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ABSTRACT

In aquaculture, as well as other farming activities, the use of veterinary medicines is an

important tool to ensure high productivity in intensive production systems.

The main objective of the work was to identify and quantify the presence of residues of the
unauthorized dye in aquaculture Malachite Green (MG) and its metabolite — Leuco Malachite
Green (LMG). This was accomplished by using the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
(ELISA) method in fish muscle tissue samples from aquaculture for sale in the North and

Centre of Portugal.

Of the 41 samples analysed, all are contaminated with the presence of MG and/or LMG
residues and all concentrations were above the minimum required performance limit (MRPL)

established by Commission Decision 2002/657EC.

It is necessary not only to raise awareness among all stakeholders who are directly and
indirectly involved in this illegal practice that endangers human and environmental health, but
also a strict supervision by national and European entities in order to ensure food quality and

safety.
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RESUMO

Na aquacultura, assim como em outras atividades agropecuarias, o uso de medicamentos
veterinarios € uma importante ferramenta para assegurar a alta produtividade nos sistemas de

producao intensiva.

Deste modo, este trabalho teve como principal objetivo identificar e quantificar a presenga de
residuos do corante nao autorizado em aquacultura Verde de Malaquite (VM) e do seu
metabolito — Verde de Leucomalaquite (VLM). Esta determinagao foi realizada pelo método
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) em amostras de tecido muscular de peixe
provenientes de aquacultura, a venda em superficies comerciais nas regides Norte e Centro

de Portugal.

Das 41 amostras analisadas, verifica-se que todas se encontravam contaminadas com a
presenca de residuos de VM e/ou VLM, sendo que todas as concentragoes foram superiores
ao valor limite minimo de desempenho requerido (LMDR) estabelecido pela Decisao

2002/657/CE da Comissao, e respectiva alteragao (2004/25/CE).

Assim, torna-se necessario nao so sensibilizar todos os intervenientes que estejam envolvidos
de forma direta e indiretamente, para eliminar esta pratica ilegal, que poe em causa a saude
dos consumidores e do meio ambiente, mas também uma maior vigilancia fiscalizagao por

parte das entidades nacionais e europeias de forma assegurar a seguranca alimentar.

Palavras-chave: Aquacultura; ELISA; LMDR; Seguranga Alimentar; Verde de Malaquite
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ABREVIATURAS

ACN - Acetonitrilo
CC - Curva de Calibracao

EFSA - Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar, do inglés European Food Safety
Authority

ELISA - Ensaio de imunoabsorcao enzimatica do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

FAO - Organizagao das Nagoes Unidas para Alimentagao e Agricultura, do inglés Food and
Agriculture Organization

FDA - Food and Drug Administration

GC/MS - Cromatografia Gasosa com Espectrometria de Massa, do inglés Gas Cromatography-
Mass Spectrometry

HAPs — Hidrocarbonetos Aromaticos Policlorados

HPLC-DAD — Cromatografia Liquida de Alta Precisao com Detetor Diode Array, do inglés
High-Performance Liquid Chromatography with a Diode-Array Detector

HPLC-MS - Cromatografia Liquida de Alta Precisaio com detegao por espectrometria de
massa, do inglés High-Performance Liquid Chromatography - Mass Spectrometry

HPLC-UV - Cromatografia Liquida de Alta Precisao com Detegao por Ultravioleta, do inglés
High-Performance Liquid Chromatography - Ultraviolet

IUPAC - Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada, do inglés International Union of Pure
and Applied Chemistry

JECFA - Joint Expert Committee on Food Additives

LC/MS - Cromatografia Liquida com detector de Espectrometria de Massa, do inglés Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry

LDI - Limite de Detegao Instrumental

LMDR - Limite Minimo de Desempenho Requerido
LMR - Limite Maximo de Residuo

LQI - Limite de Quantificacao Instrumental

OIE — Escritério Internacional de Epizootias

OMS - Organizagao Mundial de Satde

PBDEs — Eteres Difenilo Polibromados



PCBs — Bifenilos Policlorados

PCDEs — Eteres Difenilos Policlorados
PCNs — Naftalenos Policlorados

POPs — Poluentes Organicos Persistentes

RASFF - Sistema de Alerta Rapido para os Géneros Alimenticios e Alimentos para Animais,
do inglés Rapid Alert System for Food and Feed

RPA - Ponto de Referéncia de Agao, do inglés Reference Points for Action
UE - Uniao Europeia

UPLC -

VLM - Verde de Leucomalaquite

VM — Verde de Malaquite



Objetivo

Para garantir a seguranca dos consumidores e o bem-estar animal, sao administrados diversos
medicamentos veterinarios e agentes antibacterianos aos animais destinados ao consumo
humano, como é o caso dos peixes produzidos em regime intensivo e semi-intensivo de
aquacultura. Porém, a sua incorreta utilizagao pode colocar em risco a saude humana e a
seguranga dos consumidores. Deste modo, um ponto-chave para controlar a utilizagao de
contaminantes em géneros alimenticios € a verificacdo da presenca ou auséncia destes através
de ensaios laboratoriais de resposta rapida e baixo custo, sendo imprescindivel o correto
cumprimento da legislagio em vigor. Posto isto, este trabalho tem como principal objetivo
detetar e quantificar a presenca de residuos do corante verde de malaquite (VM) e do seu
metabolito — verde de leucomalaquite (VLM) pelo método ELISA (Enzyme-Linked

Immunosorbent Assay) em amostras de tecido muscular de peixe provenientes de aquacultura.
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[.1 Introdugao

A sociedade enfrenta o enorme desafio de fornecer alimentos e meios de subsisténcia a uma
populacao que excede 9 bilices de pessoas em meados do século XXI, a0 mesmo tempo em

que aborda os impactos desproporcionais das mudangas climaticas e da degradagao ambiental
[

As tendéncias do consumo alimentar tém sofrido varias alteragdes nas Ultimas décadas. A
idade, género, estilo de vida, ambiente envolvente, tradi¢oes culturais e religiosas, pregos,
preferéncias, propriedades sensoriais dos alimentos (textura, cor, cheiro e sabor), publicidade,
bem como as preocupagoes crescentes dos consumidores para com a saude sao algumas das
variaveis que ajudam a explicar os diferentes padroes de consumo alimentar. O acesso a
alimentos e a qualidade da alimentagao ou a sua caréncia tém implicagdes tanto na saude
publica e bem-estar das pessoas como no capital humano, o que vai afetar o desenvolvimento
da sociedade. Nesse sentido, a industria alimentar continua a ter um papel bastante importante
na economia dos paises, nao sé pelo seu valor econémico, mas também pelo seu
posicionamento mais ético, mais transparente, procurando transmitir corretamente as
informagdes pertinentes e assim conseguir a confianga dos consumidores ™,

A seguranga alimentar, assim como suas consequéncias para a saude humana, é um tépico
extremamente importante para os consumidores e para as autoridades de salde publica. Em
particular, tem havido inUmeros eventos envolvendo a contaminagao em larga escala de
alimentos de origem animal ©.

