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MICOTOXINAS EM RACOES PARA PEIXES ONiVORQS COMERCIALIZADAS NO
R10 GRANDE DO SUL E RONDONIA

RESUMO

A aquicultura é a atividade agropecuaria que mais cresce no Brasil e no mundo, possuindo
producao superior a setores ja consolidados como a pecuaria de corte e leite. Um dos pontos criticos
na atividade é a racdo, por representar grande parte dos custos operacionais. O objetivo deste estudo
foi avaliar a ocorréncia de aflatoxina B, ocratoxina A e zearalenona em ragdes para peixes oriundas
de regides sul e norte do Brasil, relacionando o perfil de contaminagcdo com sua composi¢ao
quimica e bioacessibilidade. Para tanto, as racdes foram caracterizadas quanto a sua composi¢ao
quimica, as micotoxinas foram quantificadas, foi determinado o risco de exposicdo e
bioacessibilidade de aflatoxina B1. O método empregado para a caracterizagdo quimica das ragdes
seguiu os protocolos estabelecidos pela Association of Official Analytical Chemists para umidade,
proteina, lipideos, fibras e cinzas. Os carboidratos foram estimados por diferenca. Para a extracao
das micotoxinas foi aplicado o método de QUEChERS, j& para separacdo e quantificacdo foi
utilizada cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector fluorescéncia (FL). Todas
as determinacgdes foram realizadas em triplicata. A contaminacdo por micotoxinas foi verificada
em 93,3% das amostras avaliadas, com nivel maximo de 16,5 pg/kg para AFB1, 31,6 pg/kg para
OTA e 322,2 ug/kg para ZEN. Em 60% das racgdes as trés micotoxinas foram detectadas, 13,3%
apresentaram co-ocorréncia de duas. Em relacdo a composicao, foi verificado que quanto maior o
contetdo de proteina, menor a concentracdo detectada de AFB;. Esta relacéo inversa também foi
observada entre o contelido de carboidrato e a concentracdo de OTA e ZEN. Peixes alimentados
com racdo contendo os niveis mais elevados de contaminacdo detectados neste estudo estdo
expostos a riscos, seguindo uma ordem decrescente na concentracdo (ug/kg/dia) para alevino,
juvenil e adulto. De acordo com os testes de bioacessibilidade in vitro para AFB1 pode ser
verificado que 85% desse metabdlito presente na racdo destinada a alimentacdo animal estava
disponivel para absorcdo pelos peixes.

Palavras-chave: Aquicultura. Piscicultura. Racdo. Bioacessibilidade.






MYCOTOXINS IN FEEDS FOR OMNIVOROUS FISH MARKETED IN RIO GRANDE
DO SUL AND RONDONIA

ABSTRACT

Aquaculture is the fastest growing agricultural activity in Brazil and in the world, with production
superior to already consolidated sectors such as beef cattle and milk. One of the critical points in
the activity is the ration, since it represents a large part of the operating costs. The objective of this
study was to evaluate the occurrence of aflatoxin B, ochratoxin A and zearalenone in diets for fish
from southern and northern Brazil, relating the contamination profile with its chemical composition
and bioaccessibility. For this, the rations were characterized as to their chemical composition, the
mycotoxins were quantified and bioaccessibility of aflatoxin B1 was determined to define the risk
of exposure. The method used for the chemical characterization of the rations followed the
protocols established by the Association of Official Analytical Chemists for moisture, protein,
lipids, fibers and ashes. Carbohydrates were estimated by difference. For the extraction of
mycotoxins, the QUEChERS method was applied, and for the separation and quantification, high
performance liquid chromatography (HPLC) with fluorescence detector (FL) was used. All
determinations were performed in triplicate. Mycotoxin contamination was verified in 93.3% of
the evaluated samples, with a maximum level of 16.5 pg/kg for AFB1, 31.6 ug/kg for OTA and
322.2 pglkg for ZEN. In 60% of the rations the three mycotoxins were detected, 13.3% presented
co-occurrence of two. Regarding the composition, it was verified that the higher the protein
content, the lower the detected concentration of AFB1. This inverse relationship was also observed
between the carbohydrate content and the concentration of OTA and ZEN. Fish fed with feed
containing the highest levels of contamination detected in this study are exposed to significant
risks, following a decreasing order of concentration (pg/kg/day) for juvenile, juvenile and adult
fish. According to in vitro bioaccessibility tests for AFB; it can be seen that 85% of this metabolite
present in the animal feed was available for absorption by fish.

Keywords: Aquaculture. Pisciculture. Ration. Bioaccessibility.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura € considerada um dos segmentos de producdo animal com
desenvolvimento acelerado e continuo em todo o mundo (FROEHLICH et al.,, 2017). Os
indicadores de crescimento e produtividade sdo notaveis, em torno de 6,5% e 4,1%,
respectivamente, para o periodo de 2010 a 2014 (FAOQ, 2016). O cultivo de peixes se destaca neste
segmento de producéo animal, somando 68% do volume de producéo total da aquicultura mundial,
sendo a maior parte desse valor representado por peixes de agua doce, com 59% da producdo, e
faturamento superior a 53 milhGes de dolares por ano (FAO, 2018).

Aliado ao crescimento do cultivo de peixes, e com 0 aumento na demanda por insumaos,
a industria de racdo cresceu em ritmo acelerado nas Ultimas décadas (SCHULTER; VIEIRA
FILHO, 2017). A racdo, é considerado o item que mais influencia no custo total de producédo
aquicola, com as despesas variando entre 70 e 80% (BARONE, 2017). Devido a isso, a qualidade
da racdo vem sendo motivo de preocupacdo, em especial por sua susceptibilidade ao ataque
microbiano, principalmente por fungos, com destaque para os micotoxigénicos (BARBOSA et al.,
2013), que, em condic¢des de estresse, podem oportunizar a sintese de micotoxinas (TOLOSA et
al., 2014). Assim, ressalta-se a importancia do controle desses compostos dentro da cadeia
produtiva (GONCALVES et al., 2018).

Segundo lheshiulor et al. (2011), grande parte da producdo de cereais (25%), destinada
ao consumo humano e animal esta contaminada por toxinas de origem flngica. Desta forma, o
controle desses metabolitos em alimentos e racdes é de grande importancia (GONCALVES et al.,
2018), destacando para o setor piscicola a aflatoxina B1 (AFB1), a ocratoxina A (OTA) e a
zearalenona (ZEN) por apresentarem ampla ocorréncia em ragdes para peixes (BARBOSA et al.,
2013) e elevada toxicidade para as espécies cultivadas (CHITARRINI et al., 2014).

A problematica central quanto a utilizacdo de racdes para peixes contendo micotoxinas
esta diretamente relacionada a bioacessibilidade desses compostos, ou seja, a quantidade que sera
liberada para a absorgéo no organismo do animal durante o processo digestivo. Mesmo que apenas
uma pequena porcao seja absorvida pelas células intestinais, essas passardo a exercer seus efeitos
toxicos (HAMDAN; MOYANO; SCHUHARDT, 2009), podendo estes ser carcinogénicos
(KHANAFARI; SOUDI; MIRABOULFATHI, 2007), citotoxicos (PIETSCH et al., 2011),
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neurotoxicos (KUBITZA, 2010), estrogénicos (BAKOS et al., 2013), nefrotoxicos (BALOGH et
al., 2009), e ainda, imunossupressores (SELIM; EL-HOFY; KHALIL, 2014).

Desta forma, considerando a importancia econémica da aquicultura como uma
atividade agropecuaria promissora e também no que diz respeito a qualidade da alimentagéo
animal, além da escassez de informacdes sobre micotoxinas em ra¢Ges destinadas a piscicultura no
Brasil, é de fundamental importancia que se estabelecam técnicas eficientes que consigam detectar
e monitorar a presenca desses compostos em toda a cadeia de producdo piscicola, principalmente

na racao.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a ocorréncia de aflatoxina B, ocratoxina A e zearalenona em ragfes para

peixes onivoros oriundas das regides Norte e Sul do Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar método de extracao de aflatoxina B1, ocratoxina A e zearalenona em ra¢des
para peixes onivoros.

Caracterizar a racdo quanto a composicdo quimica, relacionando com o perfil de
contaminag&@o por micotoxinas.

Estimar a inestdo diaria das micotoxinas para espéceis que apresentem interesse
zootécnicos e mercadoldgico no Brasil.

Determinar a bioacessibilidade de AFB1 em peixes através de testes de digestibilidade

in vitro da racéo.



CAPITULO 1
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 PANORAMA DA PISCICULTURA NO BRASIL

A aquicultura tornou-se uma atividade agropecuaria com desenvolvimento notavel em
todo o0 mundo (SAMPAIO et al., 2016), principalmente em fungéo do crescimento populacional e
da busca dos consumidores por alimentos mais saudaveis (VELEZ et al., 2017). Dentro do setor
produtivo da aquicultura, a piscicultura € o ramo com maior desenvolvimento e rentabilidade
(IBGE, 2016). Neste contexto, o cultivo de peixes em cativeiro se estabelece como uma alternativa
viavel para continuar aumentando a oferta de pescado, visto que a pesca encontra-se com a
producdo estabilizada desde a década de 1990 (FAO, 2016).

Dentre os paises com maior potencial para a aquicultura, o Brasil tem papel de
destaque, em especial por sua disponibilidade de recursos hidricos, geoldgicos e edéficos, além de
apresentar elevado nimero de espécies com interesse zootécnico e mercadolégico (MACHADO;
DRUMMOND; PAGLIA, 2008). Esses fatores sdo responsaveis por conferir ao Brasil o segundo
lugar no ranking de producdo aquicola latino-americana e o décimo quarto lugar no ranking de
producdo global, apresentando valores de producdo superiores a setores ja consolidados como a
pecuaria de corte e leite, producdo de aves e suinos (COSTA et al., 2015; PEIXE BR, 2018).

Em relacdo aos indices de producdo, dados do Anuario da Associacdo Brasileira de
Piscicultura (PEIXE BR, 2018), apontaram que no ano de 2017, o Brasil foi responsavel por uma
producdo superior a 691 mil toneladas de peixes. Com incremento produtivo de 8% em relagéo a
2016, apresentando aumento expressivo, com destaque para as regides norte e sul.

O incremento produtivo é comandado pela regido sul, juntos, Parand, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul, contribuiram com mais 25,8% da producao nacional. A produc¢éo para a regiao
estd centrada principalmente no cultivo de tilapia, espécie que representa 51,7% da producéo
piscicola nacional, além de carpas e trutas, representando 4,6% da producao brasileira. O estado
do Rio Grande do Sul apresenta-se como o terceiro maior produtor, com despesca superior a 22
mil toneladas de peixe para o ano de 2017 (PEIXE BR, 2018).

Dentre os estados da regido norte, Ronddnia se destaca na producdo piscicola
(ALMEIDA et al., 2017). A atividade, que teve inicio na década de 1980 como fonte alternativa de
renda para a populagéo local, apresentou despesca superior a 77 mil toneladas de peixes no ano de
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2017, consolidando o estado de Rond6nia como principal polo produtor de peixes nativos no pais
(BAPTISTA et al., 2018). A producdo piscicola do Estado esta centrada principalmente no cultivo
de espécies regionais, como pirarucu, pacu, tambatinga, pintado, e principalmente o tambaqui
(Colossoma macropomum) (PEIXE BR, 2018), segunda espécie mais cultivada no Brasil, com
despesca de 136,99 mil toneladas para o ano de 2016, representando 27% do total de peixes
produzidos, sendo o estado de Rondénia responsavel por 50,8% do total da producéo nacional e
63,7% da producédo regional (IBGE, 2016).

O crescimento exponencial da piscicultura no Brasil esta diretamente relacionado ao
alto grau de transferéncia de mecanizacao e tecnologia para o setor aquicola nos Gltimos anos. Em
especial para os sistemas de producdo e desenvolvimento de planos alimentares e nutricionais
adequados, permitindo que as espécies cultivadas apresentem melhor desenvolvimento zootécnico
nas diferentes fases de cultivo (BOSCOLO et al., 2011).

Em relacdo aos sistemas de producédo, vale salientar que este € composto por um
conjunto de mecanismos sistematicos relacionados a criacdo ou cultivo de uma espécie qualquer,
definidos por alguns fatores de producdo, sendo estes interligados por um processo de gestdo
cooperada (MACHADO, 2015). Um sistema de producéo agropecuario é classificado levando em
consideracdo sua complexidade e o grau de interacdo entre os sistemas de criacdo (HIRAKURI et
al., 2012). De acordo com a Resolugéo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n°
413/2009, os sistemas de cria¢do piscicolas brasileiros sdo classificados como (BRASIL, 2009):

i) sistema extensivo: possui como caracteristica principal a alimentagdo natural,
apresentando densidade de estocagem inferior a 2.000 peixes/ha, ndo apresenta monitoramento da
qualidade de &gua, e 0s viveiros ndao possuem planejamento quanto a construcao, apresentando
dimensdes variadas.

ii) sistema semi-intensivo: possui como caracteristica principal a maximizacao da
producdo priméria por adubagdo e suplementacdo alimentar com subprodutos como gréos e frutas,
ou até com racdo comercial, apresenta densidade de estocagem variando de 5.000 a 20.000
peixes/ha, com monitoramento esporadico da qualidade da 4gua, sendo 0s viveiros construidos com
planejamento prévio para producao de peixes.

iii) sistema intensivo: possui como caracteristica principal o uso de ragdes balanceadas
para alimentacdo dos peixes em todas as fases de desenvolvimento, apresenta densidade de

estocagem variando de 10.000 a 100.000 peixes/ha, com monitoramento total da qualidade de agua,
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sendo 0s viveiros construidos com planejamento prévio para a producdo de peixes. Geralmente
esse sistema é destinado ao monocultivo de espécies com interesse zootécnico.

Iv) sistema superintensivo: possui como caracteristica principal o uso de racfes
nutricionalmente completas, devendo apresentar estabilidade na coluna d'agua, sendo esta a
principal fonte de alimento dos peixes em todas as fases de desenvolvimento. Apresenta baixa
renovacao de agua nos viveiros, sendo a densidade de estocagem expressa por biomassa/m?, e néo
por m?,

Desta forma, uma maior producdo e retorno econémico da atividade piscicola esta
diretamente relacionada ao sistema de cultivo adotado e no desenvolvimento de planos alimentares
e nutricionais adequados (MORO; RODRIGUES, 2015). Os alimentos utilizados nesses planos
deverdo ser altamente digestiveis e em propor¢des que permitam o maximo de aproveitamento
(JOBLING; GOMES; DIAS, 2001). Além disso, outros fatores sdo primordiais para o
desenvolvimento da atividade, tais como o conhecimento da genéetica (NUNES et al., 2017),
métodos reprodutivos (NOBREGA et al., 2017) e qualidade da agua (LIU et al., 2016).

3.2 SUPLEMENTACAO ALIMENTAR

Dentro da atividade piscicola, a alimentag&o é considerada uma das atividades de maior
importancia (POHLENZ; GATLIN 111, 2014). Durante muitos anos esta area esteve concentrada
apenas em estabelecer os indices nutricionais necessarios para 0 crescimento das espécies com
potencial zootécnico (NRC, 2011). Porém, com a consolidacdo da piscicultura como atividade
econdmica lucrativa (LASNER et al. 2017), os estudos referentes a alimentagdo passaram a
concentrar seu objetivo na elaboracgéo de dietas completas visando alcancar a taxa de crescimento
ideal (MELLO et al., 2016), manter a satde dos animais (KIRON, 2012), suas funcdes fisiologicas
e reprodutivas (PEZZATO et al., 2004), contribuindo para a otimizacdo da produgéo (SALAMA,;
MURRAY, 2011) e oferta de produtos seguros ao consumidor (CARVALHO, 2011).

No processo produtivo estabelecido pela piscicultura moderna, o fornecimento de
proteinas, carboidratos, lipidios, fibras, vitaminas e minerais se estabelece na forma de racédo
(SCORVO FILHO et al., 2010). A formulacao das racdes é flexivel, baseada na mistura de varios
compostos, 0 balanco dos seus componentes deve ser adequado, ofertando aos peixes energia para

manutencdo de suas fungOes metabdlicas, locomocdo, reproducdo e transformacdo da racéo



34

ofertada em tecido muscular (FREITAS et al., 2016). A energia propicia capacidade de trabalho
para todo organismo animal, sendo o processo bioldgico de sua utilizacdo determinado como
metabolismo, em contrapartida, a propor¢cdo em que a energia é utilizada é chamada taxa
metabolica. Esta Gltima situacdo em peixes € influenciada por fatores relativos a espécie, idade,
temperatura e pardmetros quimicos da d&gua (BALDISSEROTTO, 2013).

