo-trabalho de as micotoxinas foram preparadas solubilizando os padrfes em
tolueno:acetonitrila (98:2, v/v) (AOAC, 2000). A fase moével recém-preparada foi desgaseificada por 30
minutos antes do uso com um banho ultra-sénico UniQup (frequéncia USC-1850 EUA: 250 KHz,
Brasil).
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2.2 Métodos

Extragdo das micotoxinas: A extragdo de AFB; foi determinada pelo método de QUEChERS
descrito por Anastassiades et al., (2003) modificado por Seus-Arraché et al. (2018). Para execugao do
método, as amostras foram trituradas e separadas em particulas de aproximadamente 0,5 mm.

Quantificagdo e condi¢des cromatograficas: Para a quantificacdo utilizou-se as condigdes
estabelecidas por Massarolo et al. (2018), utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
com detector fluorescéncia (FL) e derivatizador pos-coluna fotoquimico (Romer Derivatization Unit
RDU TM). O método foi validado quanto a exatiddo e precisdo (European Commission, 2006). A
exatiddo (recuperacao) foi realizada em dois niveis de concentracdo (0,12 e 0,24 ng/g) em triplicata.
Amostras fortificadas permaneceram em repouso por 24 horas antes da extragdo. Para o estudo da
repetibilidade foi realizada a extracao pelo método de QuEChERS, adaptado neste estudo em diferentes
niveis de fortificagdo, em triplicata, e cada nivel foi injetado trés vezes.

Estimativa da ingestdo diaria (ID): a ID foi calculada usando os niveis de AFB, nas ragoes,
ingestao média de ragdo (kg) e massa corporal para diferentes fases de desenvolvimento (alevino, juvenil
e adultos). Os resultados foram expressos de acordo com a Equagdo 1. Onde, IMR ¢ a ingestao média
de racdo, CMR ¢ a concentra¢do da micotoxina na ragdo ¢ MC é a massa corporal. Para o calculo da ID,
0 peso e a ingestdo média de racao foram estabelecido para juvenil I (0,01 kg e 0,0008 kg/dia), juvenil
IT (0,07 kg e 0,003 kg/dia) e adultos (0,3 kg e 0,004 kg/dia) com base nos valores disponibilizados na
NRC (1993) para tilapia.

ID pg/kg/day = (IMR (kg/dia) x CMR (ng/kg))/MC (kg) (D
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As condi¢des de temperatura e vazdo do método propiciou a separa¢do dos analitos. Os
cromatogramas de elui¢do estdo ilustrados na Figura 1, onde para a AFB,; o tempo de retencdo foi de
13,6 minutos. O procedimento cromatografico foi adequado para quantificagdo das micotoxinas, pois
apresentou valores de recuperacdo (87,5 e 108,3%) para os niveis testados, dentro dos limites
recomendados pelas diretrizes internacionais (European Commission, 2006).

Figura 1 - Cromatograma do padrao de AFB; (A) e racdo naturalmente contaminada com AFB; (B).
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Os resultados de ocorréncia para AFB; estdo apresentados na Tabela 1. Os niveis de
contaminacdo nas ragdes nao ultrapassam os limites maximos tolerados (50 pg/kg) conforme
regulamentado pela legislacdo nacional (Portaria MA/SNAD/SFA n°. 07, de 09 de novembro de 1988)
(Brasil, 2003). Entretanto, quando comparado aos limites maximos estabelecidos pela legislagdo da
Unido Europeia (5 pg/kg), os niveis de contaminacdo em ragdes destinadas a peixes adultos (50%)
apresentam-se acima do permitido.

Tabela 1 - Ocorréncia de AFB; nas amostras de racoes.

Fase de desenvolvimento Aflatoxina B (1g/kg)
Juvenil | 0,3(0,1)
Juvenil 11 3,6 (2,9)

Adulto 8,7 (8,4)

Dados apresentados como percentual da média (desvio padréo).