Efetivamente, enquanto se verifica, a nivel mundial, um aumento sustentado na producao de
produtos da pesca e da aquacultura assiste-se, com maior intensidade a partir dos anos 90, a
uma substituicao dos produtos da pesca (captura) por produtos da aquacultura. As capturas
da pesca estagnaram e, no primeiro decénio deste século, regrediram ligeiramente,

aumentando de forma muito significativa a produgao aquicola, conforme se verifica na Figura |
[4]

Globalmente, a produgao aquicola tornou-se o setor de producao de alimentos que mais
cresce envolvendo espécies animais. Cerca de 430 (97%) das espécies aquaticas atualmente
em cultivo foram domesticadas desde o inicio do século XX e o niUmero de espécies aquaticas
domesticadas continua a subir rapidamente. Foi recentemente estimado que a industria da

aquacultura fornece 43% de todo o peixe consumido pelos seres humanos ¥,
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Figura | - Pesca de captura mundial e produgao de aquacultura [']

A rapida transicio de um modelo de captura de espécies para um modelo de cultura e
producao foi uma resposta necessaria as necessidades do mercado. O aumento da poluigao
marinha e da sobrepesca, juntamente com a mudanga climatica global, afetou muito os stocks
pesqueiros. A aquacultura tem maior possibilidade de produzir maiores quantidades de peixes
em espaco reduzido do que a captura selvagem de espécies P,

Embora a aquacultura tenha muitas vantagens tedricas, a realidade nao é tao positiva. O rapido
crescimento dessas produgoes resultou em preocupagoes com a qualidade e a seguranga dos
peixes e consumidores P,

Um dos principais constrangimentos da aquacultura em regimes intensivo e semi-intensivo sao
as doengas infeciosas como um risco continuo, resultando em grandes perdas de stocks. As
mesmas estratégias usadas em outras areas de produgao animal sio empregadas para controlar

doencas infeciosas na aquacultura P,

|.2 Beneficios do consumo de peixe

Os novos ritmos de vida, os recursos econdmicos insuficientes, o pouco tempo disponivel
para preocupagoes com questoes de salde, a falta de informagao, e, até de motivagao, levam
os consumidores a cometerem erros alimentares que podem dar origem a determinadas
doengas. Todos esses desequilibrios tém-se traduzido no consumo excessivo de gorduras

saturadas, baixa ingestao de hortofruticolas e leguminosas, na diminuicio do consumo de
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alimentos ricos em acidos gordos polinsaturados 6mega-3 (presentes no peixe, alguns vegetais
e frutos secos) e no aumento do consumo de 6mega-6 (presentes em carnes, oleos vegetais,
ovos, leite e derivados, manteiga, margarinas e cereais). Para um melhor equilibrio alimentar
a Organizagao Mundial de Satide (OMS) recomenda o consumo regular de pescado pelo menos
duas vezes por semana .

O consumo de pescado faz parte dos habitos alimentares da populagao europeia e mundial,
nomeadamente por serem alimentos considerados saudaveis e fontes importantes de
proteinas .

O peixe é um alimento de excecional valor nutritivo, é fonte de proteinas de alto valor
biologico, vitaminas (A, B, D, E e K) e minerais (como sédio, potassio, magnésio, calcio, ferro,
fosforo, iodo e cobalto) que regularizam as fungoes do corpo e participam do metabolismo de
nutrientes U,

Ao consumo de produtos da pesca e de aquacultura sao atribuidos inUmeros beneficios
nutricionais. Assim, estes produtos sao ricos em proteinas de elevado valor biolégico, acidos
gordos polinsaturados (sobretudo da familia n-3), apresentam baixos teores de colesterol e
acidos gordos saturados e sao ainda pouco caléricos. Para além disso, o pescado € um alimento
de digestao facil, € uma excelente fonte de algumas vitaminas, nomeadamente a Aea D e

apresenta também uma enorme variedade de elementos minerais, alguns dos quais essenciais
(8]

I.3 Aquacultura a nivel europeu e mundial

A aquacultura europeia oferece produtos de qualidade, que respeitam normas estritas nos
dominios da sustentabilidade ambiental, da saide animal e da prote¢ao do consumidor. A
excelente qualidade do pescado da Uniao Europeia (UE) deveria constituir uma importante
vantagem competitiva para a aquacultura da UE; contudo, a produgao aquicola da UE esta em
estagnagao, ao contrario do que sucede noutras regioes do mundo, onde conhece um forte
crescimento. Em 2010, o valor da producao aquicola da UE foi de 3, mil milhdes de euros,
correspondentes a uma produgao de 1,26 milhoes de toneladas. Atualmente, o mercado dos
produtos do mar da UE é abastecido a partir das pescarias da UE (25%), das importagoes
(65%) e da aquacultura da UE (10%). No total, o consumo aparente de produtos da pesca e

da aquacultura na UE atingiu cerca de 13,2 milhdes de toneladas ™.

A produgao mundial de aquacultura em 2016 incluiu 80,0 milhdes de toneladas de peixes

alimentares e 30,]1 milhoes de toneladas de plantas aquaticas, bem como 37 900 toneladas de
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produtos nao alimentares. A produgao de pescado alimentar incluiu 54,1 milhoes de toneladas
de peixe, 17,1 milhdes de toneladas de moluscos, 7,9 milhdes de toneladas de crustaceos e
938 500 toneladas de outros animais aquaticos. A China, de longe o maior produtor de peixes
de criagao em 2016, produz mais do que o resto do mundo combinado desde 1991 [I]. A sua
participagao na produgao mundial de pescado cresceu de 7% em 1961 para 35% em 2010,

conforme a Figura 2, impulsionada pelo aumento na diversidade de peixe disponivel ['%.

Fishery food supply (kg/capita)
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Figura 2 - Contribuicao relativa da aquacultura e captura da pesca para o consumo de peixe [!]

A aquacultura desempenha um papel cada vez mais importante na producio mundial de
alimentos de origem aquatica, devido a sobre-exploragao de grande parte dos recursos
piscicolas. Esta a afirmar-se globalmente como uma importante alternativa as formas
tradicionais de abastecimento de pescado, sendo de salientar que a produgao dela proveniente
ultrapassa mais de metade de todo o pescado consumido no mundo, razio porque é
considerada um sector estratégico 'L

A Direcao-Geral de Recursos Naturais, Seguranca e Servicos Maritimos (DGRM) define a
Aquacultura como a criagao ou cultura de organismos aquaticos, recorrendo a técnicas
concebidas para aumentar, para além das capacidades naturais do meio, a produgao dos

referidos organismos ",

A aquacultura contribui cada vez mais para a produgao global de peixes, crustaceos e moluscos
e, assim, para a subsisténcia, seguranga alimentar e nutricao de milhdes de pessoas. Ao ajudar

a atender a crescente demanda por esses produtos, a aquacultura também alivia os aumentos
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de pregos que, de outra forma, resultariam de uma lacuna crescente entre a oferta e a procura
[I2].