A energia liberada pelo metabolismo das ragfes em peixe assume as formas de energia
livre, usada para manutencdo das funcdes fisiologicas, e energia calorica, utilizada para a regulacao
da temperatura corporal (LOGATO, 2012). Todavia, 0s peixes ndo possuem um mecanismo interno
para regular sua temperatura corporal, sdo pecilotérmicos, ndo fazendo uso desta ultima forma de
energia liberada (LU et al., 2019). Apresentando assim, grande vantagem na conversio e
transformacdo do alimento oferecido em proteinas de alto valor nutritivo (STONEHAM et al.,
2018).

Desse modo, as fontes de energia presentes nos alimentos sdo carboidratos, proteinas,
gorduras. As fibras ndo sdo digeridas pelos peixes, por isto ndo apresentam grande importancia,
entretanto, estdo presentes em praticamente todos os ingredientes utilizados para a formulacao de
alimentos para peixes (LANNA et al., 2004). Na producédo de racdo servem principalmente para
conferir volume e aglutinagdo das ragdes (SILVA et al., 2017).

Dentre 0s principais componentes utilizados como fonte energética para 0s peixes, 0s
lipideos, a proteina e os carboidratos sdo 0s mais importantes para manutencéo dos seus processos
metabolicos, locomocdo, reproducdo e transformacdo da fonte energética ofertada em tecido
muscular. Desta forma, os alimentos podem ser divididos em dois grandes grupos, alimentos
proteicos e energéticos (FINN; FYHN, 2010).

Os alimentos proteicos apresentam balanco aminoacidico elevado e alta palatabilidade,
podendo estes ser de origem vegetal (e.g. farelos de soja, de algodédo, de amendoim, de girassol, de
canola, graos de destilarias e glaten de milho), ou de origem animal (farinhas de sangue, penas,
carne, 0sso0s, subprodutos lacteos, levedura, visceras de frango e residuo de pescado) (MORO;
RODRIGUES, 2015). Dentre os alimentos energéticos, o milho é apresentado como a principal
fonte de amido. Devido a sua alta palatabilidade e disponibilidade no mercado, ¢ a principal fonte
de carboidratos, estabelecendo-se como componente essencial para a expansao e aglutinagao, além
de conferir maior flutuabilidade as racGes. Porém, no processo de fabricacdo podem ser
empregadas outras fontes de amido como sorgo, milheto, farelo de arroz e trigo (LOGATO, 2012;
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MORO; RODRIGUES, 2015). Fontes de alimentos proteicos e energéticos também séo utilizadas
como fontes de minerais. Apesar de 0s peixes possuirem a habilidade de absorver alguns elementos
inorganicos da agua, as dietas necessitam de suplementacdo mineral, pois sua falta implica na perda
de apetite, em interferéncias nos parametros zootécnicos, mortalidade e até mesmo em
deformidades (GASCO et al., 2018).

A proporcao de cada ingrediente pode variar no processo de formulagéo de ragdo, uma
vez que os peixes apresentam diferentes habitos alimentares (BARROS; ZUANON; DEUS, 2017).
Alguns ingredientes como o milho e a soja, por exemplo, podem ser incluidos em proporcdes de 5
a 17% e de 35 a 53%, respectivamente, para espécies onivoras (DAIRIKI; SILVA, 2011). O trigo
pode ser incluido em uma proporcao de 15 a 27% nas rages para peixes carnivoros, enquanto que
para herbivoros pode variar de 20 a 70% (BERNTSSEN; JULSHAMN; LUNDEBYE, 2010).

No entanto, para a inclusdo de qualquer alimento no processo de fabrico de racédo, deve
ser implementado um monitoramento constante da qualidade e composi¢do quimica desses
ingredientes, uma vez que esses podem apresentar contaminantes fisicos, quimicos e bioldgicos
(KUBITZA, 2010). A contaminacdo bioldgica se destaca em decorréncia da presenca de fungos,
em especial os produtores de micotoxinas, que podem afetar toda cadeia produtiva (BAPTISTA,;
HORII; BAPTISTA, 2004).

3.3 MICOTOXINAS

Algumas espécies de fungos filamentosos quando submetidos a condi¢Ges de estresse
e oscilagbes nutricionais, sintetizam metabdlitos secundarios denominados micotoxinas
(MARIJANI et al., 2017). Esses compostos se caracterizam por sua ampla faixa de toxicidade, por
apresentar baixa massa molecular (KOPPEN et al., 2010), termoestabilidade (ELSANHOTY et al.,
2014), ndo apresentar imunogenicidade (MAZIERO; BERSOT, 2010) e serem nocivos a saude de
humanos (ALGUL; KARA, 2014) e animais (MICHELIN et al., 2016).

A contaminacdo fungica de alimentos pode ocorrer no campo (FERRARI FILHO,
2011), durante e apo6s a colheita (VILLA; MARKAKI, 2009), transporte, processamento e
armazenamento de um determinado produto (PETZINGER; WEIDENBACH, 2002), ocasionando
um risco a seguranca do alimento (SPEIJERS; SPEIERS, 2004). Dentre os fungos, espécies
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toxigénicas pertencentes aos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium sdo os principais
responsaveis pela sintese de micotoxinas (MARIN et al., 2013).

Aproximadamente 300 compostos sdo reconhecidos como micotoxinas, e uma vez
produzidas sdo estaveis e podem acarretar perdas referentes a qualidade nutricional e tecnoldgica
dos produtos (SCAGLIONE, 2017). Dentre as micotoxinas mais comumente detectadas em
produtos alimenticios estdo as aflatoxinas, a ocratoxina A, as fumonisinas, a zearalenona e 0s
Tricotecenos (FOROUD; EUDES, 2009; MEERDINK, 2002). As propriedades quimicas e
bioldgicas dessas micotoxinas sao diferentes e 0s seus efeitos toxicos sdo extremamente variaveis
(BAKOS et al., 2013; BALOGH et al., 2009; KHANAFARI; SOUDI; MIRABOULFATHI, 2007;
KUBITZA, 2010; PIETSCH et al., 2011; SELIM; EL-HOFY; KHALIL, 2014).

Segundo lheshiulor et al. (2011), grande parte da producéo de cereais (25%), destinada
ao consumo humano e animal esta contaminada por toxinas de origem fungica. Desta forma, o
controle desses metabolitos em alimentos e ragdes é de grande importancia (GONCALVES et al.,
2018), destacando para o setor piscicola a aflatoxina B1 (AFB1), a ocratoxina A (OTA) e a
zearalenona (ZEN) por apresentarem ampla ocorréncia em ragdes para peixes (BARBOSA et al.,
2013) e elevada toxicidade para as espécies cultivadas (CHITARRINI et al., 2014).

3.3.1 Aflatoxinas

Dentre as principais micotoxinas produzidas por espécies do género Aspergillus, tem-
se as aflatoxinas (AFLAs) dos grupos Bi, B2, Gi1 e G2 (RAZZAGHI-ABYANEH; SHAMS-
GHAHFAROKHI; CHANG, 2011), sendo a AFB; de maior importancia pois apresenta maior
ocorréncia e em altas concentracbes em alimentos contaminados. As aflatoxinas apresentam
estruturas similares entre si, formando um Unico grupo de compostos heterociclicos altamente
oxigenados. Suas estruturas apresentam um nucleo cumarinico fundido com um anel bifurano, além
de um anel pentanona ou 6-lactona (SHI et al., 2017).

As AFLAs do grupo G diferem quimicamente do grupo B pela presenca de um anel 3-
lactona no lugar do anel ciclopentanona. Além disso, uma dupla ligacédo 8,9 é encontrada na forma
de éter vinil no anel terminal furano nas aflatoxinas B1, G1 e G2 (Figura 1) (JAIMEZ et al., 2000).
As iniciais B (blue) e G (green) estéo relacionados ao fato de apresentarem fluorescéncia azul e

verde, respectivamente, quando observadas sob luz ultravioleta (SILVA, 2009). A AFB; é
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considerada a mais toxicas das aflatoxinas, apresentando alto poder carcinogénico. A
carconogénese hepatica representa o mais importante efeito de toxicidade cronica desta micotoxina
para muitas espécies animais, incluindo peixes, aves, mamiferos (MONSON et al., 2016; RAWAL,
KIM; COULOMBE, 2010).

Figura 1 - Estruturas quimicas das aflatoxinas.

Sy

OCHy OCHy

A = AFBy; B = AFBy; C = AFGy; D = AFG;
Fonte: Zain (2011).

As AFLAs sdo sintetizadas principalmente por espécies do género Aspergillus. Como
caracteristica biossintética, o A. flavus s6 produz aflatoxinas do grupo B, enquanto que o A.
parasiticus sintetiza as dos grupos B e G. A contaminagéo por esses metabolitos pode ocorrer no
campo ou durante armazenagem e apos o processamento (ONO et al., 2006). Fatores relativos ao
genotipo da planta hospedeira, condi¢cBes ambientais, danos mecénicos, além de condicdes
inadequadas de secagem e armazenamento dos produtos podem contribuir para a sintese desses
metabolitos (PATERSON; LIMA, 2010).

Em estado puro, as AFLAs sdo extremamente estaveis a altas temperaturas (> 200 °C)
e ndo sdo afetadas pelo frio, além de serem incolores, inodoras e ndo alterarem o sabor dos
alimentos (KWIATKWISKI; ALVES, 2002). Dentre essas caracteristica, a estabilidade térmica
propicia a sintese desses metabolitos em uma ampla variedade de produtos alimentares,

principalmente em gréos e cereais produzidos nos tropicos imidos e subtropicais, como o milho, o
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sorgo, o arroz, o trigo, o amendoim, a soja, o girassol e o algoddo (BHATNAGAR-MATHUR, et
al., 2015).

3.3.2 Ocratoxina A

A ocratoxina A (OTA) é um pentacetideo formado por uma isocumarina ligada a uma
fenilalanina, além de possuir em sua estrutura uma molécula de cloro, principal responsavel por
sua toxixidade (Figura 2). Essa micotoxina € sintetizada principalmente por fungos do género
Aspergillus e Penicillium (ONORIO et al., 2011; PATTONO; GALLO; CIVERA, 2011). No
entanto, os géneros fungicos citados se desenvolvem em condi¢6es distintas. Em regides de clima
temperado a OTA € sintetizada por fungos do género Penicillium, ja em regides de clima tropical,

0 género Aspergillus é responsavel pela sintese deste metabolito (SCHMIDT-HEYDT et al., 2012).

Figura 2 - Estrutura quimica da Ocratoxina A

Fonte: Andrade (2016).

A OTA ja foi detectada em uma ampla gama de alimentos como frutos secos,
leguminosas e bebidas, entretanto, ocorre com maior frequéncia em produtos derivados de cereais
e em café (CORONEL etal., 2012). A contaminacdo de alimentos por essa micotoxina pode ocorrer
antes da colheita ou, de forma mais frequente, durante o armazenamento. Assim, o controle relativo
a presenca deste composto nessa etapas deve ser realizado com a aplicacdo de protocolos de
prevencdo, tendo como objetivo reduzir a concentracdo desse metabolito presente nos alimentos
para niveis aceitaveis (DUARTE; PENA; LINO, 2010).
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Por apresentar alta estabilidade a acidez e a altas temperaturas (KHOURY; ATOUI,
2010), pode persistir no alimento mesmo ap0s este passar por diversos processamentos utilizados
na producéo de alimentos (RIBEIRO, 2007), sendo necessarias temperaturas superiores a 250 °C
durante varios minutos para reduzir a sua concentracao (EFSA, 2006).

Por apresentar uma ampla ocorréncia em alimentos, os estudos referentes aos efeitos
desse metabolito em organismos vivos se intensificaram, levando a Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Céancer a classificar a ocratoxina A (grupo 2B), como um possivel carcinégeno
humano (IARC, 1993). Seus efeitos sdo variados, possuindo caracteristicas neurotdxicas (SAVA
et al., 2006), genotoxicas (TOZLOVANU et al., 2006), carcinogénicas (BROWN; ODELL;
MANTLE, 2007), mutagénicas (PALMA et al., 2007), teratogénicas (WANGIKAR et al., 2007) e

imunossupressoras (ROSSIELLO et al., 2008) em animais e humanos.

3.3.3 Zearalenona

A zearalenona (ZEN) é uma micotoxina descrita como uma lactona do acido fendlico
resorcilico que apresenta ligacdo insaturada no C1 e C2 e uma func¢éo cetona na posicao C6 (Figura
3) (VEKIRU et al., 2010). Esse metabolito pode sofrer reducédo da ligagdo insaturada ou da posi¢ado
da funcdo cetona, produzindo uma série de congéneres estereoisdbmeros (MARAGOS, 2010).
Apesar de ser uma lactona apresentando um anel, compreendendo 13 carbonos, se apresenta estavel
ao rompimento hidrolitico, caracteristica atribuida a presenca de um grupo metil secundario que
impede que ataques nucleofilicos sejam efetivados na carbonila da lactona (OGA; CAMARGO;
BATISTUZZO, 2008).

Figura 3 - Estrutura quimica da zearalenona.
OH O CHs

HO |

Fonte: Maragos (2010).
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A ZEN apresenta baixa toxicidade aguda para animais, entretanto apresenta risco a
salde devido a sua forte atividade estrogénica, apresentando acdo relacionada ao controle da
ovulacdo. Desta forma, por possuir semelhanca quimica com a estrutura do horménio estrogénico
17-B-estradiol (ZINEDINE et al., 2007), pode se ligar tanto aos receptores de estrogénio alfa como
beta, agindo como um disruptor enddcrino (KOWALSKA et al., 2018).

Vérias espécies do género Fusarium sdo responsaveis pela sintese de ZEN. F.
graminearun é o principal produtor, sendo sua sintese favorecida por altas umidades e baixas
temperaturas. A sintese desse metabolito tem sido reportada em gréos ainda no campo, durante a
colheita, processamento e estocagem de alimentos ou racdes formulados a partir de gréos
contaminados (BRIYONES-REYES; GOMEZ-MARTINEZ; CUERVA-ROLON, 2007).
Apresenta como principal substrato de contaminacdo o milho, além de outras commodities

agricolas como a soja, o trigo, o sorgo e o arroz (ZINEDINE et al., 2007).

3.3.4 Ocorréncia de micotoxinas em alimentos e racgdes

O ndmero de estudos que avaliam a contaminagdo por micotoxinas vem crescendo no
Brasil, tanto em alimentos destinados para animais quanto para humanos. Em geral, os substratos
de contaminacgdo por esses metabolitos sdo produtos de origem agricola, com destaque especial
para os graos e cereais (HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2011). Como a maioria das espécies
fungicas produz mais de uma micotoxina, é dificil apenas uma micotoxina apresentar ocorréncia
em um produto (EYNI et al., 2016) (Tabela 1).

A contaminacdo por esses metabdlitos é muito difundida, especialmente em regides
com clima tropical e em desenvolvimento (GONCALVES et al., 2016; MATEJOVA et al., 2017).
A ocorréncia de micotoxinas ocasionam perdas econdmicas para todos os setores do agronegocio,
inclusive na piscicultura (GRUBER-DORNINGER et al., 2018) (Tabela 2).

Estas perdas séo de dificil contabiliza¢do, pois grande parte esta relacionada aos danos
causados a saude humana e animal, a reducdo da produtividade, a perda de receita em divisas, aos
custos em inspecdo e amostragens, aos custos de para desintoxicagdo de alimentos a pesquisa e
formacdo. Deviso a isso, diversos paises estabeleceram suas préprias legislacOes referentes aos

niveis desses metabholitos em alimentos destinados ao consumo animal. De acordo com
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Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura (FAO, 2004), 101 paises

possuem legislagdes regulamentadas para micotoxinas (Tabela 3).

Tabela 1 - Ocorréncia de micotoxinas em produtos de origem agricola no Brasil.

Regiéo Micotoxinas Matriz N NMQ (ugkg) Referéncia
Centro-oeste FT e AFLAS Milho 12 23630e 3,4 Arenhardt (2015)
Norte FB1e FB2 Milho 76 1987,0e1194.6 Valmorbidaetal. 2017
Sudeste AFLAs, OTA e Milho 110 1600; 206 e Machinski Jr et al.
ZEN 4640 (2001)
FT e ZEN Milo 40 6450e99 Queiroz et al. (2012)
Sul AFBy, DON, Arroz 32 74; 400; 26 e Dors; Bierhals e
OTA e ZEN 396 Badiale-Furlong,
(2011)
AFLAs, OTA, Arroz 165 0,11;0,24;4872; Almeidaetal. (2012)
ZEN, DON e 244e 31,1
CTVv
AFB:;, AFB; Milho 84 84,1; 4,6; 22,6 e Bentoetal. (2012)
AFG; e AFG: 1,8
OTA Arroz 38 560,0 Hackbart et al. (2012)
FB1 Trigo 11  4906,0 Mendes et al. (2015)
AFB:;, AFB; Milho 108 6,5; 14,5; nd e Domenicoetal. (2016)
AFG; e AFG: 4,1
FB1e FB: Soja 39 1495,0e552,2  Garciaetal. (2016)
DON Trigo 668 11800 Machado et al. (2017)
ZEN Arroz 100 126,31 Savi et al. (2018)

DON, ADONSe Trigo
NIV

20

1590,7; 428,0 e
187,5

Seus-Arraché et al.
(2018)

ADONS = (3-acetil-desoxinivalenol e 15-acetil-desoxinivalenol); AFLAs = aflatoxinas totais (AFB, AFB,, AFG; e
AFG,); AFB; = aflatoxina B1; AFB, = aflatoxina B»; AFG; = aflatoxina Gi1; AFG; = aflatoxina G,; CTV =
citreoviridina; DON = deoxinivalenol; FB; = fumonisina B1; FB, = fumonisina B; FT = fumonisinas totais; NIV =

nivalenol; OTA = ocratoxina A; ZEN = zearalenona.
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Tabela 2 - Ocorréncia de micotoxinas em rag0es para peixes.