Vérios estudos demonstraram a presenca de AFB: na alimentacéo de peixe a nivel nacional e
internacional (Barbosa et al., 2013; Olorunfemi et al., 2013; Gongalves-Nunes et al., 2015; Mwihia et
al., 2018). A incidéncia de micotoxinas nas rac@es pode estar relacionada a tendéncia em substituir as
fontes proteicas de origem animal por fontes proteicas de origem vegetal (Gongalves et al., 2017), bem
como condig¢Oes inadequadas de transporte e armazenamento. Embora existam essas constatacoes,
estudos demonstrando os efeitos toxicos para as espécies utilizadas nos sistemas de producdo piscicola
ainda sdo limitados (Barbosa et al., 2013).

Desta forma, no contexto de avaliagdo de risco, a ocorréncia de micotoxinas em ragoes é de
grande importancia uma vez que ao serem liberadas diretamente no trato gastrointestinal podem
ocasionar danos graves aos animais (Adesso et al., 2017). Logo, estimar esses valores é primordial para
garantir a seguranca alimentar, procurando determinar limites de exposi¢do as micotoxinas presentes
nas racoes, abaixo dos quais ndo sdo esperados efeitos adversos a satde dos peixes. Tais valores podem
ser regulamentadas com base em célculos de sua ingestdo diéria. A Tabela 2 apresenta a ingestdo diaria
estimada em termos de concentragdo minima (0,3 pg/kg), média (3,6 pg/kg) e méxima (8,7 pg/kg) para
cada fase de desenvolvimento.

Tabela 2 — Exposicdo estimada & AFB; para Oreochromis niloticus (ug/kg/dia).

Estégio de vida Ingestdo minima Ingestdo média Ingestdo maxima
Juvenil | 0,024 0,288 0,696
Juvenil 1l 0,131 1,542 3,728
Adulto 0,001 0,048 0,116

Os dados permitem verificar que peixes jovens (juvenil | e juvenil Il) estdo expostos a
concentragdes mais elevadas de AFB; ao consumir ragdes contendo as concentragOes analisadas. Desta
forma, apesar de néo existirem regulamentacfes que determinem aos valores de ingestéo de micotoxinas
para espécies icticas, os valores de ID reportados podem ser considerados de grande risco para a espécie.

Autores como Rahman et al. (2017), Ayyata et al. (2018) e Deng et al. (2020), conduzindo
ensaios alimentares para avaliar os efeitos de AFB: em Oreochromis niloticus, constataram que
concentragdes similares ou inferiores as encontradas nas ra¢fes em estudo podem provocar efeitos
negativos as células imunitarias dos animais em um curto periodo de exposi¢ao, além de influenciar na
reducéo do ganho de peso, baixa converséo alimentar, diminuicdo das concentra¢es de hemoglobina,
eritrocitos totais, proteinas totais, albumina e globulinas.

Os efeitos ocasionados por essa micotoxina sdo decorrentes da epoxidacdo da dupla ligacéo
8,9 encontrada na forma de éter vinil no anel terminal furano da AFB;. Este composto apresenta
capacidade de interagir com sitios nucleofilicos de macromoléculas (e.g. acido desoxirribonucleico,
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ribonucléico e proteinas). Estas ligacGes ocasionam as lesfes bioquimicas primarias, os chamados
adutos, induzindo a modificacdo de processos metabdlicos normais e outros processos vitais,
ocasionando a mutagenicidade e carcinogenicidade (Vlastimil; Wu; Kuca, 2014).

4. CONCLUSAO

A ocorréncia de AFB: em racfes apresentaram uma concentracdo de 0,3 pg/kg em racoes
destinadas a juvenil I, e 3,6 e 8,7 ug/kg em rac6es para juvenil 1l e adultos, respectivamente.

A exposicédo alimentar tendo como referéncia as concentragdes de AFB; reportadas neste estudo,
analisando a ingestdo minima, média e maxima, juvenil I e juvenil Il estdo expostos a concentragdes
mais elevadas de AFB; e, independente da fase de desenvolvimento, quanto maior a concentracdo de
AFB; na ragdo, maior sera a exposicao da espécie a este contaminante.

Portanto, este levantamento da contaminacdo apresenta-se como uma referéncia Gtil para a
avaliagdo de risco relativo ao consumo de racdo contaminada para Oreochromis niloticus. Além de
acrescentar informagdes importantes para o desenvolvimento da piscicultura no Brasil, contribuindo
com dados concretos para o0 aprimoramento da legislacdo nacional para o setor piscicola.
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