Na aquacultura esta implicita a intervencao humana nesta atividade, incluindo-se aqui as
diversas formas de propagacao, de manutengao e de captura de espécies, em ambientes mais
ou menos controlados. As principais areas de aquacultura sao classificadas segundo o tipo de
organismos produzidos (crustaceos; algas; moluscos; ou peixes), segundo o ambiente de
cultura (marinho; agua doce; ou salobra), ou segundo a temperatura (agua temperada ou agua
fria) [,

Em aquacultura existem varias formas de produzir e cada um deles tem um determinado
controlo do meio onde os organismos crescem. Numa forma simplista, sao reconhecidas trés
formas ou regimes de produgao aquicola: o intensivo, o semi-intensivo e o extensivo. Quanto
mais intensiva for a produgao, maior sera o controlo do meio, com um maior rigor e
manipulagdo das caracteristicas da 4gua, dos tanques e do meio envolvente aos tanques ',
No regime extensivo, o menos controlado, o principal foco centra-se na limitagao das
movimentagoes nos casos dos organismos com uma locomogao ativa ou na preparagao de um
local para receber organismos sedentarios. Aqui nao ha aporte de ragao ou outro tipo de
alimentagao que nao seja natural, nao ha controlo dos predadores nem de doengas, € o menos
dispendioso, o que da menos trabalho, mas também o menos rentavel, sobretudo no que diz
respeito a produgao de peixe. Havera uma pequena manipulagao do meio, de modo a este ter
melhores condi¢bes para produzir alimento natural das espécies alvo, mas nunca uma
alimentacio direta a estas mesmas espécies. E, exemplo disso, a engorda de bivalves na
moluscicultura ou a producao de alguns peixes em baixas densidades e em tanques bastante
extensos. Os organismos produzidos extensivamente sao os mais saborosos e os mais
procurados, pois sio os que se aproximam mais dos selvagens, em termos de qualidade ['¥.
No regime semi-intensivo, existe um aumento do controlo de fatores de producio. As
densidades sao maiores, permitindo obter um maior numero de peixes (nos casos das
pisciculturas) num espago mais confinado. Ha fornecimento de ragao para além do alimento
natural presente na agua, controlam-se os predadores e as doengas que causam maior
prejuizo. O rendimento é maior, mas a qualidade é substancialmente inferior a producao
extensiva ('],

No regime intensivo, com controlo do meio mais apertado, é o que leva a produgao ao
maximo, com densidades elevadas em espagos mais exiguos, mas com alguma perda de
qualidade. A alimentagao é praticamente toda fornecida por ragdes e as doengas sao

prevenidas, vigiadas e combatidas. Para se obter um rendimento maximo, é necessario um
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controlo maximo e num numero elevado de parametros diferentes. Esta forma de producao
aquicola é muito dispendiosa, tanto em material e equipamentos como em mao-de-obra e, é
comum produzir juvenis em maternidades, que requerem niveis de controlo elevados, e que
serao mais tarde enviados para unidades de engorda. Aqui, o ciclo reprodutivo dos peixes
reprodutores € artificialmente manipulado de forma a obter posturas de ovos de forma
constante e planeavel ao longo do ano !,

Os sistemas de aquacultura também podem ser classificados dependendo de outras
caracteristicas, como: onde o sistema de produgao esta localizado (dentro do mar, em zona
de maré ou em terra), o tipo de ambiente onde os animais sao cultivados (dgua doce, marinha
e salobra) ou o estagio de vida das espécies produzidas (ovos, alevinos, juvenis ou em

crescimento), entre outros !"°.

|.4 Aquacultura em Portugal

A localizagao geogrifica da costa continental portuguesa, na transicao de duas importantes
sub-provincias oceanograficas do Norte Atlantico - a subtropical e a subtropical/subpolar -
permite a existéncia de uma grande diversidade de habitats, sendo por isso considerada uma
das zonas mais ricas em termos biologicos, nomeadamente pela qualidade das suas aguas e
pela diversidade das espécies nelas existentes. Contudo, as condi¢cdes geomorfoldgicas da
costa continental portuguesa e das ilhas atlanticas e, sobretudo, as condicoes de mar nos
meses de inverno, nao sao das mais vantajosas para a instalagao de unidades de aquacultura
oceanica, obrigando ao recurso a solugbes tecnologicas adaptadas as condigdes do meio.
Apesar deste constrangimento, a costa algarvia, a costa sul da Madeira, bem como as lagoas e
rias, para além de algumas baias mais abrigadas, relinem condigoes satisfatorias para a pratica
da aquacultura em mar aberto ™,

O sector da pesca, integrando a captura, transformagao e comercializagdo do pescado,
constitui, em muitas regioes, uma atividade fundamental cuja relevancia transcende os aspetos
puramente economicos uma vez que o seu contributo social e como fonte de subsisténcia
apresentam inegavel importancia e significado. A pesca em Portugal, continua a constituir a
principal atividade economica de muitas comunidades ao longo da costa, funcionando como
um importante fator de fixagdo das populagdes, existindo ao longo da costa muitas

comunidades cuja atividade principal é a pesca ™.
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Sendo Portugal um pais com uma elevada capitagao no consumo de pescado, cerca de 56,7Kg
por habitante/ano, a limitada produgio nacional obriga a volumes muito elevados de

importagdes para satisfazer o consumo nacional ™,

Em 2012, a produgao aquicola nacional foi de 10.317 toneladas, correspondente a 5,4% das
descargas de pescado ™

Conforme a Figura 3, a produgao de aquacultura sagrou-se, em 2016, em |1.259 toneladas e
gerou uma receita de 75,2 milhdes de euros. Estes valores traduzem um aumento de 17,8%
em quantidade e um aumento de 38,9% em valor, quando comparados com os valores do ano
anterior. A analise dos dados dos ultimos 10 a |15 anos mostra uma tendéncia de redugao de
produgao em regime semi-intensivo acompanhada por um aumento de produgao em regime

intensivo, que tem vindo a ganhar importincia [''l,
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Figura 3 - Evolugao da producao de aquacultura em Portugal, por tipo de regime

Fonte: INE/DGRM, 2018

Nos ultimos 30-40 anos tém-se verificado enormes avangos técnicos neste sector, como o
aperfeicoamento dos alimentos artificiais, principalmente quanto a sua estabilidade na agua e
composi¢ao nutricional, e o melhoramento das técnicas de arejamento artificial que passaram
a ser adotadas em diferentes regices. As taxas de crescimento do produto cultivado chegam
a ser superiores a 30% por ano, beneficiando ainda da pronta disponibilidade de recursos

naturais e da sua facil interacio com o meio ambiente ['*.
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No nosso pais, a aquacultura é baseada em cultura em aguas continentais, sobressaindo a
cultura de truta arco-iris, e na cultura em dguas oceanicas onde predomina a cultura de robalo,

dourada e améijoa '\

|.5 Produtos utilizados na aquacultura

A medida que a induUstria aquicola se expande, é necessario o uso de mais medicamentos,
desinfetantes e compostos antifoulant para eliminar os microrganismos nas instalagoes de
aquacultura. O uso de biocidas no ambiente aquatico, no entanto, provou ser prejudicial, pois

tem efeitos toxicos sobre o ambiente marinho '