Micotoxinas Pais Referénicas

AFB1, AFB;, AFG1 AFG;, ZEN, DON,  India, Indonésia,  Gongalves et al. (2018b)
NIV, 3-ADON, 15-ADON, FBy, FB, Myanmar,

FBs, T-2, HT-2, DAS, NEO, OTA, Taiwan, Tailandia

3-ADON, 15-ADON, AFB1, AFB, Repablica Checa  Modra et al. (2016)

AFG: AFGz, BEA, DON, DAS, FBu,
HT-2, NIV, OTA, T-2, ZEN

AFB1, AFB2, AFG1 AFGg, FB1, FB2, Quénia, Tanzénia, Marijani et al. (2017)

FBs3, DON, 3-ADON, 15-ADON, DAS, Ruanda, Uganda

AOH, T-2, NIV

AFBy, AFB», AFGy, AFG2, OTA, NEO,  Espanha Né&cher-Mestre et al. (2015)

FB1, FB2, FB3, T-2, DAS, ZEN, NIV,
DON, 3-ADON, 15-ADON, FUS-X, HT-

2

ENA, ENA1 ENB, ENB;, BEA Espanha Tolosa et al. (2014)

AFB;, AFB2, AFG;, AFG2, AFMy, FB1,  Nigéria Olorunfemi et al. (2013)

FB2, FBs, HFB1, DON, D3G, ZEN, NIV

AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, FB1, FB2, Espanha Néacher-Mestre et al. (2013)

HT-2, OTA, T-2,

AFB; Brasil Gongcalves-Nunes et al.
(2015)

AFB1, FB1, OTA Brasil Barbosa et al. (2013)

DON, ZEN Suica Pietsch et al. (2013)

ZEN Polbnia Wozny et 1. (2013)

AFG; = aflatoxinas Gi; AFG; = aflatoxina G,; FB, = fumonisina B;; 3-ADON = 3-acetil deoxinivalenol; 15-ADON
= 15-acetil-deoxinivalenol; FUS-X = fusarenon-X; FB, = fumonisin B,; FB3 = fumonisin B3; HT-2 = toxina HT-2;
NEO = neosolaniol; BEA = beauvericina; ENA = eniatina A; ENA; = eniatina A;; ENB = eniatina B; ENB; =
eniatina B1; AFM; = aflatoxina M1; AOH = alternariol; HFB; = fumonisina B; hidrolisada; D3G = deoxinivalenol-3-
B-D-glucosideo.



Tabela 3 — Niveis méximos de micotoxinas em racGes e matérias-primas a serem utilizadas
diretamente ou como ingrediente para ra¢fes destinadas ao consumo animal.

Concentracdo (ng/kg)

Continente Pais Categoria alimentar
AFB:1 AFLAs OTA ZEN
América  Argentina Farelo de soja 30
Uruguai Produtos a base de soja 30
Milho e cevada 200
Arroz, cevada e milho 50
Barbados Rac0Oes 50
Canada Racoes 20
Chile Racoes 50
Cuba Racbes e ingredientes 5

para racoes

El Salvador Rac6es em geral 10
Suriname Racoes 30
Venezuela Rac0Oes 20
Europa Dinamarca Cereais 5
Espanha Todos alimentos 5 10
Franca Todos alimentos 10
Cereais 5 200
Grécia Milho 5 10
Italia Cereais 3 100
Suécia Ingredientes para racoes 50
Racoes 10
Bosnia e Arroz, milho e trigo 1

Herzegovina

Bulgaria Graos, cereais e derivados 2,5
Macedobnia Arroz, milho e trigo 1

Racdes e ingredientes 50
Roménia Racoes 5

Russia Cereais, farinhas e farelos 5 1000
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Continuacdo da Tabela 4

Concentracdo (ng/kg)

Continente Pais Categoria alimentar
AFB: AFLAs OTA ZEN
Europa Sérvia Arroz, milho e trigo 1
Europa Suica Milho e cereais 5
Africa Africado Sul  Alimentos em geral 5 10
Costa do Ingredientes para racdes 100
Marfim
Rac0es prontas 10
Eqito Milho 10
Nigeéria Racoes 50
Senegal Derivados de amendoim 50
Zimbabwe Milho e sorgo 5
Asia China Arroz 10
Trigo e sorgo 20
Milho e farelo de 50
amendoim
Israel Gréos para ragdes 20 300
Japéo Racoes 1000
Jordania Arroz, milho e ragdes 15 30
Oma Rac0Oes 10
Singapura Todos alimentos 0
Oceania Australia Alimentos em geral 5
Nova Zelandia  Alimentos em geral 5

Desta forma, a introducdo de fontes proteicas e de carboidratos de origem vegetal,
como o milho, a soja e o arroz na fabricacdo de ragdo (SPRING; FEGAN, 2005) ndo é considerada
importante apenas como fonte energética para os peixes, mas esses componentes apresentam-se
como fator limitante para a atividade piscicola por conterem substratos ideais para o crescimento
de fungos que, em condigdes favoraveis, podem oportunizar a producdo de micotoxinas (TOLOSA

et al., 2014). Assim, o conhecimento relativo a quantidade desses metabdlitos nas races que
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poderdo ser absorvidos pelos animais é essencial, podendo esses serem estabelecidos por testes,
como a bioacessibilidade.

3.4 BIOACESSIBILIDADE

Bioacessibilidade corresponde a fragdo de um composto que é libertado a partir da sua
matriz alimentar, no trato gastrointestinal durante a digestdo e, assim, se torna disponivel para
absorcéo intestinal (CALATAYUDI et al., 2012; LAIRD; CHAN, 2013).

A bioacessibilidade dos compostos presentes em uma matriz alimentar pode ser
determinada por diferentes abordagens analiticas, como os estudos da digestdo in vivo e in vitro
(VERSANTVOORT etal., 2005). Os testes in vivo sao considerados onerosos, necessitam de longo
periodo de execucgdo, exigem planejamentos complexos, recursos financeiros elevados, além de
apresentarem limitacGes analiticas e éticas (CARDOSO et al., 2015).

Desta forma, os testes in vitro apresentam-se como forma de ultrapassar tais limitagdes,
sendo considerados métodos simples, rapidos e de baixo custo (MORADI et al., 2011). Buscam
retratar e simular o processo digestivo de forma simplificada através da aplicacdo de condi¢cbes
fisiologicas similares as reais, como pH, temperatura, tempo de residéncia dos compostos em cada
parte do trato gastrointestinal e composicao quimica de fluidos digestivos, principalmente atividade
enzimatica (GILANNEJAD et al., 2017). Os testes de bioacessibilidade in vitro estdo cada vez
mais aprimorados, visando aproximar cada fase do teste as condi¢fes do organismo humano ou
animal, podendo estimar de maneira mais precisa a quantidade absorvida de um determinado
composto (BERTIN et al., 2016; CUNHA et al., 2017).

Estudos referentes a bioacessibilidade estdo concentrados em estabelecer a absorcao de
macro e microelementos utilizados na alimentacdo humana e animal, pois estes sdo essenciais para
um funcionamento do metabolismo, participando de forma direta ou indireta das diversas funcdes
metabdlicas e estruturais do organismo (FAILLA; THAKKAR; KIM, 2009; GODQY et al., 2016;
HAMDAN; MOYANO; SCHUHARDT, 2009; HAMDAN et al., 2014; KULKARNI et al., 2007).
Estes estudos também sdo Uteis na determinacdo da porgdo bioacessivel de metais pesados (e.g
mercurio, cadmio e chumbo) presente em alimentos destinados ao consumo humano e animal
(HAN-HAN et al., 2017; INTAWONGSE et al., 2012; JUHASZ et al., 2014; LAIRD; CHAN,
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2013; MENDOZA et al., 2017; NAKATSUBO, 2017; RODRIGUES et al., 2014; SHIM, et al.,
2009; TORRES-ESCRIBANO et al., 2011).

Outros estudos estabelecem a bioacessibilidade de micotoxinas em diversas matrizes
alimentares para humanos, como a AFLA B; em amendoim e trigo (VERSANTVOORT et al.,
2005), a AFB1 e a OTA em nozes e trigo (KABAK et al., 2009), a AFB1, o desoxinivalenol (DON)
e a OTA em macarrdo (RAIOLA et al., 2012), as toxinas T-2 e HT-2 em pdo (ANGELIS et al.,
2014; MONACI et al., 2015), as toxinas T-2 e HT-2 em trigo (NATHANAIL et al., 2015).

No entanto, estudos que avaliam a bioacessibilidade in vitro de micotoxinas por
animais, mais especificamente para peixe, sdo ausentes no meio cientifico. Ressalta-se que a
formulacdo das racdes é flexivel, estando baseada na mistura de varios elementos (FREITAS et al.,
2016), podendo apresentar mais de um tipo de micotoxina. Portanto, é de suma importancia ndo
somente a determinacdo desses contaminantes em racdes, como também a determinacao de sua

bioacessibilidade, a fim de inferir sobre o real risco de exposicao a esses metabdlitos.
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RESUMO

Com a intensificacdo produtiva da piscicultura, a substituicdo parcial ou total da farinha de peixe
por ingredientes de origem vegetal passou a ser uma realidade dentro das industrias de racédo, tendo
como intuito a reducdo de custos, porém aumentando o risco da contaminagdo por micotoxinas.
Estudos comprovam que as micotoxinas podem induzir diversos distdrbios em peixes, como
alteracdes celulares e organicas, comprometimento do desenvolvimento funcional e morfoldgico,
e em casos mais graves, mortalidade. Desta forma, estudos tem focado sua atencdo em avaliar e
desenvolver estratégias para prevenir a formacdo de micotoxinas, bem como a sua eliminacéo,
inativacdo ou reducédo de sua disponibilidade em ragdes. Assim, esta revisao tem como objetivo
descrever as vias de contaminacdo e ocorréncia de micotoxinas em ra¢c6es destinadas a alimentagédo
de peixes, relacionado aos efeitos toxicos desses metabolitos sobre os animais e possiveis formas
de mitigacao.

Palavras-chave: Aquicultura. Contaminacéo. Racdo. Matéria-prima. Toxicidade.






ABSTRACT

With the productive intensification of fish farming, the partial or total replacement of fishmeal by
ingredients of plant origin became a reality within the feed industry, with the aim of reducing costs,
but increasing the risk of contamination by mycotoxins. Studies have shown that mycotoxins can
induce various disorders in fish, such as cellular and organic alterations, impairment of functional
and morphological development, and in more severe cases, mortality. Thus, studies have focused
their attention on evaluating and developing strategies to prevent the formation of mycotoxins, as
well as their elimination, inactivation or reduction of their availability in feed. Thus, this review
aims to describe the pathways of contamination and occurrence of mycotoxins in fish feed, related
to the toxic effects of these metabolites on animals and possible forms of mitigation.

Keywords: Aquaculture. Contamination. Feed. Raw. Materials. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura global apresentou grande ascensdo produtiva nos ultimos anos
(FROEHLICH et al., 2017), estabelecendo uma alternativa viavel para aumento da oferta de
proteina animal, ja que a pesca encontra-se com a captura estabilizada desde a década de 1990
(FAO, 2016). O impacto sobre o desenvolvimento e progresso da aquicultura se estabelece
basicamente pela piscicultura, responsavel por 68% da producdo aquicola mundial, sendo a
piscicultura de aguas interiores o setor mais promissor, com 59% da producdo, e faturamento
superior a 53 milhGes de dolares por ano (FAO, 2017).

Este progresso esta diretamente relacionado ao alto grau de mecanizacgéo e tecnologias
empregadas em pontos primordiais dentro do setor produtivo, como melhoramento genético
(VELEZ, et al., 2017; NUNES et al., 2017), qualidade de &gua (LIU et al., 2016), métodos
reprodutivos (NOBREGA et al., 2017), e principalmente inovagdes relacionadas as préaticas
alimentares, formuladas especialmente para atender as necessidades nutricionais dos peixes nas
diversas fases do ciclo produtivo (PAULINO et al., 2018).

A racdo influencia diretamente no custo operacional aquicola (POHLENZ; GATLIN
I11, 2014), com despesas variando entre 70 e 80% (BARONE, 2017). Sua formulagdo é flexivel,
baseada na mistura de varios compostos (FREITAS et al., 2016), tanto de origem animal quanto
vegetal (MORO; RODRIGUES, 2015). Muitos desses compostos, principalmente os de origem
vegetal, como o0s cereais, apresentam-se como substratos ideais para o desenvolvimento
microbiano, principalmente fungos e, dentre eles, os toxigénicos, que quando submetidos a
condicBes de estresse ou oscilagdes nutricionais necessarias para 0 seu desenvolvimento,
sintetizam substancias toxicas denominadas micotoxinas (TOLOSA et al., 2014).

Analises gquantitativas em racdes para peixes reportam a presenca de diversas
micotoxinas, principalmente as produzidas pelos géneros Aspergillus spp., Fusarium spp.
(OLORUNFEMI et al., 2013) e Penicillium spp. (BARBOSA et al., 2013). O impacto causado pela
ingestdo de ragdo contendo micotoxinas pode afetar o desempenho dos peixes de forma direta,
lesionando o6rgédos responsaveis pela digestdo e absorcdo de nutrientes, e de maneira indireta,
agindo sobre o sistema imunossupressor (SELIM et al., 2014), tornando 0s animais propensos a

infeccdes, alem de oportunizar reducgéo de peso corporal, e até efeitos deletérios, podendo estes ser
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carcinogénicos (KHANAFARI et al., 2007), citotdéxicos (PIETSCH et al., 2011), neurotdxicos

(KUBITZA, 2010), estrogénicos (BAKOS et al., 2013) e nefrotdéxicos (BALOGH et al., 2009).
Dado o exposto, esta revisdo tem como objetivo descrever as vias de contaminacdo e

ocorréncia de micotoxinas em racdes destinadas a alimentacdo de peixes, relacionando aos efeitos

toxicos desses metabolitos sobre os animais e possiveis formas de mitigacéo.

2 MATERIA-PRIMA VEGETAL COMO VEICULO DE CONTAMINACAO DE RACOES
NA PISCICULTURA

O requerimento nutricional para peixes é escasso em compara¢do com outras espécies
zootécnicas que ja atingiram o estagio de controle na formulacao de rac6es balanceadas (YOSSA
et al., 2015). Essas informacdes sdo ainda menores quando levamos em consideracao as espécies
nativas com potencial aquicola (SAINT-PAU, 2017). Dessa forma, as exigéncias nutricionais para
peixes ndo apresentam padrdo que possa ser utilizado como referéncia (NAVARRO-GUILLEN et
al., 2018). Dentre os fatores que contribuem para tal situacéo, pode ser destacado o fato de que os
peixes apresentam dependéncias direta e indireta do meio onde vivem, estando sujeitos a condi¢oes
ambientais de dificil manipula¢do (HALVER; HARDY, 2002).

As exigéncias nutricionais dos peixes ndo diferem dos demais animais, porém
diferentes variacdes térmicas no ambiente de cultivo, além das fases de desenvolvimento dos
peixes, podem modifica-las. Desta forma, a determinacdo das necessidades qualitativas e
quantitativas dos nutrientes essenciais na dieta é de fundamental importancia para a adequada
formulacdo de racdes para as diferentes espécies (LOGATO, 2012).

Os alimentos utilizados como fontes de nutrientes se subdividem em dois grandes
grupos na cadeia produtiva de dietas para peixes: alimentos proteicos, tanto de origem animal
quanto vegetal, e alimentos energeticos. Dentre os alimentos proteicos de origem animal, a farinha
de peixe é comumente utilizada (HARDY, 2010) por apresentar excelente fonte de aminoacidos,
minerais essenciais, além de vitaminas (LOGATO et al., 2012). Porém, sua demanda é requerida
pelos demais setores, para animais domésticos e avicultura, resultando em uma elevagdo nos custos
referente a este ingrediente nos sistemas piscicolas, tornando necessaria a busca por fontes
alternativas que possam substituir e sustentar a demanda emergente de ragdes para a aquicultura
(ANTONOPOULOU et al., 2017).
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Dentre as fontes proteicas de origem vegetal (NCR, 2011), o farelo de soja (AZARM,;
LEE, 2014), o farelo de amendoim, e o farelo de algoddo séo as mais utilizadas, e apresentam
grande potencial para substituicdo total ou parcial da farinha de peixe, impulsionadas pela maior
abundancia e menor preco (BANDARA, 2018). Entre os alimentos energéticos, o milho é
apresentado como a principal fonte, caracterizado por sua grande quantidade de amido (SANTOS-
CIPRIANO et al., 2015), apresentando alta palatabilidade e disponibilidade no mercado,
estabelecendo-se como componente essencial para a expanséao e aglutinacéo, o que confere maior
flutuabilidade as racfes (MORO; RODRIGUES, 2015). Outras fontes de origem vegetal também
apresentam potencial para substituicdo da farinha de peixe, podendo ser empregadas em racéo,
conforme descrito na Tabela 1.

Para a inclusdo de fontes proteicas e energéticas de origem vegetal no processo
industrial de racdo, deve ser implementado um monitoramento constante de sua qualidade,
principalmente para contaminantes como as micotoxinas (BAPTISTA et al., 2004) (Tabela 2) que
se destacam pelos efeitos toxicos em animais (AYYAT et al., 2018). A presenca e magnitude das
micotoxinas nas diferentes matérias-primas variam em funcdo de fatores climaticos, genéticos e
geograficos (MAGAN; MEDINA; RODRIGUEZ, 2014), além de inadequadas condi¢cbes de
cultivo, colheita e armazenamento das commodities agricolas e do produto final ap6s seu
processamento industrial em ragdo (MARIJANI et al., 2017).

Estudos de longo prazo em alimentos ao redor do mundo indicam que
aproximadamente 70% dos alimentos podem estar contaminados com pelo menos uma micotoxina,
porém, em grande maioria, varias micotoxinas podem ocorrer de forma simultanea em uma Unica
matéria-prima (KOSICKI et al., 2016). Desta forma, no processo de fabricacdo de racdo com a
mistura de varios lotes de diferentes matérias-primas, ocorre a elaboracdo de uma matriz totalmente
nova com um novo perfil de risco (PIETSCH et al., 2013). Portanto, é provavel a incidéncia de
diferentes micotoxinas de forma simultdnea nas racfes, podendo apresentar efeitos toxicos,
aditivos ou sinergicos aos peixes (GONCALVES et al., 2018b).
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Tabela 1 - Ingredientes de origem vegetal empregados na formulacdo de dietas para peixes.

Ingredientes

Espécie

Pais

Rereréncias

Concentrado proteico de milho

Concentrado proteico de arroz

Farinhas de soja, de milho e de trigo, concentrado

proteico de soja

Farinha de glaten de milho

Farelo de amendoim desengordurado

Farelos de soja e de glaten de milho

Farinha de aveia

Farinha de camelina

Farinha de soja fermentada

Ervilha verde

Ervilha, tremoco, farelos de soja e de sorgo
Farinhas do feno de manicoba, do feno de leucena e

do feno da folha de mandioca, raspa de mandioca e

residuos de vitivinicola

Farelo de soja fermentado

Farelo de soja, gluten de milho e farinha de trigo

Oreochromis niloticus
Megalobrama

amblycephala

Colossoma macropomum

Lates calcarifer

Oreochromis mossambicus

Arapaima gigas
Lateolabrax japonicus
Salmo salar
Acanthopagrus schlegeli
Lates calcarifer
Argyrosomus japonicus

Oreochromis niloticus

Acanthopagrus schlegelii

Solea senegalensis

Emirados Arabes

China

Brasil

India

Paquistao
Brasil

China
Canada
Coréia do Sul
Filipinas
Austrélia

Brasil

China
Portugal

Khalifa et al. (2018)
Cai et al. (2018)

Paulino et al. (2018)

Nandakumar et al.
(2017)

Yildirim e Acar (2016)
Cipriano et al. (2016)
Wang et al. (2015)
Hixson et al. (2014)
Azarm e Lee (2014)
Ganzon-Naret (2013)
Booth et al. (2013)
Araujo et al. (2012)

Zhou et al. (2011)
Dias et al. (2010)
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Ingredientes

Espécie

Pais

Autores

Farinha de soja desengordurada

Concentrado proteico de soja, farinha de gluten de
milho, farinha de gluten de trigo, concentrado proteico
de arroz, farinha de soja, farinha de semente de
algoddo, farinha de canola, farinha de linhaca, farelo
de arroz, farelo de trigo, trigo moido, cevada, trigo
inteiro, farinha de trigo e milho inteiro

Farinha de glaten de milho, glaten de trigo, ervilha
extrusada, farinha de colza, trigo extrusado

Soja, concentrado proteico de soja, isolado proteico de
soja, canola inteira, concentrado proteico de canola,
semente de linhaca, tremogo, concentrado proteico de

ervilha, glaten de milho e glaten de trigo

Sparus aurata

Oncorhynchus mykiss

Sparus aurata

Gadus morhua

Espanha

Estados Unidos

Franca

Canada

Martines-Llorens et al.

(2009)
Gaylord, Barrows e
Rawles (2008)

Francesco et al. (2007)

Tibbetts, Milley e Lall
(2006)
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Tabela 2 - Ocorréncia de micotoxinas em ingredientes de origem vegetal utilizados na
formulacéo de dietas para peixes.

Ingrediente  Micotoxinas (NMQ em pg/kg) Pais Autores

Arroz AFB: (40,0), AFB: (9,15), NIV Paquistao Majeed et al. (2018)
(116,0), DAS (12,53), FB1 (75,1),
ZEN (114,0), T-2 (32,0), DON

(115,0) e OTA (24,0)
ZEN (126,31) Brasil Savi et al. (2018)
Aveia NIV (500,0), T-2 (132,0) Suica Martin et al. (2018)
Milho AFB; (24,0) Japdao Nomura et al. (2018)
DON (725) Turquia Pekel et al. (2018)
Soja DON (2,265) e ZEN (853,0) Croécia Pleadin et al. (2017)
AFLAs (3430,0), OTA (125,0) e Africa do Sul Egbuta et al. (2016)
FB1 (4286,0)
Trigo OTA (34,75) Argélia Zebiri et al. (2018)

AFLAs = aflatoxinas totais (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2); AFB;= aflatoxina B1; AFB; = aflatoxina B2; NIV =
nivalenol; DAS = diacetoxiscirpenol; DON = deoxinivalenol; FB; = fumonisina B1; NMQ = nivel m&ximo
quantificado; OTA = ocratoxina A; T-2 = toxina T-2; ZEN = zearalenona.

3 OCORRENCIA E TECNICAS PARA DETERMINACAO DE MICOTOXINAS EM
RACOES

A utilizacdo de ingredientes a base de vegetais para formulacdo de racdo intensificou a
introducdo de micotoxinas em sistemas de cultivo devido as altas cargas de contaminagao presentes
nas matrizes vegetais (MODRA et al., 2017). A contaminacdo por esses metabdlitos é muito
difundida, especialmente em regides com clima tropical e em desenvolvimento (GONCALVES,
NAEHRER; SANTQOS, 2016; MATEJOVA et al., 2017). No geral, as investigagdes apontam que
a contaminacdo de ragcbes por micotoxinas indica problema significativo e disseminado na
piscicultura, causando limitagbes econdmicas e de saude em varios paises (GRUBER-
DORNINGER; JENKINS; SCHATZMAYR, 2018).

Estudos relatam a presenca e o monitoramento de micotoxinas em racles para as
diversas espécies de animais em todo o mundo (ARROYO-MANZANARES et al.,, 2015;
KOTINAGU; MOHANAMBA; KUMARI, 2015; KIM et al., 2017). No entanto, existem poucas
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informagdes sobre a ocorréncia desses contaminantes em ra¢@es destinadas a alimentacéo de peixes
(Tabela 3).

A ocorréncia de micotoxinas em racOes € dificil de ser prevenida, podendo sua
concentracdo ser baixa nesta matriz alimentar, exigindo a disponibilidade de métodos sensiveis,
precisos, robustos, seletivos e confidveis que permitam sua detec¢do (GRECO et al., 2015).

A forma de separacdo mais usual de micotoxinas incluem cromatografia liquida (LC),
cromatografia gasosa (CG), cromatografia em camada delgada (CCD) e técnicas de imunoensaio
enzimatico (ELISA) (GULLINO et al., 2017). Essas técnicas de separacdo cromatografica podem
ser acopladas a detectores tendo como funcéo a amplificagdo do sinal do analito em estudo, assim
as técnicas de LC podem ser acopladas a detectores de raios ultravioleta (UV), arranjos de diodo
(DAD), fluorescéncia (FL) ou espectrometria de massa (MS). Ja as técnicas de CG acopladas a
detectores de ionizacdo de chama (FID) ou espectrometria de massas (MS) (SNYDER;
KIRKLAND; DOLAN, 2010).

Dentre essas técnicas, as cromatografias liquida e gasosa acopladas a espectrometria
de massas estabelecessem-se como as mais viaveis para a determinacdo qualitativa e quantitativa
de micotoxinas devido as suas vantagens quanto a seletividade e possibilidade de deteccdo de
varios analitos de forma simultdnea em relagdo aos demais métodos de deteccdo (SFORZA;
DALL’ASTA; MARCHELLI, 2005), tornando-as excelentes técnicas confirmatdrias (SPANJER;
RENSEN; SCHOLTEN, 2008).
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Tabela 3 - Ocorréncia e técnicas de deteccdo de micotoxinas em ragdes para peixes.

Técnicas Micotoxinas N NP (%) FC (ug/kg) Pais Referénicas
LC-MS/MS  AFB3, AFB;, AFG1 AFG2, ZEN, 12 12(100) <0,5-993 india, Indonésia,  Goncalves et al.
DON, NIV, 3-ADON, 15-ADON, Myanmar, (2018b)
FB1, FB2, FB3, T-2, HT-2, DAS, NEO, Taiwan, Tailandia
OTA,
3-ADON, 15-ADON, AFB1, AFB, 2 2 (100) <1,0-1800 Republica Checa  Modra et al. (2016)
AFG: AFG2, BEA, DON, DAS, FB;,
HT-2, NIV, OTA, T-2, ZEN
AFBi, AFB,, AFG:1 AFG,, FBy, FB2, 14 14(100) 0,9-1136,5 Quénia, Tanzania, Marijani etal.
FB3, DON, 3-ADON, 15-ADON, Ruanda, Uganda  (2017)
DAS, AOH, T-2, NIV
AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, OTA, 5 5 (100) 0,1-754 Espanha Néacher-Mestre et
NEO, FBy, FB», FB3, T-2, DAS, ZEN, al. (2015)
NIV, DON, 3-ADON, 15-ADON,
FUS-X, HT-2
ENA, ENA1, ENB, ENB, BEA 20 20(100) 0,1-10 Espanha Tolosa et al. (2014)
AFB1, AFB, AFG;, AFG2, AFMy, 94 94 (100) 4,0-900,9 Nigéria Olorunfemi et al.
FB1, FB2, FB3, HFB1, DON, D3G, (2013)
ZEN , NIV
AFB1, AFB2, AFG1, AFG2, FB1, 10 10(100) 20-100 Espanha Néacher-Mestre et

FB2, HT-2, OTA, T-2,

al. (2013)
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Método Micotoxinas N NP (%) FC (ug/kg) Pais Referéncias

ELISA AFB; 36 6(16,7) 16-98 Brasil Gongcalves-Nunes
et al. (2015)

ELISAe AFBs1, FB1, OTA 60 50 (90) 0,3-4,94 Brasil Barbosa et al.

CCD (2013)

LC-DAD e DON, ZEN 11  11(100) 3-825 Suica Pietsch et al.

LC-FL (2013)

LC-FL ZEN * % 10,3-81,8 Pol6nia Wozny et 1. (2013)

N = nimero de amostras; NP = nimero de amostras positivas; FC = faixa de contaminagdo; AFG; = aflatoxinas G1; AFG; = aflatoxina G; FB, = fumonisina By; 3-
ADON = 3-acetil deoxinivalenol; 15-ADON = 15-acetil-deoxinivalenol; FUS-X = fusarenon-X; FB, = fumonisin B2; FBs = fumonisin Bs; HT-2 = toxina HT-2;
NEO = neosolaniol; BEA = beauvericina; ENA = eniatina A; ENA; = eniatina A;; ENB = eniatina B; ENB; = eniatina B1; AFM; = aflatoxina M;; AOH =

alternariol; HFB, = fumonisina B hidrolisada; D3G = deoxinivalenol-3-B-D-glucosideo; * = ndo mencionados.
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4 EFEITOS TOXICOS DAS MICOTOXINAS SOBRE OS PEIXES

Diversos paises estabeleceram suas proprias legislacdes referentes aos niveis desses
metabdlitos em alimentos destinados ao consumo humano e animal, procurando regulamentar o
controle dos niveis de micotoxinas. De acordo com Organizacdo das NacBes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura (FAO, 2004), 101 paises possuem legislacdes regulamentadas para
micotoxinas. Esses niveis, chamados de limites maximos tolerados, foram estimados devido aos
efeitos que estas micotoxinas causam nas diferentes espécies animais como aves, suinos e bovinos.
Porém, hd uma lacuna quanto aos niveis de orientacdo para as espécies icticas (WALCZAK,
JEDZINIAK; REICHERT, 2018).

O estabelecimento desses valores € importante, pois estudos comprovam que as
micotoxinas podem induzir diversos distirbios em peixes, como alteracdes celulares e organicas,
comprometer o desenvolvimento funcional e morfoldgico, e em casos mais graves, mortalidade
(ANATER et al., 2016). No entanto, poucos estudos avaliaram o grau de toxicidade aguda (Tabela
4), estando a maioria das investigacOes focadas apenas em estabelecer a toxicidade crénica, nao
estabelecendo um padréo referente a dose letal ou ao tempo de exposicao as diferentes micotoxinas
(Tabela 5).



Tabela 4 - Toxicidade aguda e doses letais (DL) de micotoxinas em peixes.
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Micotoxinas Espécies Fase Doses DL Administracédo Referéncias
FB1 Ictalurus punctatus Adulto  0,3; 20; 80; 320 e 320 mg/kg (DL70) Racéo - 14 Lumlertdacha et
720 mg/kg semanas al. (1995)
AFB; Labeo rohita Alevino 7,5;11,25e 13,75 13,75 mg/kg (DLeo) Intraperotenial - 10  Sahoo et al.
mg/kg dias (2001)
AFB1 Oreochromis Alevino 0,25;2,5; 10e 100 100 mg/kg (DLeo) Racdo - 8 semanas  Tuan et al. (2002)
niloticus mg/kg
OTA Dicentrarchus Adulto  0,05; 0,1; 0,15; 0,3 mg/kg (DLso) Racéo - 4 dias El-Sayed, Khalil
labrax 0,2; 0,25; 0,3; e Saad, (2009)
0,35 e 0,4 mg/kg
T-2 Danio rerio Embria 0,05; 0,10; 0,20; 0,40 (DLso) e 0,80 Racdo - 24 horas Yuan et al. (2014)
0 0,25; 0,30; 0,40 e pmol/L (DL1oo)
0,80 pumol/L
OTA Oreochromis Alevino 0,08 e 0,16 mg/kg 0,08 mg/kg (DLso) Intraperotenial -8  Mansour et al.
niloticus semanas (2015)
FB1 Oreochromis Juvenil  0,20; 0,30; 0,50; 0,60 mg/kg (DLso) Racdo - 6 semanas  Abu-Hassan et al.
niloticus 0,60;0,80e 1,0 (2016)
mg/kg

AFB; = aflatoxinas B1; FB; = fumonisina B1; OTA = ocratoxinna A, T-2 = toxina T-2.
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Tabela 5 - Efeitos toxicos das micotoxinas em diferentes espécies de peixes.