O principal objetivo da aquacultura é a produgao de alimentos de alto valor nutritivo para
consumo humano. No entanto, além de seu valioso suprimento de alimentos e apoio
economico para muitos paises, a pratica da aquacultura pode causar problemas ambientais
como a polui¢ao das aguas circundantes com nutrientes, residuos sélidos e produtos quimicos
(por exemplo, antibidticos) usados para o controle de doencgas na aquacultura em tanques. Os
principais contaminantes sao os residuos de medicamentos veterinarios, os poluentes
organicos persistentes (POPs), os pesticidas, os metais e os sais minerais (mercurio, chumbo,

cadmio, cromo hexavalente, arsénio e selénio '8,

Para além dos contaminantes presentes nos peixes de aquacultura proveniente da adi¢ao
propositada pelo Homem podem estar presentes também contaminantes ambientais. O
metilmercurio (MeHg) e os bifenilos policlorados (PCBs) eram, até recentemente, os
contaminantes a que se dava mais atengao. Todavia, varios estudos tém demonstrado que o
pescado também pode conter outros contaminantes ambientais prejudiciais a saude. Desses
contaminantes destacam-se os metais, as dibenzodioxinas policloradas e dibenzofuranos
(PCDD/ PCDFs), os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs) e ainda outros
compostos organo-halogenados, como os éteres difenilo polibromados (PBDEs), e os éteres
difenilos policlorados (PCDEs), naftalenos policlorados (PCNs) e compostos perfluorados

(PFCs) 2.

A Organizacao das Nagoes Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO), a OMS, o Escritoério
Internacional de Epizootias (OIE) e varios governos nacionais levantaram a questao do uso
irresponsavel de antibidticos nas industrias de peixes, com particular preocupagao os riscos

potenciais para a saude publica. A contaminagao aquatica por antibioticos resultou no
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surgimento de resisténcias bacterianas e posterior desenvolvimento de agentes patogénicos

nos mais resistentes e virulentos nos ambientes expostos ',

[.5.1 O verde de malaquite

Na aquacultura, assim como em outras atividades agropecuarias, o uso de medicamentos
veterinarios € uma importante ferramenta para assegurar a alta produtividade nos sistemas de
produgio intensiva .

A atividade antibacteriana e outras propriedades terapéuticas dos corantes foram relatadas
pela primeira vez no inicio dos anos 1900. Subsequentemente, as formulagoes das classes de
corantes acridina, azo, trifenilmetano e tiazina foram amplamente utilizadas na medicina
humana e veterinaria, principalmente como antissépticos e desinfetantes topicos. A maioria
das aplicagoes terapéuticas dos corantes em humanos e em animais terrestres alimentares
foram descontinuadas devido a consideragoes de seguranga e ao desenvolvimento de
medicamentos mais eficazes *'1.

Em espécies aquaticas, certos corantes permanecem em uUsO COMO um meio economico e
eficaz para o tratamento de infegoes parasitarias e fungicas.

Na produgao de aquacultura, alguns agentes antibacterianos foram usados para tratar infeg¢oes
em peixes. Para protecao do consumidor, é necessario cumprir o Intervalo de Seguranga, o
periodo de tempo apos o tratamento cessar, apos o qual o peixe é considerado livre de
contaminantes. Os tempos de retirada variam especialmente dependendo do composto
utilizado e da temperatura da 4gua, variando entre 3 e 42 dias .

Muitos corantes e indicadores em contato com alimentos podem representar riscos a saude.
Foi demonstrado que alguns corantes organicos afetam adversamente e alteram marcadores
bioquimicos em o6rgaos vitais, como, por exemplo, o figado e rim em ratos, nao s6 em doses
mais elevadas, mas também em doses mais baixas.

O corante verde de malaquite (VM) pertence ao grupo dos corantes trifenilmetano, que
constam da lista prioritaria da “Food and Drug Administration” (FDA) para medicamentos
para peixes .

O VM, originalmente usado na indUstria téxtil, mas também como antisséptico tépico,
amplamente utilizado para tratar parasitas, infe¢oes por fungos e bactérias em peixes apresenta

elevada solubilidade em 4gua ™.
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O VM é um corante que foi amplamente utilizado na producao de peixes desde o inicio da
década de 1930. A razio para esta popularidade deriva do amplo espectro de agao
antimicrobiana e eficicia na prevencio e tratamento de determinadas doencas piscicolas %,

Entretanto, tem sido relatado que o VM e seu metabolito VLM sao teratogénicos,
carcinogénicos e mutagénicos para humanos. O VM pode também irritar o trato respiratério
ao ser inalado e causar irritagao no trato gastrointestinal, apos a ingestao. Ja o contato com a
pele pode causar irritagao, vermelhidao e dor, e em contato com os olhos pode causar uma

1 No caso das espécies piscicolas, o VM causa efeitos prejudiciais no

lesao permanente
figado, branquias, rins, intestino, gonadas e células gonado trépicas pituitarias ™1,

A proibi¢ao do VM, em 2000, em aquacultura na UE e em outros paises é devida a preocupagao
com o potencial para a toxicidade humana e a presenga do VM e do VLM no ambiente aquatico
obriga a uma maior monitorizagao em peixes de aquacultura. Ainda assim, o VM ainda é usado

ilegalmente na aquacultura devido ao seu baixo custo e alta eficacia .

[.5.1.1 Propriedades fisico-quimicas

Nas Tabela le Il encontram-se algumas caracteristicas fisico-quimicas do VM e do metabolito
VLM. Em termos quimicos, os dois compostos sao bastante idénticos, ao possuirem o mesmo
numero de atomos de Carbono (n=23) e de Azoto (n=2), com a diferenga que o principal
metabolito do VM possui mais um atomo de hidrogénio, no total de 26. A massa molar de
ambos é muito similar, na ordem dos 330g/mol, e em termos de ponto de fusao do VM é
situado entre o 158-160°C, sendo que o ponto de fusao no VLM ¢ atingido entre os 100 e os

102°C.
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Tabela | - Caracteristicas fisico-quimicas do corante VM P

Verde de Malaquite

Foérmula quimica CyxsHi N,

Nome IUPAC 4 - [(4-dimetilaminofenil) fenil-metil]
-N, N-dimetil-anilina

Estrutura

Solubilidade em agua

110 g/l H20 ou 0,00138 mg / mL

pKa (constante de ionizagao) 6,9
Massa molar 329.45 g/mol
Ponto de fusio 1582160 ° C

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas do metabolito VLM P!