Micotoxinas Espécies Fases Dose Administragdo  Efeitos toxicos Autores
OTA Ictalurus Juvenil  0,5; 1,0; 2,0; Racéo - 8 Reducéo no ganho de peso, Manning et al.
punctatus 4,0 e 8,0 mg/kg semanas baixa conversdo alimentar, (2003)
reducéo dos hematocritos,
mortalidade
STC Oreachromis  Alevino 1,6 png/kg Intragastrico -  Clastogénico, reducdo de peso,  Abdel-Wahhab
nilaticus 4 semanas aberracdes cromossémicas nos et al. (2005)
rins
AFB; Oreochromis  Juvenil 19; 85; 245; Racéo - 20 Inducéo de disturbio hepatico, Deng et al.
niloticus e 638; 793 e semanas resultando em diminuicédo do (2010)
Oreochromis 1641 ng/kg conteudo lipidico, indice
aureus hepatossomatico, atividade do
citocromo P450 Al, e elevagéo
da atividade alanina
aminotransferase plasmatica
DON Cyprinus Juvenil 352;619e 953 Ragéo -4 Efeitos citotdxicos sobre as Pietsch et al.
carpio L. ug/kg semanas células imunitarias (2014b)
ZEN Cyprinus Juvenil 332;621e797 Ragdo -4 Efeitos citotoxicos sobre as Pietsch et al.
carpio L. ug/kg semanas células imunitérias (2015)
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Micotoxinas Espécies Fases Dose Administragdo  Efeitos toxicos Autores
DON e ZEN Oreochromis  Alevino 0,07; 0,31, Racéo - 8 Reducéo no ganho de peso e Tola et al.
niloticus e 0,50; 0,92; 1,15 semanas crescimento, baixa conversao (2015)
Oreochromis mg/kg e 0,01, alimentar
mossambicus 0,09; 0,21;
0,37; 0,98 mg/
kg
OTA Ictalurus Juvenil 2;4e8mg/kg Racdo-8 Reducéo no ganho de peso e Zahran et al.
punctatus semanas crescimento, baixa converséo (2016)
alimentar
T-2 Cyprinus 5,3 mg/kg Racéo - 4 Reducdo no ganho de peso, Matejova et al.
carpio L. semanas baixa conversdo alimentar, (2017)
anemia, linfopenia, estresse
oxidativo
AFB; Oreochromis  Alevino 2 mg/kg Racéo - 14 Reducdo no ganho de peso, Ayyata et al.
niloticus semanas baixa conversdo alimentar; (2018)

diminuigdo das concentragdes
de hemoglobina no sangue,
eritrocitos totais, proteinas

totais, albumina e globulinas
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Continuacdo da Tabela 5

Micotoxinas Espécies Dose Administragdo  Efeitos toxicos Autores
AFB Cyprinus 05;0,7e14 Racéo - 3 Diminuicao da atividade da Bitsayah,
carpio mg/kg semanas lisozima e reducéo da Banaee e Haghi
imunoglobulina no plasma (2018)
sanguineo
FBi1e B2 Oreochromis 20; 40 e 60 Racéo - 4 Reducéo dos niveis de RNA Claudino-Silva
niloticus mg/kg semanas mensageiro, reducdo da et al. (2018)
expressao do gene CASP7
AFB; Cyprinus 50 png/kg Racéo - 8 Reducéo do crescimento e baixa Fan et al. (2018)
carpio semanas conversao alimentar
AFB; Pangasius 50; 100; 250; Racéo - 8 Reducdo no ganho de peso, Gongcalves et al.
hypophthalm 500 e 1000 semanas aumento do indice (2018a)
us ug/kg hepatossomatico e adiposo,
niveis elevados de alanina
aminotransferase e aspartato
aminotransferase
DON Oncorhynchu  Alevino 4,5e 10,5 Racéo - 8 Reducéo nos parametros Gongcalves et al.
s mykiss mg/kg semanas zootécnicos, atividade das (2018b)

enzimas e RNA alteradas e

retencdo de nutrientes
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Micotoxinas Espécies Fases Dose Administragdo  Efeitos toxicos Autores
AFB; Carpa Adulto  100; 200 e 400 Racéo -8 Estresse oxidativo, aumento das  Kdvesi et al.
comum ma/kg semanas substancias reativa ao &cido (2018)
tiobarbitdrico, niveis de
glutationa elevados, regulacéo
da expressao génica keap1l,
repressdo dos genes gpx4a e
gpx4b
T-2 Oncorhynchu Adulto 1,0e1,8mg/kg Racdo -4 Estresse oxidativo, aumento da  Modra et al.
s mykiss semanas peroxidacao lipidica, atividade  (2016)
da ceruloplasmina aumentada
DON Cyprinus Juvenil 352;619e 953 Racdo -6 Aumento da peroxidacéao Pietsch et al.
carpio L. ug/kg semanas lipidica no figado, rim e bago (2014a)
AFB; e FB: Clarias Juvenil 2,0;7,3;17,6; Racdo-8 Reducdo no ganho de peso e Thomas et al.
gariepinus 48,0; 93,0 semanas comprimento, baixa conversdo  (2018)
ug/kg e 3,0, alimentar
15,0 24,5; 43,0;
83,0 mg/kg

AFB; = aflatoxinas B1; DON = deoxinivalenol; FB; = fumonisina B1; FB1 = fumonisina B1; FB2 = fumonisin By; T-2 = toxina T-2; STC = steriguimatocistia.
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A letalidade da ingesta de racdo contaminada varia em funcdo do tipo e da
concentracdo da micotoxina (BITSAYAH; BANAEE; HAGHI, 2018), da espécie (FAN et al.,
2018) e idade do animal (GONCALVES et al., 2018b; KHEZRI et al., 2018) e principalmente
do periodo de exposicao, sendo este Ultimo ponto importante para descrever os possiveis efeitos
e consequéncias sobre os animais (ZHOU et al, 2017).

Devido ao fato de apresentar sintomas inespecificos, o diagnostico das
enfermidades provocadas por micotoxinas € dificultado, de forma que os efeitos da exposi¢édo
a diferentes niveis de micotoxinas ndo aparecem de imediato (WALCZAK, JEDZINIAK;
REICHERT, 2018), sendo a reducéo de peso e crescimento, além da baixa conversdo alimentar,
0s primeiros e principais efeitos observados (Tabela 5). Entretanto, Imani et al. (2017) ao
analisarem a toxicidade de aflatoxina B1 (0, 25 e 50 ng/kg) em alevinos de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss), observaram que o0s peixes alimentados com racdo contaminada
apresentaram maior ganho de peso (p < 0,05), além de aumento gradativo da atividade de
enzimas digestivas, incluindo protease alcalina, lipase e amilase. Pietsch et al. (2014a)
avaliaram o efeito de ragfes suplementadas com desoxinivalenol (352, 619 e 953 pg/kg) para
carpa comum (Cyprinus carpio L.), e evidenciaram que o desempenho de crescimento
permaneceu inalterado durante o periodo experimental, tendo como efeito sobre os animais
apenas o0 aumento da peroxidacdo lipidica no figado, rim e baco ap6s a alimentacdo com a maior
concentracdo. Desta forma, o ganho de peso ndo pode ser considerado parametro sensivel para
evidenciar a contaminacao por micotoxinas em racoes.

Dentre outros efeitos ocasionados pelas micotoxinas, Schwartz et al. (2010)
avaliaram os efeitos da exposicdo a ZEN ralenona (ZEN) (100, 320, 1000 e 3200 ng/L) na
reproducéo, fisiologia e morfologia de zebrafish (Danio rerio), constatando que a exposicao
ndo afetou a fertilidade, eclosdo, sobrevivéncia dos embrides e a morfologia das gbnadas dos
peixes adultos. Bakos et al. (2013), avaliando as fases de desenvolvimento de embribes e
adultos desta mesma espécie, constataram que a ZEN , além dos efeitos estrogénicos em
adultos, pode interagir com outras vias ontogénicas e provocar alteragdes no desenvolvimento
do coracéo, olhos e anormalidade no desenvolvimento das nadadeiras caudal em embrides.
Logo, tais estudos, ressaltam a necessidade de padronizacdo dos testes toxicologicos de
micotoxinas em peixes, principalmente em relacdo ao tempo de exposicao, as doses ministradas
e as condicdes de desenvolvimento experimental (ANATER et al., 2016).

Além dos efeitos nos animais, a contaminagdo de peixes atraves da ingestdo de
racdo contendo niveis de micotoxinas representa risco a salde humana, pois sua ingestao

simultanea pode resultar em sinergismo toxico e bioacumulacéo na cadeia alimentar (FRAGA
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et al., 2007). Tal fato foi comprovado por Michelin et al. (2016), que avaliaram a transferéncia
de aflatoxina B1 (10; 20 e 50 png/kg) da racdo para lambari (Astyanax altiparanae), constatando
que apds 120 dias de experimento a concentracdo de micotoxina no masculo foi similar aos
niveis da racao.

Tal fato pode explicar o grande nimero de estudos centrados em determinar a
toxicidade crénica das aflatoxinas (Tabela 5), por apresentarem propriedades carcinogénicas,
mutagénicas e teratogénicas, causando grandes danos a salde humana e acarretando prejuizos

econdmicos.

5 CONTROLE DE MICOTOXINAS EM RACOES

A contaminacdo de produtos agricolas por micotoxinas é uma realidade nos
mercados mundiais (OKEKE et al., 2015). A prevenc¢édo da contaminacgdo e do crescimento
fangico sdo as medidas ideais de controle da presenca desses compostos em commodities e
produtos processados como ragfes. No entanto, esta estratégia nem sempre apresenta elevada
eficiéncia na remocdo destes contaminantes, e quando presentes, seu controle pode ser
estabelecido por métodos de detoxificacdo (LAITILA; VAHALA, P.; SARLIN, 2018).

A adocdo de boas praticas agricolas durante toda a cadeia produtiva de grédos e
fabricacdo de racGes é Gtil na reducdo ou eliminacdo desses compostos (KABAK; DOBSON;
VAR, 2006). Atualmente, tem-se estudado o desenvolvimento de grdos geneticamente
modificados tendo como intuito mitigar a contaminacéo e crescimento fungico, e consequente
sintese de micotoxinas (BHATNAGAR-MATHUR et al., 2015). No entanto, devido & ampla
diversidade geografica mundial, a producdo dessas culturas ndo parece viavel, uma vez que
cada regifo apresenta condices climaticas especificas (MEDINA; RODRIGUEZ; MAGAN,
2015).

Em contrapartida, processos de detoxificacdo podem ser aplicados de forma a
remover ou reduzir as concentragdes de micotoxinas a valores legislados (KARLOVSKY et al.,
2016). Dentre 0os métodos empregados para a detoxificagdo das micotoxinas em ragdo, a maioria
se estabelece pelo uso de adsorventes (JONES et al., 2007). Esses devem ser nutricionalmente
inertes, tendo como caracteristica a adsor¢do das micotoxinas, reduzindo ou impedindo sua
absorcdo durante as etapas do processo digestivo, evitando efeitos toxicos para os animais e
também a propagacdo da contaminacdo na cadeia alimentar (PENG; MARCHAL;
VANDERPOEL, 2018).
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Atualmente, estudos relatam o uso de adsorventes na reducao das diferentes classes
de micotoxinas presentes em alimentos destinados a diversas classes animais, incluindo peixes
(Tabela 6).

Tabela 6- Adsorventes utilizados na alimentacao de diferentes classes animais.

Adsorvente Micotoxina Animal Referéncias

Carvdo ativado, bentonitas sodicas e AFM; Bovino Diaz et al. (2004)
calcicas, glucomanano esterificado

Aluminosilicato de sdédio hidratado, AFB: Peixe Selim et al. (2014)
Saccharomyces cerevisiae e glucomanano

esterificado

Aluminossilicato de sodio e calcio AFB1, FB1  Ave Sobrane Filhoet al.
(2016)

Aluminossilicato de sodio e célcio AFLAs Ave Tanpong et al. (2017)

hidratado

Bacillus subtilis, Bifidobacterium bifidum, AFB; Peixe Pinheiro et al. (2017)

Enterococcus faecium e Lactobacillus
acidophilus Leveduras secas de cervejaria,
da espécie Saccharomyces cerevisiae,
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis e

Bacillus pumilus

AFLAs = aflatoxinas totais (AFB1, AFB;, AFG1 e AFGy); AFB; = aflatoxina B1; AFB; = aflatoxina B;; AFM; =

aflatoxina M.

De modo geral, o adsorvente deve: (I) preservar as propriedades nutritivas e
tecnoldgicas do produto final, (I1) ndo originar residuos nos alimentos, (111) ndo interferir na
aceitabilidade, (1V) ser economicamente viavel (PENG; MARCHAL; VANDERPOEL, 2018),
além de (V) néo gerar residuos ao meio ambiente apos ser excretado pelos animais (Jard et al.,
2011). Até o momento nenhum método de desintoxicacdo disponivel possui todos esses
requisitos mencionados ou é adequado para todos os alimentos (KANDEL, 2018).

A eficacia do adsorvente esté diretamente relacionada a distribui¢do de carga, area
de superficie e tamanho dos poros, polaridade, forma, classe e concentragdo das micotoxinas,

aléem da natureza do alimento, condigfes relativas a umidade e temperatura (KABAK;
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DOBSON; VAR., 2006). Muitos adsorventes disponiveis, como os aluminossilicatos, atuam de
forma efetiva sobre as aflatoxinas, porém sdo incapazes de desenvolver ligacdo com outras
micotoxinas, como os tricotecenos, ZEN ralenona e ocratoxina (MUSSADDEQ; BEGUM,;
AKHTER, 2000), uma vez que as aflatoxinas possuem caracteristicas polares, enquanto as
demais apresentam caracteristicas apolares. Scaglioni e Badiale-Furlong (2016) avaliaram o
uso de casca de arroz como adsorvente natural de AFB1 e AFM: em leite, observando niveis de
adsorcdo AFB; entre 77,2 e 122%, ja para AFMy entre 73,1 e 125. Embora os trabalhos sejam
em outra matriz alimentar, os resultados séo satisfatorios, podendo ser testado para verificar seu
efeito em ragdes.

Alternativas vidveis e promissoras para emprego de adsorvetes em racdo pode ser
0 uso de outros métodos, como os quimicos e bioldgicos. Os métodos quimicos proporcionam
mudancas na conformacéo da molécula, ou em sua ligacdo, para tal, podem ser realizados por
tratamento com atmosfera modificada e por meio de produtos quimicos. Hassan et al. (2018)
avaliaram o efeito da reducdo de AFB: em racdes usando diferentes doses de gas 0zonio,
constatando reducéo significativa (p < 0,05) na concentragcdo (67,5%) apds 0 processo.
Alcéantar-Barrios e Méndez-Albores (2018), avaliaram o efeito de acido tartarico associado a
um tratamento de radiagdo ndo ionizante na estabilidade e reducdo de aflatoxinas do grupo B
(140 ng/g) em amostras de farinha de milho (<420 pum). Os autores constataram que a
combinacdo afetou significativamente (p < 0,01) na reducgéo (43 a 87%) de aflatoxinas na
farinha, mesmo em curto periodo de tratamento (3 min). Outros métodos quimicos se
mostraram eficientes para o controle de micotoxinas em alimentos como a amonizacao
(HUWIG et al., 2001) ou uso de substancias naturais como 6leos essenciais extraidos de plantas
comestiveis (AL-SOHAIBANI et al., 2011).

Os métodos bioldgicos apresentam destaque, e sdo considerados promissores para
a detoxificacdo de micotoxinas por serem considerados de baixo impacto ao meio ambiente e
exigir moderadas condi¢cdes de operacdo (KANDEL, 2018). A degradacdo bioldgica
compreende na inativagdo com uso de microrganismos ou enzimas (SHI et al., 2014). Kupski
et al. (2018) relataram que as enzimas produzidas por Rhizopus oryzae e Trichoderma reesei,
ambos micro-organismos ndo toxigénicos, apresentaram efeito positivo na degradacéo de OTA.
Os autores relatam que ap6s 48 h, R. oryzae degradou 63,5% da micotoxina e, ap6s 72 h, T.

reesei reduziu em 57,7%.
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6 CONCLUSAO

As consequéncias da contaminacao por micotoxinas em ragdes para peixes estao
diretamente relacionadas as perdas na producdo, afetando o ganho de peso, crescimento e
conversdo alimentar, além de inimeros relatos de deficiéncias imunoldgicas e lesdes em 6rgaos.
Desta forma, os cuidados com a qualidade dos ingredientes, produgdo e armazenamento de
racdo animal sdo de extrema importancia.

Quando presentes, diversas técnicas sdo passiveis de aplicacdo para a prevencao,
ou diminuicdo dos prejuizos causados pelas micotoxinas. Entretanto, a maioria dos métodos
podem ser considerados inviaveis, ineficazes ou inseguros, além de afetarem as caracteristicas
finais dos alimentos, diminuindo a qualidade nutricional e palatabilidade dos mesmos, além da
possivel producdo de compostos toxicos (KANDEL, 2018). Porém, dentre os métodos, 0s
biol6gicos demonstram e devem ser estudados como uma alternativa viavel para serem

aplicados na reducéo das concentracGes de micotoxinas na cadeia produtiva da piscicultura.
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ARTIGO 2 -MICOTOXINAS EM RACOES COMERCIAIS PARA PEIXES
ONIVOROS: OCORRENCIA E BIOACESSIBILIDADE






RESUMO

O estudo investigou a ocorréncia de aflatoxina B1 (AFB1) ocratoxina A (OTA) e zearalenona
(ZEN) em racgdes para peixes de regifes sul e norte do Brasil, relacionando o perfil de
contaminagdo com sua composi¢do quimica e bioacessibildiade, além de expor a relevancia da
exposicdo as micotoxinas analisadas sobre a seguranca do consumo de ra¢do. O método
empregado para a caracterizacdo quimica seguiu 0s protocolos estabelecidos pela Association
of Official Analytical Chemists, para cinzas, fibras, lipideos, proteina e umidade. Os
carboidratos foram estimados por diferenca. Para a extracdo das micotoxinas foi empreado o
método de QUEChERS. Para separacdo e quantificacdo foi utilizada cromatografo liquido de
alta eficiéncia (CLAE), com emprego de detector fluorescéncia (FL). Todas as analises foram
realizadas em triplicata. As composicdes quimicas das amostras de ragdes ndo apresentaram
diferenca estatistica para os teores de fibras, lipideos e umidade, entre os estados (p>0,05).
Entretanto, observa-se uma diferenca entre os teores de carboidratos, cinzas e proteina (p<0,05).
Das amostras analisadas, 93,3% apresentaram contaminacdo por micotoxinas, com nivel
maximo nas amostras de 16,5 pg/kg para AFBy, 31,6 pg/kg para OTA e 322,2 ug/kg para ZEN.
Né&o foram encontradas diferencas estatisticas significativas para a ocorréncia de AFB1 entre os
estados (p>0,05), ja para OTA e ZEN as ra¢des analisadas no estado do Rio Grande do Sul
apresentaram maiores niveis de contaminacdo (p<0,05) quando comparados as racGes
provenientes do estado de Rondbnia. Em 60% das racfes todas as micotoxinas foram
detectadas, 13,3% apresentam co-ocorréncia de duas das trés micotoxinas em estudo. Foi
verificado que quanto maior o conteudo de proteina menor a concentracao detectada de AFB1,
0 mesmo se aplica a relagdo existente entre o conteudo de carboidrato e a concentragdo de OTA
e ZEN. Peixes alimentados com racdo contendo os niveis mais elevados de contaminacéo estdo
expostos a riscos, seguindo uma ordem decrescente na concentragdo (pg/kg/dia) para alevino,
juvenil e adulto. Além da ingestéo das diferentes micotoxinas, foi observado que na ragdo com
maior contaminacdo de AFB1, 85% dessa concentracdo estd disponivel para absorcdo pelos
peixes.

Palavras-chave: Brasil. Aflatoxina B1. Ocratoxina A. Piscicultura. Zearalenona.






ABSTRACT

The study investigated the occurrence of aflatoxin B1 (AFB1), ochratoxin A (OTA) and
zearalenone (ZEN) in diets for fish from southern and northern Brazil, relating the
contamination profile to their chemical composition and bioaccessibility, in addition to
exposing the relevance of exposure to mycotoxins analyzed on safety of feed consumption. The
method used for the chemical characterization followed the protocols established by the
Association of Official Analytical Chemists for ash, fiber, lipids, protein and moisture.
Carbohydrates were estimated by difference. For the extraction of mycotoxins the QUEChERS
method was used. For separation and quantification, a high performance liquid chromatograph
(HPLC) was used, using a fluorescence detector (FL). All analyzes were performed in triplicate.
The chemical compositions of the feed samples presented no statistical difference for the fiber,
lipid and moisture contents, between the states (p> 0.05). However, a difference was observed
between carbohydrate, ash and protein contents (p <0.05). Of the samples analyzed, 93.3%
presented mycotoxin contamination, with a maximum level in the samples of 16.5 pg/kg for
AFBy, 31.6 ng/kg for OTA and 322.2 pg/kg for ZEN. No statistically significant differences
were found for the occurrence of AFB1 among the states (p> 0.05), whereas for OTA and ZEN
the rations analyzed in the state of Rio Grande do Sul presented higher levels of contamination
(p <0.05) when compared to rations from the state of Rond6nia. In 60% of the rations all
mycotoxins were detected, 13.3% presented co-occurrence of two of the three mycotoxins
under study. It was found that the higher the protein content the lower the detected concentration
of AFB1, the same applies to the relationship between the carbohydrate content and the
concentration of OTA and ZEN. Fish fed with feed containing the highest levels of
contamination are at risk, following a decreasing order of concentration (pg/kg/day) for
juvenile, juvenile and adult fish. In addition to the ingestion of the different mycotoxins, it was
observed that in the diet with the highest contamination of AFB1, 85% of this concentration is
available for absorption by the fish.

Keywords: Brazil. Aflatoxin B:. Ochratoxin A. Fish farming. Zearalenone.
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1 INTRODUCAO

A alimentacdo € considerada o setor de maior importancia para a piscicultura
podendo representar até 70% dos custos totais dependendo da forma de cultivo adotada
(BARONE, 2017). Desta forma, as matérias primas utilizadas para a formulacdo de racdes
deverdo ser altamente digeriveis, energéticas e em propor¢des que permitam 0 maximo de
aproveitamento pelos animais (SIMON et al., 2019), tendo como intuito atender as exigéncias
nutricionais dos peixes por sua influencia direta na taxa de crescimento (MELLO et al., 2016),
e saude (KIRON, 2012). Além de interferir em suas func¢des fisiolégicas e reprodutivas,
contribuindo para a otimizacéo da produgédo (LOGATO, 2012).

Qualquer fator que interfira negativamente neste ponto determina prejuizos para o
setor piscicola (HUYBEN et al. 2019). Assim, ressalta-se a importancia do controle de
micotoxinas em ragdes (GONCALVES et al., 2018), destacando-se para 0 setor piscicola a
aflatoxina B: (AFB:1), ocratoxina A (OTA) e zearalenona (ZEN) por apresentarem maior
ocorréncia em racdes (BARBOSA et al., 2013) e elevada toxicidade para humanos e animais
(CHITARRINI et al., 2014).

O conhecimento relativo a quantidade desses metabdlitos que podem ser absorvidos
pelos animais é essencial, pois a ingestao de racdo contaminada pode ocasionar diversos efeitos
a saude dos peixes, ocasionando perdas significativa para o setor (SELIM et al., 2014). Tais
efeitos podem variar entre as espécies cultivadas, sexo, idade, habito alimentar (WALCZAK,
JEDZINIAK; REICHERT, 2018). Além de estarem relacionados aos niveis de contaminagédo
existente no alimento, interagdes tdxicas induzidas por diferentes micotoxinas (OLORUNFEMI
et al., 2013), tempo de exposicdo (DENG et al., 2010) e as formas que as micotoxinas podem
ser encontradas nos alimentos, livres ou conjugadas (RYCHLIK et al., 2014).

Portanto, evidenciando a relacdo entre 0s aspectos zootécnicos e econdmicos
relacionados a presenca de micotoxinas no setor piscicola, o objetivo deste estudo foi avaliar a
ocorréncia de AFB;, OTA e ZEN em racles destinadas a alimentacdo de peixes,
comercializadas em diferentes regides do Brasil, e relacionar a composic¢ao quimica da racéo e

bioacessibilidade de AFB; para peixes.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Amostras

A coleta das amostras foi ralizada conforme o regulamento n° 401/2006 da
Comissdo Européia (CE) de 23 de fevereiro de 2006, que estabelece os métodos de amostragem
e de analise para o controle oficial dos teores de micotoxinas nos géneros alimenticios (CE,
2006). As amostras de racdes destindas para espécimes onivoras foram adquiridas no comeércio
local das cidades de Pimenta Bueno e Rolim de Moura, regido onde a pratica de aquicultura é
estabelecida e desenvolvida no estado de Rondonia, e nas cidades de Rio Grande e Pelotas,
localizadas no estado do Rio Grande do Sul, regido onde a aquicultura é fomentada pela
elaboracdo e implantacéo de projetos para a piscicultura.

Um total de 15 amostras foi obtido entre dezembro de 2017 e maio de 2018, sendo
7 amostras no estado de Rondonia e 8 no Rio Grande do Sul. Para amostragem, foi estabelecida
uma divisdo no comprimento das embalagens em trés partes iguais a partir das quais foram
coletadas amostras primarias (1 kg) da camada superior, central e inferior. Apds
homogeneizacdo, as amostras foram embaladas, identificadas, vedadas em sacos plasticos

estéreis, e mantidas a - 4 °C até a analise.

2.1.2 Padrdes analiticos e reagentes

Os padrdes analiticos das micotoxinas (AFB:, OTA e ZEN), enzimas (amilase,
pancreatina, pepsina) e sais biliares foram adquiridos da Sigma-Aldrich com pureza >98%. As
solugdes-trabalno das micotoxinas foram preparadas solubilizando os padrdes em
tolueno:acetonitrila (98:2, v/v) (AOAC, 2000). A acetonitrila e metanol (grau HPLC) foram
obtidos da J.T Baker, ja &cido acético da Vetec Quimica Fina. Todos os solventes foram
filtrados em filtro Millipore, com poros de 0,45 um de diametro antes de sua utilizacdo. A dgua
ultrapura foi obtida através da purificacdo em um sistema Direct-Q UV3® Milipore
(resistividade 18,2 MQ.cm) (Millipore, Bedford, USA. Todos os componentes da fase movel

foram previamente desgaseificados em banho ultrassénico.
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2.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DAS AMOSTRAS

A caracterizacdo quimica das racOGes foi realizdo conforme AOAC (2000),
empregando os métodos n°® 935.29, n°® 920.87, n° 920.85, n°® 991.43 e n°® 923.03 para umidade,
proteina (6,25), lipideos, fibras e cinzas, respectivamente. Os carboidratos foram estimados por
diferenca. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata e apresentadas por suas

respectivas médias.

2.3 DETERMINACAO DAS MICOTOXINAS

2.3.1 Extracéo

Para a extracdo das micotoxinas (AFBz1, OTA e ZEN) foi aplicado o método de
QUEChERS descrito por Anastassiades et al., (2003) modificado por Seus-Arraché et al. (2018).
Para execucdo do método, primeiramente, as amostras de ragdes foram trituradas em moinho
de facas e peneiradas até obtencdo de tamanho de particula de aproximadamente 0,5 mm. Apés,
10 g de amostra foram acondicionados em Erlenmeyer de 250 mL, seguido da adi¢do de 20 mL
de agua destilada acidificada (1% acido acético, v/v). Para a limpeza do extrato, adicionou-se a
mistura 10 mL de hexano, seguido de homogeneizacdo em agitador orbital por 10 minutos a
150 rpm. A fase contendo hexano foi removida com auxilio de uma pipeta de Pasteur. Este
procedimento foi repetido duas vezes. Adicionou-se 20 mL de acetonitrila (MeCN), a mistura
foi homogeneizada em agitador orbital por 20 min a 250 rpm.

Apbs, o material foi transferido para tubos falcon de 50 mL, seguido da adicédo de
6 g de sulfato de magnésio e 1,5 g de cloreto de sddio, e agitado em vortex por 2 min. Em
seguida, a mistura foi centrifugada por 10 min a 3220 xg. Para isso, foram recolhidos 10 mL do
sobrenadante, transferidos para tubos falcon de 15 mL, adicionados 0,3 g de sulfato de
magnésio e 0,1 g de C18, seguido de homogeneizagdo em vortex por 30 s, e centrifugada por
10 min a 3220 xg. Foram recolhidos 3 mL do sobrenadante, o qual foi seco sob corrente de
nitrogénio a 45 °C. Apo6s completa evaporagédo do solvente, o residuo foi dissolvido em 1 mL
da fase movel, composta pela mistura de dgua ultrapura e acetonitrila (90:10, v/v) para AFB;,
e acetonitrila e agua acidificada (60:40, v/v) para OTA e ZEN, centrifugado a 10000 rpm e

armazenado para quantificagdo em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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2.3.2 Quantificacdo e condi¢des cromatograficas

Para a quantificagdo de AFB; utilizou-se as condicGes estabelecidas por Massarolo
et al. (2018), utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector
fluorescéncia (FL) e derivatizador pds-coluna fotoquimico (Romer Derivatization Unit RDU
™) que excita previamente os analitos com luz UV 254 nm. A eluigdo cromatogréafica foi
realizado em coluna Phenomenex Column Chrom-Clone C18 (5um 150x4,6 mm), a 40 °C, com
vazdo de 1,0 mL/min com detector de fluorescéncia padronizado com comprimentos de onda
de excitagdo e emisséo de 365 e 440 nm, respectivamente.

Para a quantificacdo de OTA e ZEN utilizou-se as condigOes estabelecidas por
Garcia (2019), utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector
fluorescéncia (FL). A eluicdo cromatogréfica foi realizada em coluna Kromasil C18 (Spum
150x4,6 mm), a 40 °C, com vazdo de 0,8 mL/min com detector de fluorescéncia padronizado
com comprimentos de onda de excita¢do e emissao de 333 e 460 nm, respectivamente.

Ambos os métodos foram validados quanto a linearidade, curva analitica no
solvente, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), precisdo e exatiddo
(INMETRO, 2003; BRASIL, 2003). Antes de injetar as amostras, um padrdo com concentracao
conhecida para cada micotoxina era injetado tendo como intuito verificar e confirma o tempo

de retencdo das micotoxinas analisadas.
2.4 DETERMINACAO DA INGESTAO DIARIA (ID)

Para o presente estudo, a ID foi calculada assumindo os maiores niveis de
contaminacgdo por micotoxinas determinados, ingestdo média de racdo pelos peixes por dia (kg)
e massa corporal (kg). Para o célculo da ID, o peso e a ingestdo média de racdo estabelecido
para alevinos (0,01 kg e 0,0008 kg/dia), (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, e estabelecida

conforme a Equacéo 4.

ingestdo didria de ra¢do (%) X micotoxina na ragao (%)

IDT pg/kg/dia= 4)

massa corporal (kg)
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2.5 BIOACESSIBILIDADE

2.5.1 Atividade enzimatica

A atividade proteolitica foi determinada empregando albumina 0,5% (p/v) como
substrato e medindo aminoécido livre, tendo tirosina como indicativo de hidrélise (BARAJ;
GARDA-BUFFON; BADIALE FURLONG, 2010). O teor de aminoacido livre foi determinado
no extrato enzimatico pelo método colorimétrico de Lowry et al. (1951) utilizando uma curva
padrdo de tirosina (25 — 125 ug/mL). Uma unidade (U) de protease foi definida como a
quantidade (pg) de tirosina liberada por minuto.

A atividade da amilase foi determinada pelo método iodométrico (BARAJ; GARA-
BUFFON; BADIALE FURLONG, 2010). O amido residual foi medido por iodometria atraves
da adicdo de 0,1 mL de iodo 0,3% (em solucdo de KI 3%). O complexo formado foi
quantificado em espectrofotometro (Bioespectro — espectrofotdmetro SP-220) a 620 nm usando
uma curva padrdo de amido (2 — 15 pg/mL). Uma unidade (U) de atividade de amilase foi
definida como a quantidade de amido hidrolisado (mg) por min, nas condi¢Bes do ensaio. A
atividade especifica da enzima (UA) foi determinada conforme a Equacdo 1. Onde CIA é a
concentragéo inicial de amido e CFA a concentragéo final de amido.

CIA - CFA
UA =

= 1
proteina soluvel . min (1
O teor de proteina soltvel foi determinado no extrato enzimatico pelo método
colorimétrico de Lowry et al. (1951) utilizando uma curva padrdo de albumina (0,05 — 0,4

mg/mL) para a determinacdo da atividade especifica (UA) conforme a Equacéo 2.

atividade enzimatica U
A= (2)
mg

proteina soluvel )
proteina

2.5.2 Metodo de digestéo gastrointestinal in vitro

O ensaio para determinar a bioacessibilidade da racdo contaminada naturalmente
com AFB: (16,5 pg/kg) foi realizado utilizando amilase (0,65 U/mg), pepsina (3,7 U/mg) e

pancreatina (0,16 U/mg), que atuam durante o processo de digestdo, simulando as condicgdes
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prevalentes no trato gastrintestinal dos peixes. O modelo de digest&o in vitro utilizado neste
estudo segue o proposto por Cabafiero; Madrid e Cdmara (2004).

No primeiro estagio, para simular as condicGes gastricas, 12 g de amostra foram
acondicionadas em frasco de polietileno de 100 mL, ao qual foram adicionados 37,5 mL de
suco gastrico (6% m/v pepsina em 0,15 M NaCl acidificado a um pH de 1,8 com HCI), agitado
durante 1 minuto para que fosse iniciada a digestdo. O frasco com a mistura foi colocado em
banho-maria com agitacdo por 4 horas a 37 °C, ap6s 1 hora o pH foi verificado e ajustado para
3 com acido cloridrico (HCI-6M).

Ap0s a digestdo gastrica, foi adicionado bicarbonato de sddio saturado para ajuste
do pH para 6,8, e 20 mL de suco intestinal (1,5 % m/v pancreatina, 0,5 % m/v amilase e 0,15
% sais biliares com 0,15 M de NaCl) agitado por 1 minuto. A mistura foi colocada novamente
em banho-maria por 4 horas a 37 °C. Apds completada a digestdo gastrointestinal, a solucéo
gastrica e gastrointestinal foram acondicionadas em tubos falcon de 50 mL e centrifugadas a
3220 xg por 30 min. O sobrenadante (digerido) foi separado do preciptado (fragdo ndo digerida),

e armazenados a - 4 °C para posterior extracdo de micotoxinas.

2.5.3 Determinacao de AFB1 ap0s processo de digestédo

A extracdo e quantificagdo de AFB: foram realizadas na fragdo digerida
(sobrenadente) e ndo digerida. Para a fracdo ndo digerida foi utilizada a extracdo estabelecida
no item 2.3.1 e de quantificacdo de acordo com o item 2.3.2.