Verde de Leucomalaquite

Formula quimica CuHxN,

Nome IUPAC 4,4-Benzilidenebis (N, N-
dimetilanilina)

Estrutura

Solubilidade em agua

Ligeiramente sollvel em agua

pKa (constante de ionizagao)

Nao existe (?)

Massa molar

330,46 g / mol

Ponto de fusao

100-102 ° C
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|.5.1.2 Propriedades farmacocinéticas

Oxalato de VM reduz-se a VLM e acumula-se nos tecidos dos peixes expostos. Armazena-se
principalmente no soro sanguineo, no figado, nos rins, nos musculos, na pele e nas visceras de
varios animais, incluindo os peixes. Plakas et al. (1996) analisaram a absorcao, distribuicao e
metabolismo do VM. Foi rapidamente absorvido e concentrou-se no tecido durante a
exposi¢ao através da agua. O metabolito VLM nao é o estado final da transformagao do VM.
De fato, varios estudos demonstraram que o VM, assim como o VLM, sao desmetilados por
oxidagoes sistematicas sequenciais. Os produtos de degradagao podem-se formar nos
organismos dos peixes vivos durante a agao enzimatica, mas também durante a degradagao

fotooxidativa na 4gua 7,

|.5.1.3 Propriedades farmacodinamicas

Oxalato de VM: As concentragoes do composto VM no plasma de bagres americanos (lIctalurus
punctatus), mais conhecido por peixe-gato-do-canal aumentou rapidamente durante a
exposicao através da agua, sugerindo uma absorgao eficaz do corante cationico e (ou) do
composto de carbinol através das guelras. Apos a transferéncia dos peixes para agua limpa, as
concentragoes de VM no plasma apresentaram uma reducao triexponencial com uma meia-
vida terminal de 4,7 horas, semelhante aos resultados em peixes sujeitos a administragao
intravascular. Os residuos radioativos foram amplamente distribuidos e concentrados em
todos os tecidos em relagao ao plasma, particularmente no figado e rim posterior. Na gordura
abdominal, as concentragées de residuos aumentaram com o tempo, provavelmente como
resultado do metabolismo e redistribuicao de residuos entre os tecidos. As concentracoes de
residuos na gordura eram consideravelmente mais elevadas que nos outros tecidos durante
as amostragens para além de 4 horas. A gordura pode servir de compartimento de
armazenagem a grande profundidade, que prolonga a eliminagio de residuos. A
biotransformagao de VM em VLM pode ser uma importante reagao de desintoxicagao em

animais expostos a YM 2,
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1.5.1.4 Toxicidade

A toxicidade do VM aumenta com o tempo de exposi¢ao, temperatura e concentragao. Tem
sido relatado por causar carcinogénese, mutagénese, alteragdes cromossoémicas,
teratogenicidade e toxicidade respiratéria em alguns mamiferos. Além disso, ocorrem
alteragoes significativas em parametros bioquimicos do sangue de peixes expostos ao VM. Em
geral, os metabolitos provenientes da degradagao do VM, como o VLM, acumulam-se nos
tecidos adiposos e sua eliminagao é fortemente dependente do teor de gordura em cada
individuo. No entanto, apesar da grande quantidade de dados sobre os seus efeitos toxicos, o
VM ¢ ainda muito utilizado como parasiticida em aquacultura e outras industrias, como a

industria téxtil 2,

|.6 Legislagao

O regulamento n° 2377/90 do Conselho da Comunidade Europeia (CCE) estabelece limites
maximos de residuos (LMRs) de medicamentos veterinarios nos alimentos de origem animal
para consumo humano, apenas para as substincias farmacologicamente ativas aprovadas
podem ser utilizadas para tratamento veterinario .,

Posteriormente, o artigo 18.* do Regulamento (CE) n® 470/2009 estipula que, para substancias
que nao sao classificadas como «substancias permitidas» em conformidade com o referido
regulamento, pode ser estabelecido um Ponto de Referéncia de Agao (PRA) para assegurar o
funcionamento dos controlos de alimentos de origem animal. Considera-se que os alimentos
de origem animal que contém residuos dessa substancia iguais, ou acima, do PRA nao cumprem
a legislacao da UE. Até agora, os PRA’s foram baseados somente no Limite Minimo de
Desempenho Requerido (LMDR) analiticamente orientados, e nenhuma consideragao foi dada

ao perfil toxicoldgico das substincias nio permitidas .

O LMDR ¢ o teor minimo de uma substancia a analisar numa amostra que deve ser detetavel
e passivel de confirmagao, e pretende harmonizar-se o desempenho analitico de métodos
relativos a substancias para as quais nao se encontre definido um limite permitido. No entanto,
os LMDRs correspondem ao limite médio acima do qual a detegao de uma substancia ou seus
residuos pode ser interpretada como metodologicamente significativa %

Assim, devido as limitagoes analiticas, nao existe um nivel seguro do residuo estabelecido. No

entanto, o LMDR de 2 pg / kg em produtos de aquacultura é especificado no anexo |l da
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Decisao 2002/657 /| CE da Comissao, alterada pela Decisao 2004/25 / CE da Comissao (Tabela

3). Este LMDR refere-se a soma de VM e do seu metabolito VLM P!,

Segundo a Decisao 2002/657/CE da Comissao, de |14 de agosto de 2002:

Tabela 3 - LMDR da soma do VM e do principal metabolito VLM

Substancia e seu metabolito Matriz LMDR
Verde de Malaquite + Verde de Peixes provenientes 2 pglkg
Leucomalaquite de aquacultura

|.7 Metodologias analiticas

Em geral, os métodos usados para detetar VM em produtos aquaticos baseiam-se
principalmente em cromatografia liquida e gasosa com detegao por espectrometria de massa
com desvantagens porque sao metodologias dispendiosas e complexas. Portanto, é imperativo
estabelecer um método rapido, especifico e preciso para a detecao de VM e de VLM em
amostras de peixes e agua, que ¢é o caso do ensaio imunoenzimatico (ELISA). Este método é
comumente usado para a detegao de residuos de medicamentos em alimentos devido a sua
alta sensibilidade inerente, simplificagao e baixo custo. O ELISA também foi aplicada para a
detecao de VM em ragoes para peixes de aquacultura e agua. No entanto, este método tem

algumas desvantagens como o longo periodo de preparagao, a instabilidade e a nao reutilizagao

32]

[.7.1 ELISA

A placa de microtitulagao remonta a 1951, constituida por uma microplaca de acrilico com 6
linhas de 12 pogos que juntamente com um dispositivo de deposi¢cao com varias pontas, que
permitem a realizagdo de varios ensaios em simultaneo. A realizagao de varios ensaios em
simultaneo, permitiu uma redugao significativa no tempo de analise de diversas amostras por
cada teste, aumentando significativamente o rendimento do laboratério. Desde entao as
microplacas evoluiram, tornando-se num dos equipamentos descartaveis mais comuns em
laboratorios. O formato mais convencional consiste em 96 pogos individuais dispostos em
oito linhas e doze colunas com dimensoes definidas pelo American National Standards Institute

em 1996. O material utilizado é poliestireno, de alta transparéncia e o fundo chato e plano .
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As microplacas sao fabricadas a partir de um polimero (poliestireno ou polipropileno) e sao
utilizadas para examinar as caracteristicas fisicas, quimicas ou bioldgicas de varias amostras em

simultaneo B4,

O ELISA é um método de detecao que combina reconhecimento especifico de antigeno e
anticorpo com reagao enzimatica. Era comumente usado para a detecao de pesticidas, toxinas
biologicas, patogenos e residuos de medicamentos veterinarios, incluindo o VM em alimentos,
devido a sua alta sensibilidade inerente, simplificacio e baixo custo P2,

Os ELISAs sao um método de screening que tém como vantagem a rapidez, a especificidade e
a sensibilidade, comparativamente com os métodos cromatograficos, especialmente para
triagem de grande nimero de amostras P'l,

Este método caracteriza-se ainda pela alta reprodutibilidade, sendo um método de alto
rendimento, em que as amostras positivas podem ser usadas diretamente para métodos de

confirmagao, como exemplo, por cromatografia liquida com detetor de espectrometria de

massa (LC/MS) P,

|.8 Comparagao entre metodologias analiticas

As metodologias analiticas podem ser classificadas em dois grandes grupos: em métodos de

screening e métodos de confirmagao.

Diversos métodos analiticos foram relatados para a determinagao de residuos de VM e VLM
em tecidos de peixes. De acordo com a CE, os métodos para determinar VM nos tecidos de
peixes devem atender ao LMDR de 2 pg/kg para a soma de VM e VLM. O ELISA, a
cromatografia liquida de alta performance acoplada a detetores visiveis ou de fluorescéncia e
espectrometria de massa sao os métodos utilizados para determinagao de VM e de VLM. No
entanto, o método ELISA é a técnica analitica comum para o rastreio de residuos de VM em

produtos de aquacultura devido a sua alta sensibilidade, rapidez e baixo custo P°.

Para os métodos ELISA semi-quantitativos, é necessario estabelecer uma curva de calibragao
para o calculo da concentragao das amostras medidas posteriormente. Quando se utilizam
kits ELISA comercialmente disponiveis, os padroes para a preparagao da curva de calibragao
estao incluidos no kit. A curva de calibragao (CC) deve apresentar os dados estatisticos de
interseccao, da equagao da regressao linear e o coeficiente de correlagao. Assim, torna-se

necessario o uso de um numero suficiente de solugoes-padrao para definir adequadamente a
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relagao entre a concentragao e a resposta. A CC pode ser construido usando-se, no minimo,

cinco valores de concentragio enquadrados no intervalo definido P7.

Encontra-se descrito na literatura cientifica diversos estudos de identificagao e quantificagao
de residuos de VM e VLM em diversas amostras de peixes produzidos em regime de
aquacultura. Os métodos mais utilizados e precisos sao testes ELISA - Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay), cromatografia liquida de alta pressao com detegao ultravioleta ou com
detetor Diode Array (HPLC-UV, -DAD) e a cromatografia liquida com detecao por
espetroscopia de massa (HPLC-MS). Mais recentemente surgiu também a cromatografia liquida

de muito alta pressio (UPLC) que é mais eficiente do que a HPLC ¥,

Na Tabela 4 encontram-se diversos resultados de validagao de metodologias analiticas tais
como o limite de detegao (LOD), o limite de quantificagao (LOQ) e as recuperagoes. Num
dos estudos, através do método cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC-
MS), que tem como matriz o peixe-gato, em que o limite de quantificagao de VLM foi 5,0 pg/kg,
com uma taxa de recuperagao 95,9 £ I 1,1 (%). Por LC-UV/VIS foi estudado salmao onde nao
se definiu um limite de detegao, mas um limite de quantificagao de | pg/kg com recuperagao
de 88.9 + 2.6 (%); e por ELISA, um estudo de 2007 a diversos peixes definiu o limite de detegao
de 0,05 pg/kg para a soma de VM e o seu metabolito VLM, com uma variagao da taxa de

recuperagao entre 71- 108% e 62-105%, respetivamente.

Analisando os resultados descritos na Tabela 4, todos os métodos cumprem com os requisitos
para o LOQ, sendo o valor mais alto na CG/MS, seguido de LC-UV/VIS com os valores entre
0,9 e | pg/kg e posteriormente mais baixos por ELISA e LC-MS/MS. Para a maioria dos estudos
as taxas de recuperacao situam-se acima dos 70%. No entanto, os estudos realizados através
da metodologia ELISA apresentam recuperagdes mais baixas comparativamente com as

técnicas LC-UV/VIS e LC-MS/MS.
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Tabela 4 - Metodologias analiticas utilizadas na determinagao do verde de malaquite e do verde de
leucomalaquite em alimentos

Limite | | . it de
. Metodologia ) de R N Recuperacdao | Referencias
Quimico . Matriz . | Quantificacdo . )
analitica Detecao (LOQ) (%) bibliograficas
(LOD)
Salmao
VM LC-UV/VIS (Salmo Nf | pglkg (88,9 +2.6)% | (Andersen et
salar) al, 2005)
Truta VM: 0,6 VM: 62%
k VM: | pg/k VLM: 72%
VM + hglkg uglke (Bajc et dl,
VLM LC-UV/VIS | Carpa | VLM: 0,5 | VLM: 0,9 ug/kg VM: 47% 2007)
pg/kg VLM: 77%
V:'; /?(27 VM: 103,7 +
VM + LC-MS/MS | Salmio | VLM: \\//LMM %105 “g//kkg vuj- f)g S, | (Dowlingetal,
VLM 0,15 99 HEKE i 2007)
47%
Hglkg
VLM GC-MS Peixe- NIf 5,0 pg/ke 959 % 1,1 % | (Turnipseed et
gato
al, 1995)
VM + VM +VLM: (Turnipseed et
VLM LC-MS | Salmio | Nf | VM: 0,15 pglkg | (86-109 £ 6,4 | & 1 Poce
al, 1995)
-13)%
VM: (70 +
VM + 3 0,15 3,1)%
LC-M | Nf Vall I
VLM CMS | Samdo | e VIM: @5+ | ;oeo;a
1,3)%
VM + VM =+ VM: 71-108% (Yang et al
ELISA Vari VLM: Nf A ’
VLM S arios VLM: 62-105% 2007)
0,05
Hg/kg
VM:79,1- (Barani &
+ .
\\//TM ELISA Truea | /ol,(3o Nf 86,2% Tailk 2017
Mg 7 kg VLM: 152 183% | 13k 2017)

Legenda: Nf — Nao facultado
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|.9 Ocorréncia de verde de malaquite em tecido muscular de peixes

A literatura cientifica reporta a ocorréncia de VM e VLM em alimentos, principalmente em
amostras de peixe, sendo também encontrado em ervilhas, molho de pimenta, gelados, doces
a base de cereais, produtos salgados e algodao-doce .