Para a fracdo digerida foi utilizado o procedimento estabelecido por Sobral et al.
(2019). Para isso, duzentos microlitros (200 pL) de amostra digerida obtida conforme descrito
na Secdo 2.5.2 foram transferidos para tubos eppendorfs. Apds foi adicionado 200 uL de
acetonitrila acidificado com 1% de acido férmico (v/v), 70 mg de MgSQ4 anidro e 10 mg de
NaCl e imediatamente os tubos foram agitados durante 10 s para evitar a aglomeracéo dos sais.
Os tubos foram entdo centrifugados a 3220 xg por 5 minutos para induzir a separagéo de fases
e a particdo de micotoxinas. A fase organica foi transferida para um frasco de 2 mL e evaporada
sob corrente de nitrogénio a 45 °C. Apds completa evaporacdo do solvente, o residuo foi
reconstituido em 200 pL de fase movel nas mesmas proporgoes estabelecidas no item 2.3.1,
centrifugado a 3220 xg e quantificado conforme item 2.3.2.

A bioacessibilidade de AFB1 em ambas as fragGes foi calculada de acordo com a
Equacdo 3, proposta por Jadan-Piedra et al. (2017). Onde A ¢é a concentragdo de micotoxina nas
fracdes digeridas e B é a concentracdo de micotoxina na racao antes do processo de digestéo.
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Bioacessibilidade (%) = (4/g)*100 ©)

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Para os resultados obtidos dos experimentos foram testados pressupostos para a
aplicacdo da analise de variancia (ANOVA). Quando necessario os dados foram transformados
para ajuste aos pressupostos da analise. As analises estatisticas foram realizadas no software R,
com um nivel de significancia de 5%. A anélise de componentes principais (PCA) foi realizada
no software Past, e aplicada ao conjunto de dados referente a ocorréncia de micotoxinas e

caracterizacdo quimica das racOes, a fim de se verificar possiveis relacfes entre as variaveis.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 COMPOSICAO DAS RACOES

A exigéncia nutricional de um animal varia em funcéo de fatores como: peso Vvivo,
categoria, estado fisioldgico, uso de promotores de crescimento e fatores ambientais. Assim
como outros animais, 0s peixes da piscicultura exigem uma nutricdo adequada
(ASADUZZAMAN et al., 2017), estando suas exigéncias nutricionais relacionadas diretamente
ao seu habito alimentar, além de outros fatores como fase de desenvolvimento e sistema de
producdo adotado (NUNES et al., 2014).

Para isso sdo utilizados diversos ingrediente na composicdo das racdes, como
consequéncia, o valor ou o potencial de utilizacdo de um ingrediente em uma racdo esta
relacionado as respostas que sua presenca reflete no crescimento dos peixes, na qualidade da
racdo (KOCH et al., 2016), e também no seu valor comercial (UZCATEGUI-VARELA et al.,
2014).

Em relagdo a composi¢cdo, ndo foram encontradas diferengas -estatisticas
significativas para os teores de fibra, lipideo e umidade entre as racbes (p>0,05), entretanto,
observa-se diferenga entre carboidratos, cinzas e proteina quando comparadas racGes
amostradas entre os estados (p<0,05). As amostras coletadas no Rio Grande do Sul
apresentaram teores de cinzas e proteinas mais elevados, ja os teores de carboidratos foram

mais elevados em Rondénia (Tabela 1).
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Os teores de cinzas podem estar relacionados as diferentes matérias-primas vegetais
utilizadas na fabricacdo das ragdes, pois estas possuem alto teor de lisina, bons niveis de
vitaminas do complexo B e minerais (Ca e P) (SONLTAN et al., 2008). Ja a variacao nos teores

de carboidratos e proteinas estdo relacionados a disponibilidade de matérias-primas disponiveis

nas regides e também as exigéncias nutricionais das espéceis cultivadas.

Tabela 1 - Composicdo quimica das racfes analisadas.

UF R Carboidratos Cinzas Fibras Lipideos Proteinas  Umidade
1 452(04) 94(12) 24(3,6) 53(98 288(3,2) 89(L4)

2 291(62) 131(08) 08(7.9 46(20 432(41) 92(03)

Rg 3 382(1,3) 92(100 1949 35(42 368(20 10,5(0,5)
4 362(23) 161(18) 26(31) 35(5) 3261 91(14)

5 321(7,3) 104(42) 08(39 54(5,1) 414(70)0 99(0,2)

6 26247 9169 03(1,5 24(79) 534(46) 87(13)

7 382(L,3) 92(1,00 19(49 351(42) 367(20) 105(0,5)

8 263(7,8) 148(27) 013(84) 4,0(71) 451(55) 9,7(09)

1 41,7(,7) 127(09 15(2,6) 28(05) 31,4(27) 10,0(0,7)

2 4404,7) 78(04) 3209 16(68) 339(6,2 95(04)

3 304(11,1) 161(1,2) 09(42) 44(54) 397(79 86(0,5)

RO 4 443(3,2) 11,2(0,8) 09(11,0) 34(7,3) 305(61) 9,7(16)
5 363(7,7 7309 2237 80¢(6,6) 362(6,3) 10,0(1,6)

6 499(56) 61(0,7) 19(41) 44(27) 27,2(99) 10,0 (0,9)

7 276(42) 88(0,7) 05(44) 10(39 534(24) 87(01)
ANOVA F 7,71 5,36 2,12 3,84 5,08 0,003
<0,05 <0,05 0,15 0,06 <0,05 0,96

UF = unidade federativa; RS = Rio Grande do Sul; RO = Rond6nia; AL = alevino; J = juvenil; A = adulto;
Dados apresentados como percentual da média (coeficiente de variacdo) em base Umida.

3.2 VALIDACAO DE METODO

Para a deteccdo de AFB: foi utilizado o método de separacdo proposto por
Massarolo et al. (2018) e para OTA e ZEN por Garcia (2019), as condigdes de temperatura e
vazao de cada método 2.2.3 propiciaram a separagéo dos analitos. Os cromatogramas de eluicéo
obtidos para ambos os métodos estdo ilustrados na Figura 1. Para a eluicdo de AFB1 0 tempo

de retengdo foi de 13,6 minutos, j& para OTA e ZEN foram necessérios 4,8 e 5,4 minutos,

respectivamente.
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Os resultados mostraram que o procedimento cromatografico foi adequado para
quantificacdo das micotoxinas, uma vez que seus indicadores cumprem as recomendacdes de
analise de confiabilidade, conforme a ANVISA (2003) e o INMETRO (2003). Desta forma, o
método pode ser empregado para determinacdo de ocorréncia das micotoxinas analisadas, pois
apresentou valores de recuperacdo dentro dos limites recomendados pelas diretrizes da
Comissdo Européia que faz recomendagfes especificas para desempenho de ensaios de
recuperacdo (2006/401/EC) para concentracdes inferiores a 1 ug/kg (EC, 2006) (Tabela 2).

Figura 1 — Cromatograma da eluicdo dos padrbes de AFB:1 (A) e OTA e ZEN (C), e das
amostras de racao naturalmente contaminadas com AFB1 (B) e OTA e ZEN (D).
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Tabela 2 - Recuperagdes obtidas para AFB1, OTA e ZEA nas racdes.
) Recuperacgéo (%)
Niveis
AFB: OTA ZEN
1°-3LOQ 87,5 (4,7) 85,5 (1,6) 86,2 (2,2)

29- 6LOQ 108,3 (7,7) 75,5 (3,5) 95,8 (4,3)
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3.2 OCORRENCIA DE MICOTOXINAS NAS RACOES

Os resultados de ocorréncia para as micotoxinas analisadas em racOes estdo
apresentados na Tabela 3. A faixa de contaminacdo nas amostras variou de 0,1 a 16,5 pg/kg
para AFB1, de 2,2 a 31,6 pg/kg para OTA, e de 75,9 a 322,2 ug/kg para ZEN. Através das
andlises, constatou-se que 93,3% das amostras analisadas estavam contaminadas. A co-
ocorréncia foi verificada em 60% das racdes, de modo que todas as micotoxinas foram
detectadas, e 13,3% apresentam co-ocorréncia de duas das trés micotoxinas em estudo. Nao
foram encontradas diferencas estatisticas significativas para a ocorréncia de AFB;: entre 0s
estados (p>0,05), ja para OTA e ZEN, as ra¢cdes comercializadas no estado do Rio Grande do
Sul apresentaram maiores niveis de contaminacdo (p < 0,05) quando comparados as racdes

provenientes do estado de Ronddnia (Tabela 3).

Tabela 3 - Ocorréncia de micotoxinas em ragcdes comercializadas nos estados do RS e RO.

UF R AFB: (na/kg) OTA (ug/kg) ZEN (ug/kg)
1 16,5 (2,5) 5,8 (0,1) 171,6 (2,8)
2 <LD <LD 136,1 (6,8)
RS 3 0,3(1,8) 30,3 (9,3) 185,9 (7,4)
4 1,0 (0,3) <LD <LD
5 0,9 (0,9) 31,6 (6,3) 285,5(1,2)
6 <LD 27,5 (3,4) 322,2 (0,7)
7 0,4 (0,8) 4,2 (1,3) 123,0 (0,8)
8 6,3 (1,1) 10,6 (2,2) 75,9 (3,9)
1 0,1 (5,8) <LD 22,9 (2,3)
2 10,2 (8,6) 24,4 (10,8) 108,2 (6,2)
RO 3 1,9 (1,9) 2,4 (3,3) 27,2 (10,3)
4 <LD <LD <LD
5 1,2 (5,1) 71(4.2) 141,7 (5,5)
6 6,5 (7,0) 2,2 (8,9) 305,8 (2,0)
7 7,5 (5,6) 4,0 (6,2) <LD
F 2.10 5,27 11,72
ANOVA 0,15 <0,05 <0,05

R = racdo; RO = Rondbnia; RS = Rio Grande do Sul; UF = unidade federativa.
Dados apresentados como percentual da média (coeficiente de variacdo) referente a determinacao de ocorréncia
realizadas em triplicatas.

Os niveis de contaminacdo nas racdes analisadas (Tabela 3) ndo ultrapassaram os

limites maximos tolerados, conforme estabelecido pela Portaria MA/SNAD/SFA No. 07, de 09
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de novembro de 1988 do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2003). Entretanto, quando
comparado aos limites maximos estabelecidos pela legislacdo da Unido Européia, os niveis de
contaminacdo para AFB1, OTA e ZEN encontram-se acima dos permitidos para ragdes e
matérias-primas a serem utilizadas diretamente ou como ingrediente para racdes destinadas ao
consumo animal. Vale ressaltar que a Portaria MA/SNAD/SFA n° 07 estabelece apenas os
niveis maximos para AFB1 (50 pg/kg) em alimentos e ragdes destinadas ao consumo animal,
ndo possuindo valores de orientacdo para as demais micotoxinas.

Porém, o estabelecimento dos limites maximos tolerados para OTA e ZEN é
primordial para o setor piscicola, pois Pietsch et al. (2015), conduzindo ensaios alimentares
para avaliar os efeitos de ZEN em carpa (Cyprinus carpio L.), constataram que concentracfes
similares as encontradas nas ra¢fes em estudo (332 pg/kg) podem provocar efeitos negativos
as células imunitarias dos animais em um curto periodo de exposicéo.

Mansour et al. (2015) avaliando o efeito de OTA em diferentes concentragdes (80
e 160 pg/kg) para alevinos de tilapia do nilo (Oreochromis niloticus), relataram que esta
micotoxina pode afetar os parametros zootécnicos e indice gonadossomatico, além de ocasionar
baixo consumo de racdo pelos animais. J& Deng et al. (2010), avaliando diferentes
concentracdes para esta mesma espécie (19, 85, 245, 638, 793 e 1641 pg/kg), constataram que
ap6s a 20% semana de suplementacdo os animais apresentaram reducdo do crescimento,
desordens hepaéticas induzidas, resultando em diminuicdo do conteudo lipidico e indice
hepatossomatico, além de apresentarem diminuicdo da atividade do citocromo P450.

Varios estudos reportaram a incidéncia de micotoxinas similares aos determinados
neste estudo para racfes destinadas a piscicultura. No Brasil, Massocco (2016) reportou niveis
maximos de contaminacéo variando entre 1,4 e 1,2 pug/kg para AFB1 e AFG1, respectivamente,
na regido sudeste. Goncalves-Nunes et al. (2015) avaliaram a presenca de AFB1 em ra¢des para
peixe no nordeste do Brasil, e detectaram niveis médios de 3,8 pug/kg. Buck (2005) detectou
niveis de aflatoxinas totais (AFLAS) entre 7,84 e 26,49 pg/kg na regido sul. Barbosa et al.
(2013) na regido centro oeste constatou que que 55 e 3,3% das amostras de ragdes analisadas
estavam contaminadas individualmente com AFB:1 e OTA, respectivamente, em niveis
detectaveis, mas nao quantificaveis para a técnica utilizada.

Mwihia et al. (2018) determinaram a ocorréncia de AFLAs em alimentos para
peixes em Nyeri, no Quénia. Os autores encontraram niveis de contaminagéo variando de 1,8 a
39,7 ug/kg. Wozny et al. (2013) indicam que a racdo animal pode ser uma possivel fonte de
contaminag&do para 0s peixes, pois avaliando a ocorréncia de ZEN em rac¢des destinadas a truta

arco-iris no nordeste da Polonia encontraram concentragéo de até 81,8 pg/kg. Olorunfemi et al.
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(2013) avaliaram o nivel de contaminagdo por micotoxinas nas inddstrias de racdes para peixes
em diferentes zonas agroecoldgicas na Nigéria, e encontraram alta incidéncia de fumonisina B1
(FB1) (900,9 pg/kg), seguido de fumonisina B2 (FB2) (220,6 pg/kg), AFB: (103,0 pg/kg), e
ZEN (4,5 ug/kg). Abdelaziz; Anwer; Abdelrazek (2010) ao avaliar a presenca de micotoxina
em racOes para peixes no Cairo, reportaram niveis maximos para AFLAs e OTA de 15,22 pg/kg
e 5,6 pg/kg, respectivamente.

Alguns fatores sdo considerados propicios e vitais para proliferacdo fungica e
possivel sintese de micotoxinas em uma determinada matriz alimentar durante o
armazenamento, sendo elas: temperaturas ambientais acima de 27 °C, niveis de umidade
superiores a 62% e niveis de umidade no alimento acima de 14% (MAHFOUZ; SHERIF, 2015).
Desta forma, fica evidenciado que a presenca de micotoxinas nas racdes avaliadas nao estdo
relacionadas as condi¢fes de armazenamento, pois os valores de umidade apresentados na
Tabela 1 ndo contribuem para proliferacdo flngica, evidenciando assim as Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) nas industrias de racGes, bem como no armazenamento destes produtos nos
estabelecimentos comerciais em ambos os estados.

Desta forma, sugere-se que 0s niveis de contaminacdo estdo diretamente
relacionados a qualidade das matérias primas utilizadas no processo produtivo das racdes.
Goncalves et al. (2017) relatam que a incidéncia de micotoxinas nas racfes esta relacionada a
tendéncia em substituir as fontes proteicas de origem animal por fontes proteicas de origem
vegetal. Na verdade, ndo existe formulacdo de racdo sem a utilizacdo de alimentos vegetais,
logo sua presenca na formulacdo de racoes € indispensavel (CAVALHEIRO et al., 2014).

Dentre os componentes das fontes vegetais utilizadas, o0 amido apresenta-se como
a principal fonte de carboidratos em racdes para peixes (GOMINHO-ROSA et al., 2015). Sua
presenca no processo produtivo de racdo € indispensavel, estabelecendo-se como componente
essencial para o processo de expansao e aglutinacdo do produto final, além de alta estabilidade
para racOes flutuantes (CYRINO; FRACALOSSI, 2012). A quantidade minima de amido
necessaria para garantir boa flutuabilidade é de 20% (MORO; RODRUIGUES, 2015). Além
disso, seus niveis de inclusdo podem variar de acordo com as necessidades nutricionais, fase de
desenvolvimento e habito alimentar das espécies cultivadas (COUTINHO et al., 2018).

Normalmente, o milho é utilizado como a principal fonte de amido na formulacao
de racdes para organismos aquaticos. Entretanto, outras fontes de amido podem ser empregadas
como arroz, soja, sorgo, e trigo (RACHMAWATI; SAMIDJAN, 2018). Contudo, estudos
desenvolvidos em diversas regides do Brasil e no mundo, apontam que esses substratos podem
estar contaminados por micotoxinas (ARENHARDT, 2015; QUEIROZ et al., 2012,
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VALMORBIDA et al., 2017; SAVI et al., 2018). Comprovando este fato, Gongalves-Nunes et
al. (2015) avaliaram a ocorréncia de AFB1 em matérias-primas utilizadas na fabricacdo de
racdes para piscicultura na regido nordeste do Brasil, constatando que todas as matérias-primas
estavam contaminadas, apresentando maiores niveis de contaminacdo em farelos de soja e
milho.