Na base de dados do Sistema de Alerta Rapido para os Géneros Alimenticios e Alimentos
para Animais (RASFF), foram reportados 135 eventos de notificagao para VM e VLM em
produtos alimenticios, para o periodo de 2002 a 2014, conforme se visualiza na Figura 4. As
notificagoes englobam as seguintes categorias de produtos: peixe e produtos de peixe,
crustaceos e produtos derivados peixes e produtos derivados (com exclusao de crustaceos e
moluscos) e peixes e produtos da pesca selvagem (com excegao dos crustaceos e moluscos).

O maior nimero de notificagdes (n=50) foi reportado em 2005 &,

60 -
50 -

40 -

Numero de notificagdes de VM e VLM

30 4
10

OJll‘IIIIIIl.L

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014

Ano

Figura 4 - Numero de notificagbes para o VM e VLM em peixes entre o periodo 2002 — 2014

Na Tabela 5 apresentam-se os dados recolhidos de diversos estudos para o VM e VLM em

peixes produzidos em aquacultura.

Em 18 amostras de truta, |0 enguias e 20 salmoes provenientes da Holanda as concentragoes
de VLM variaram entre |,3 — 14,9 pg/kg em |3 amostras de trutas, entre 1,5 - 9,7 pg/kg em 5

amostras de enguia e concentragdes entre 0,2 — 2,9 pg/kg em 3 amostras de salmao .
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Em 2013, em lItdlia, Conti et al. detetaram a presenga de VM em |5 amostras de robalo e |5
amostras de dourada. A concentragdo média detetada foi de 0,48 g/kg), apresentando um
teor maximo de 1,21 ug/kg P

Na Crodcia foram analisadas 42 amostras de carpa e 30 amostras de truta para detetar a
presenca de residuos de VM em |3 amostras, em valores inferiores ao LMDR de 2 pg/kg.
Segundo dados do ultimo relatério de 2014 do RASFF, na Bélgica foi rejeitada a entrada de
Peixe-gato (Pangasius hypophthalmus) contaminado com concentragoes de VLM no valor de
44,40 pg/kg, com origem no Vietname. Na Republica Checa foram detetadas trutas com uma

concentragao média de VLM de 13,4 pg/kg, provenientes de Italia. Ja na Holanda, surgiu um

alerta sobre truta proveniente da Dinamarca, onde foram detetados valores de 5,9 pg/kg de

VLM.

Em 2005, Portugal notificou, através do RASFF, a contaminagao de filetes de P.
hypophthalmus com VM (Notificagao de alerta n°2005.549), tendo este peixe também sido
notificado por contaminagao bacteriana por Listeria monocytogenes em filetes descongelados
[40]

Em 2005, Portugal notificou através do RASFF valores de 3,8 pg/kg de VM em peixe-gato com

origem no Vietname.

Fallah e Barani (2014), analisaram 144 amostras de truta variando os valores de contaminagao
entre 0,3 a 146,] ug/kg de VM com VLM em 49% das amostras e 33% no nivel de LMDR ou
superior. Isto indica claramente que as concentracoes detetadas sao proibidas, com a

frequéncia de contaminagao a ser superior para o VLM comparativamente com o VM.
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Tabela 5 - Ocorréncias de verde de malaquite e verde de leucomalaquite em peixes de aquacultura

N® Frequénci Intervalo Média das Referéncias
Matriz de Pais de ade das ¢ Ano do bibli +fi
(peixe) amo | origem | contamin | concentracd concentrac estudo tbltografica
stras acdo es detetadas oes s
Truta e 72 | Croacia (I|8£, 0.l E/lk0’3 0,231 pg/kg | 2009-2011 Bilandzic et
carpa Hgre al, (2012)
Robalo 15 )
Italia Nf Nfal,2l pg/ | 0,48 pg/ kg 2013 Conti et
Dourada I5 kg al. (2015)
Trutas 144 Nf 49% 0,3 a 46,1 Nf 2011 Fallah e
ug / kg Barani, 2014
72% 1,3-14,9 pg/
Truta 18 (13) ke
. 50% 1,5-9,7 pg/ Bergwerff e
Enguia 10 | Holanda (5) ke Nf 2003 Scherpenisse
% _ 2003
Salmdo | 20 15% | 02-29 ug/ (2003)
(€)) ke
Enguia 25 Aleman 56% 0,053 a 0,765 Nf Nf Schuetze et
ha ng / kg al. (2008)

Legenda: Nf — Nao facultado

Diversos estudos confirmam a presenca do VM e do VLM como composto proibido devido a

sua toxicidade, o que acarreta riscos para a saude publica, indicando que muito provavelmente,

nao exista um forte controlo e fiscalizagio em qualquer parte do mundo.
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2. Procedimento experimental



2.1 Reagentes, solugdes e equipamentos

2.1.1 Reagentes e solugoes

Os solventes utilizados foram o Acetonitrilo (ACN) e o N-hexano.

Na Figura 5 encontram-se todos os componentes do kit ELISA utilizados:
- Extraction Buffer A

- Extraction Buffer B

- Extraction Buffer C

- MG/CV Clean Up Mix

- Stop Buffer

- Wash Solution

- Streptadivin HRP

é BIOO SCIENTIFIC

a PerkinElmer company

EEEETETEREE,

MAXGSIBNAL

Malachite Green/LMG 2
ELISA Test Kit 2

BIOO FOOD AND FEED SAFETY

Figura 5 - Constituintes do kit ELISA

2.1.2 Equipamento utilizado
Neste procedimento experimental, foram utilizados diversos materiais de laboratério, tais

como: espatulas, micropipetas Gilson de volume variavel, papel de aluminio, pingas metalicas,

viais de plastico e tubos de ensaio.
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Foi também utilizada uma a balanga analitica de precisao Mettler Toledo PB 303-S/Fact

(Colombus, Ohio, EUA) (Figura 6).

Figura 6 - Balanca analitica de precisao

Uma trituradora Krups modelo GVA?2 Speedy Pro Plus (Nieuwegein, Holanda) (Figura 7).

Figura 7 - Trituradora para moagem das amostras

Um agitador vortex mixer Velp ZX3 (Italia).

Uma Centrifuga refrigerada Sigma 3-16k (St. Louis, E.U.A) (Figura 8).

34



Figura 8 - Centrifuga Sigma 3-16k

Outros equipamentos utilizados foram evaporador Block Heater marca Stuart modelo SBH
200D/3 conectado a uma botija de azoto comprimido e um Leitor de microplacas —

Espectrofotometro — optic ivymensystem 2100-C.