Jaki¢-Dimi¢ et al. (2005), estudando a ocorréncia de metabdlitos fungicos nas
principais fontes de carboidratos em ragdes para peixes na Sérvia, constataram que AFB1, OTA
e ZEN séo as mais frequentes, e 0 maior grau de contaminacdo ocorre em amostras de milho.
Gongcalves et al. (2017) avaliaram a ocorréncia de micotoxinas em farelo de soja, trigo, farelo
de trigo, milho, farelo de gluten de milho, farelo de colza, farelo de algodéo e farelo de arroz
em amostras oriundas da Europa (Dinamarca, Austria, Holanda e Alemanha) e Asia (Vietn,
Indonésia e Mianmar), verificaram a presenca de micotoxinas na maioria das amostras. Para as
amostras asiaticas era frequente a ocorréncia de ZEN, DON e fumonisina, enquanto amostras
europeias apresentaram maior ocorréncia de ZEN e DON.

A presenca destes metabolitos em racdes para aquicultura pode ser atribuido as
caracteristicas de estabilidade térmica das micotoxinas, que podem persistir no alimento mesmo
apoOs 0s processos usuais de industrializacdo como a extrusdo, onde sdo empregadas altas
pressdes e temperaturas (PANKAJ; SHI; KEENER, 2018). Desta forma, pode ser evidenciado
um acumulo desses compostos ao longo da cadeia produtiva em alimentos processados
(EMBABY et al., 2015), principalmente quando existe co-ocorréncia de micotoxinas na matriz
utilizada, aumentando a probabilidade de o produto final (e.g racGes para peixes) estar
contaminado (GONCALVES et al., 2017).

A ocorréncia desses metabolitos também pode estar condicionada ao tempo de
armazenamento, interacdes entre micro-organismos (ONO et al., 2002; TANAKA et al., 2017)
e principalmente a relacdo entre temperatura e umidade (CHOI et al., 2015). A contaminacéo
dos gréos no campo é influenciada primariamente pelas condi¢des climaticas regionais e pelas
caracteristicas da planta hospedeira (KRNJAJA et al., 2019). Desta forma, a regido onde os
gréos séo cultivados e armazenados contribuem para a contaminacgdo das ragdes ou aumento
dos niveis de micotoxinas.

No presente estudo, as amostras foram coletadas em diferentes regides do Brasil.
Em virtude de sua vasta extensdo territorial, o clima no Brasil difere de acordo com as regifes
do territorio nacional. Na regido sul, onde parte das amostras foram coletadas, as condi¢Ges
climaticas se caracterizam por apresentar umidade relativa alta, baixas temperatura e alta

precipitacdo pluviométrica. Ja a regido norte, se caracteriza por apresentar condigdes climaticas
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tropicais, apresentando regime pluviométrico caracterizado por uma estagdo seca e outra
chuvosa (CAVALCANTI, et al., 2016).

Desta forma, informacdes sobre a distribuicdo de micotoxinas nos produtos
agricolas e commodities em todo o territorio nacional é de grande importancia. Na regido sul,
dados de ocorréncia de micotoxinas em commodities agricolas sdo abundantes, principalmente
em arroz e trigo, pois a regido apresenta condi¢fes climéticas propicias para o desenvolvimento
e cultivo destes cereais (ALMEIDA et al., 2012; HARCKBART et al., 2012; MENDES et al.,
2015; DOMENICO et al., 2016; SAVI et al., 2018; SEUS-ARRACHE et al., 2018). Porém pra
a regido norte, em especial Rondodnia, estado considerado o terceiro maior produtor de graos da
regido, com destaque a nivel nacional para a producéo de soja e milho, dados sobre a ocorréncia
de micotoxinas sdo incipientes e escassos, sendo o trabalho de VValmorbida et al. (2017) pioneiro
para este setor.

Desta forma, fica evidente a necessidade de estudos para estabelecer os limites
méaximos de micotoxinas para 0 setor piscicola, contribuindo com seguranga alimentar e

nutricional das espécies cultivadas.

3.3 CORRELACAO ENTRE COMPOSICAO QUIMICA E OCORRENCIA DE
MICOTOXINAS

Para entender a relacdo entre a composi¢cdo quimica das racdes e a ocorréncia de
micotoxinas, foi realizado a Analise de Componentes Principais (ACP). ACP tem como
fundamento a geracdo de novas variaveis, denominadas componentes principais, para explicar
a variabilidade dos resultados, além de evidenciar a correlacdo entre as diferentes variaveis
estudadas.

Neste trabalho, a variabilidade dos resultados foi simplificada por duas
componentes, a componente 1 que explica 34,4% e a componente 2 que explica 23,4% (Figura
2). Através da ACP podemos observar uma interagdo entre OTA e ZEN. A correlacdo de
Pearson mostra uma relacdo positiva e significativa entre a essas micotoxinas (R: 0,59, p =
0,019), indicando que ambas podem ocorrer de forma simultanea nas racGes. Observa-se
relacdo positiva entre OTA, ZEN e lipideos, entretanto ndo significativa (p>0,05). O mesmo
ocorre para AFB;, carboidratos, fibras e umidade. Outro ponto a ser analisado € a relagéo
inversa e negativa indicada pelo angulo aproximado de 180 °C entre AFB; e proteinas. E

também entre o &ngulo aproximado de 90 °C carboidratos e a contaminacdo por OTA e ZEN.
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As demais componentes se referem as ragfes analisadas, as duas primerias letras se referem ao estado, o0 nimero
que segue se refere ao codigo de cada ragao.

O teor de agua nos alimentos € responsavel por estabelecer um nivel de atividade
de agua para o qual prevalece uma determinada espécie de fungo e posterior sintese de
micotoxina. Os géneros fungicos Aspergillus e Penicillium, responséveis pela sintese de varias
micotoxinas, entre elas AFB1 e OTA apresentam maior incidéncia durante 0 armazenamento
dos grdos (RICHARD, 2007). J& o género Fusarium, principal produtor de ZEN, ocorre nos
campos de cultivo (SANTIN, 2005). Aspergillus, no entanto, apesar de ser um género fangico
de armazenamento, apresenta alta capacidade de adaptacdo a uma variedade de ambientes e
tipos de substratos que pode colonizar, podendo persistir no alimento mesmo quando estes
possuem baixa atividade de agua, como graos e racdes (GRECO et al., 2015).

Makun et al. (2011) avaliando a presenca de micotoxinas em amostras de arroz de
areas distintas na Nigéria, constataram que a OTA e ZEN apresentaram ocorréncia significativa
(66,7 e 53,4%) e em altas concentracdes (341 e 41,9 ug/kg). Os autores justificam a alta
contaminacdo em funcdo das condi¢des prolongadas de tempo frio e Umido, utilizacdo de
variedades de trigo pouco resistentes e a ndo utilizagdo de rotagdo de culturas. Domijan et al.
(2005) e Pleadin et al. (2012) afirmam que os niveis de ZEN em amostras de milho coletadas
na Cro&cia estdo diretamente relacionados as chuvas constantes durante o ciclo do cultivo e
baixas temperaturas.

Olajuyigbe et al. (2014), avaliando a ocorréncia de AFB1 em ra¢des para peixe em

Lagos na Nigéria, encontraram concentragdes médias de 13,69 pg/kg, similares as analisadas
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neste estudo. Os autores atribuiram a ocorréncia desta micotoxina a contaminagdo da matéria-
prima, condi¢des de processamento, manuseio e armazenamento inadequadas. Desta forma,
supde-se que os niveis de contaminagdo mais elevados de OTA e ZEN em racdes coletadas no
estado do Rio Grande do Sul estejam relacionados as variagdes climaticas sofridas pelos graos
durante o cultivo.

A interacdo positiva entre lipideos, OTA e ZEA pode estar relacionada as vias de
sintese desses compostos com base na concentracdo de acetil-CoA intramitocondrial. No caso
da ocratoxina A, o grupo isocumarina é formado de acetato e malonato via poliquetidio. A
porcdo heterociclica é estruturalmente derivada do espalhamento do metabdlico fungico
meleina. Um &tomo de cloro (clorina) é incorporado ao pentaquetidio pela acdo de uma
cloroperoxidase. A unidade C: é adicionada e oxidada por um grupo carboxil do Cs. A L-
fenilalanina derivada da via do &cido chiquimico é ligada ao grupo carboxil adicional
(YOSHIZAWA, 2001). J4, a Zearalenona é sintetizada pela via do acetato-polimalonato,
resultando na condensacdo de unidades de acetato dentro de um poliquetideo, sendo as demais
vias idénticas as da Ocratoxina A (SHIER,1998).

A relagdo negativa entre os niveis de contaminagdo por AFB; e teor de proteina
presente nas ragdes, e também entre os teores de carboidratos e a contaminacdo por OTA e
ZEN, demonstram que quanto maior o contetdo de carboidrato e proteina, menor sera a
concentracdo de micotoxina detectada. Isso pode ser evidenciado pelos valores relativos a
composicdo quimica e ocorréncia de micotoxina apresentados nas Tabela 1 e 3,
respectivamente.

Esse fato pode ser elucidado quando levamos em consideracdo a possivel
disponibilidade de carboidratos ndo havendo estresse para crescimento fangico das espéceis
produtoras de OTA e ZEA, e também a forma com que as micotoxinas podem ser encontradas
nos alimentos, livres ou ligadas. As micotoxinas ligadas podem apresentar-se conjugadas a
biopolimeros (e.g proteinas e carboidratos), e serem liberadas diretamente no trato
gastrointestinal apds o processo de digestdo na sua forma livre (BROEKAERT et al., 2015). O
processo de conjugacdo de micotoxinas pode ocorrer de forma natural pelo metabolismo das
plantas, ou de forma involuntaria, quando alimentos contaminados sdo submetidos a processos
industriais, como aquecimento e fermentacdo (BERTHILLER et al., 2009), resultando na
reducdo dos seus niveis iniciais (SILVA et al., 2019) ou altera¢bes quimicas, resultando em
compostos menos tdxicos que seus precursores (STOEV, 2015).

Desta forma, no contexto de avaliacdo de risco, a ocorréncia de micotoxinas em

racbes é de grande importdncia uma vez que ao serem liberadas diretamente no trato
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gastrointestinal podem ocasionar danos graves ao animais (ADESSO et al., 2017). Estimar
esses valores é primordial para garantir a seguranca alimentar, procurando determinar limites
de exposicdo as micotoxinas presentes nas racoes, abaixo dos quais ndo sao esperados efeitos
adversos a saude dos peixes. Tais valores podem ser regulamentadas com base em sua ingestéo
diéria. A Tabela 4 resume a ingestdo diaria (ID) estimada em termos de concentracdo maxima
das micotoxinas em estudo para tilapias expostas a racdo contaminada com as maiores

concentragdes encontradas em estudo.

Tabela 4 — Determinacédo da ingestéo diaria de micotoxinas para tilapia.

Ingestdo média (ug/kg/dia)

Estagio de vida

AFB; OTA ZEN
Alevino 1,3 2,5 25,7
Juvenil 0,7 1.3 13,8
Adulto 0,2 0,4 4,2

Analisando os dados, podemos verificar que peixes jovens estdo expostos a
concentracdes mais elevadas de micotoxinas em sua alimentacdo. Desta forma, apesar de néo
existirem regulamentacdes relativas aos valores de ingestdo de micotoxinas para espécies
icticas, e o efeito de esses compostos variarem entre as espécies e estagio vida. Os valores de
ID reportados para tilapia podem ser considerados de grande risco para a espécie, pois quando
avaliado a bioacessibilidade de AFB31, 85% do seu contetido esta passivel para ser absorvido
pelos peixes.

Assim, o conhecimento sobre o0s niveis de ingestdo de micotoxinas,
bioacessibilidade e interacdo destas com biopolimeros constituem fatores fundamentais para
avaliar o seu significativo risco a salde dos peixes. Thomas et al. (2018) observaram que a
suplementacdo dietética para juvenis de catfish (Clarias gariepinus) com AFB: em
concentragdes similarea as reportadas em estudo (2 pg/kg), acarretaram em reducdes
significativas (p <0,05) nas média de comprimento, ganho de peso e taxa de crescimento
especifico.

Estes valores podem apresentar riscos ndo apenas para 0s peixes, mas também para
a salde humana. Fato esse comprovado por Michelin et al. (2016) que avaliaram a transferéncia
de AFB: (10 pg/kg) da racdo para Astyanax altiparanae, constatando que apds 90 dias de
suplementacéo alimentar a concentracdo da micotoxina nas amostras de musculo animal foram

superiores as doses administradas. Os efeitos ocasionados por essa micotoxina sao baseados em
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sua bioativacdo de metabolitos que podem interagir rapidamente com organelas celulares e
macromoléculas e induzir a modificacdo de processos metabolicos normais e outros processos
vitais. A biotransformacéo pelas monooxigenases (CYP) do citocromo P450 hepatico produz
AFB:1-8,9-epoxido, que estd associada as propriedades de ligacdo ao DNA, composto
relacionado a mutagenicidade e carcinogenicidade da AFB: (VLASTIMIL; WU; KUCA,
2014).

Ja a OTA ¢ rapidamente absorvida no estbmago, devido as suas caracteristicas
quimicas, em seguida apresenta uma absorcdo lenta a nivel intestinal, passando posteriormente
para o sangue ligando-se & albumina e distribuida aos 6rgdos. A OTA é um toxico cumulativo
com uma répida absorcdo mas, com uma eliminacdo lenta (SOUZA et al., 2010). A ZEN
apresenta baixa toxicidade aguda para animais, entretanto apresenta risco a salde devido a sua
forte atividade estrogénica, podendo se ligar tanto aos receptores de estrogénio alfa como beta,
agindo como um disruptor endécrino (KOWALSKA et al., 2018).

4 CONCLUSAO

Através das andlises contatou-se que 93,3% das amostras estavam contaminadas,
com niveis maximos nas amostras variando de 16,5 para AFB1, 31,6 e 322,2 pug/kg™* para OTA
e ZEN, respectivamente. OTA e ZEN apresentaram niveis de contaminacdo mais elevados
(p<0,05) no sul.

Através da Analise de Componentes Principais, verificou-se que altos teores de
carboidrato e proteina permitem uma menor extracdo das micotoxinas da matriz analisada.

Peixes alimentados com racao contendo niveis de 16,5 pg/kg de AFB1, 31,6 pug/kg
de OTA e 322,2 ug/kg de ZEA estdo expostos a riscos significativos, seguindo uma ordem
decrescente na concentracao (ug/kg/dia) para alevino, juvenil e adulto de diéria.

Pelo teste de bioacessibilidade in vitro para AFB: constatou-se que 85% desse

metabolito estdo passiveis de serem absorvidos pelos peixes.
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CONCLUSAO GERAL

Como a piscicultura é uma realidade no Brasil, fica evidente a necessidade de
estudos para verificagdo qualitativa e quantitativa de micotoxinas no alimento fornecido,
visando a obtencdo de produtos e subprodutos de qualidade, de forma a garantir a satde dos
peixes e do consumidor.

A adequada prevencéo nos efeitos deletérios das micotoxinas deve ser uma pratica
regular visando manter a produtividade e rentabilidade na piscicultura. Levando em
consideragdo que nos Ultimos anos a tendéncia em substituir os niveis de proteina animal por
niveis mais elevados de proteina vegetal aumentou, tendo como intuito reduzir os custos,
todavia, aumenta-se a probabilidade de exposicdo dos peixes a dietas contaminadas com
micotoxinas.

Através das analises contatou-se que 93,3% das amostras estavam contaminadas,
com niveis maximos nas amostras variando de 16,5 para AFB1, 31,6 e 322,2 pg/kg™* para OTA
e ZEN, respectivamente. OTA e ZEN apresentaram niveis de contaminacdo mais elevados
(p<0,05) no sul.

Através da Andlise de Componentes Principais, verificou-se que altos teores de
carboidrato e proteina permitem uma menor extracdo das micotoxinas da matriz analisada.

Pelo teste de bioacessibilidade in vitro para AFB1 constatou-se que 85% desse
metabolito estdo passiveis de serem absorvidos pelos peixes.

Peixes alimentados com racdo contendo niveis de 16,5 pug/kg de AFB1, 31,6 pg/kg
de OTA e 322,2 ug/kg de ZEA estdo expostos a riscos significativos, seguindo uma ordem
decrescente na concentracao (pg/kg/dia) para alevino, juvenil e adulto de diéria.

Os resultados apresentados neste estudo acrescentam informacdes importantes para
0 desenvolvimento da piscicultura no Brasil, contribuindo com dados concretos para o
aprimoramento da legislacdo nacional para o setor piscicola. Além de sugerir que seja realizado
um acompanhamento para todas as etapas do processo produtivo de grdos, bem como o
acanhamento de todo o processo produtivo de racOes para verificar a real procedéncia das

micotoxinas analisadas.
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