2.2 Amostragem

A amostragem foi efetuada durante os meses de novembro e dezembro de 2018 e janeiro de
2019, abrangendo as regioes Centro e Norte de Portugal Continental.

A aquisicao das amostras foi feita maioritariamente em grandes superficies de retalho
alimentar, apenas uma amostra foi adquirida num mercado municipal. No total, foram
adquiridas quarenta e duas (42) amostras de peixe provenientes de aquacultura,
nomeadamente: || douradas (26%), 9 salmoes (21%), 8 robalos (19%), 4 trutas (10%), 4
corvinas (10%), 2 trutas salmonadas (5%), 2 peixe-gato (5%), | pargo (2%) e | linguado (2%).
Os peixes tém como origem a Grécia (24%), Portugal (22%), Noruega (20%), Espanha (17%),
Turquia (10%), Vietname (5%) e Chile (2%) (Tabela 6). Apos a aquisicao e filetagem, as

amostras foram congeladas a temperatura -18°C até a analise.

35



Tabela 6 - Lista de amostras

Tipo de Peixe Origem
Corvina (Argyrosomus regius) Espanha
Corvina (Argyrosomus regius) Espanha
Corvina (Argyrosomus regius) Espanha
Corvina (Argyrosomus regius) Turquia
Dourada (Sparus aurata) Grécia
Dourada (Sparus aurata) Grécia
Dourada (Sparus aurata) Grécia
Dourada (Sparus aurata) Grécia
Dourada (Sparus aurata) Grécia
Dourada (Sparus aurata) Portugal

Dourada (Sparus aurata)

Portugal (Ilha Madeira)

Dourada (Sparus aurata)

Turquia

Dourada (Sparus aurata) Turquia
Dourada (Sparus aurata) Turquia
Dourada (Sparus aurata) Espanha
Pargo (Pagrus pagrus) Grécia
Peixe-gato (Pangasius hypophthalmus) Vietname
Peixe-gato (Pangasius hypophthalmus) Vietname
Robalo (Dicentrarchus labarax) Espanha
Robalo (Dicentrarchus labarax) Espanha
Robalo (Dicentrarchus labarax) Espanha
Robalo (Dicentrarchus labarax) Grécia
Robalo (Dicentrarchus labarax) Grécia
Robalo (Dicentrarchus labarax) Grécia
Robalo (Dicentrarchus labarax) Grécia
Robalo (Dicentrarchus labarax) Turquia
Salmao (Salmo salar) Chile
Salmao (Salmo salar) Noruega
Salmao (Salmo salar) Noruega
Salmao (Salmo salar) Noruega
Salmao (Salmo salar) Noruega
Salmao (Salmo salar) Noruega
Salmao (Salmo salar) Noruega
Salmao (Salmo salar) Noruega
Salmao (Salmo salar) Noruega
Truta (Oncorhynchus mykiis) Portugal
Truta (Oncorhynchus mykiis) Portugal
Truta (Oncorhynchus mykiis) Portugal
Truta (Oncorhynchus mykiis) Portugal
Truta Salmonada (Oncorhynchus clarkii clarkii) | Portugal
Truta Salmonada (Oncorhynchus clarkii clarkii) | Portugal
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2.3 Metodologia analitica

Para este trabalho de investigacao foi utilizado o ensaio ELISA colorimétrico competitivo,
utilizando o kit MaxSignal Malachite Green/LMG projetado para triagem de rotina do VM e do
VLM em peixes. O meio sélido usado nesta técnica € uma placa de micro titulagio (ou
microplaca), com 96 compartimentos individuais (pogos) dispostos em linhas e colunas,
formando uma matriz 2:3. As amostras ficam dispostas na matriz formada pelos pogos da

microplaca. Este kit oferece um ensaio quantitativo rapido de alto rendimento.

2.3.1 ELISA - Extracao

Antes de comegar a extragao em si, efetuou-se a lavagem e desinfecaio do material de
laboratdrio a utilizar e posteriormente colocou-se a secar em estufa de forma a minimizar

significativamente qualquer contaminagao das amostras.

Apos a descongelacao das amostras, procedeu-se a sua trituragao até obter-se uma textura
pastosa. Foram pesadas 2 g de cada amostra (Figura 9), num tubo de centrifuga ja devidamente
tarado e identificado. Adicionou-se | mL de Sample Extraction Buffer A (SEB-A) e 0,4 mL de
Sample Extraction Buffer B (SEB-B) a todas as amostras, agitando de seguida no vortex durante
|5 segundos, obtendo-se uma amostra branca acinzentada. Adicionou-se a cada amostra 6 ml
de acetonitrilo (ACN), procedeu-se a nova agitagao no vortex durante |5 minutos. Depois,
centrifugacao a 4000 g durante |5 minutos, a 4° C e transferiu-se 2 mL da fase superior de
ACN para um tubo com 300 mg de MG Clean Up Mix. Agitou-se no vortex durante | minuto.
As amostras foram incubadas durante 3 a 5 minutos e agitou-se no vortex durante 30 segundos
e centrifugacao durante 10 minutos. De seguida, com recurso a micropipetas de | mL, retirou-
se | ml de cada amostra, colocando em viais de plastico a secar com azoto a 50° C. Adicionou-
se 0, mL de Ix solugao oxidante e agitou-se no vortex cada amostra durante 30 segundos,
sanicou-se 30 segundos e voltou ao vortex 30 segundos para sofrer agitagao. Incubaram-se
novamente as amostras durante |5 minutos, adicionou-se 400 uL de Sample Extraction Buffer
C (SEB- C) e n-hexano, agitou-se no vortex entre | a 2 minutos e centrifugou-se novamente
10 a 15 minutos. De seguida, com uso de pipeta, “aspirou-se” a fase superior do n-hexano,
deixando o vial aberto. Por fim, retirou-se 90 pL da fase aquosa, a Unica que se encontrava

nos tubos de centrifuga.
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Pesar 2 g de
amostra

-\v

Adicdo de | mL de SEB-A, 0,4 mL
de SEB-B E 6 mL de ACN

Centrifugagao - |5
min a 4000 g

Transferir 2 mL ACN para tubo com
300 mg de Mg Clean Up Mix

‘ Evaporagao a 50°C ‘

Adicao de 0,1 mL de solugao
Oxidante e 0,4 m L de SEB-C

Adicao de n-hexano

90 uL de padrao-amostra
duplicado + 30 ulL de conjugado

' ~

Incubacao 30min a 20-
25°C

Adicao de 100uL de Streptavidina
HRP e 100 uL de substracto

Figura 9 - Processo sequencial de extragao
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2.3.2 ELISA - Detegao

Para esta segunda fase sequencial do ensaio competitivo de ELISA, realizaram-se o passo da
competicao e por fim o passo para desenvolver a coloragao do ensaio tendo-se realizado
todos os ensaios em duplicado. Assim, adicionou-se 90 L de padrao (0; 0,05; 0,50; 1,50 e 4,50
ng/mL) ou amostra e 30 pL de conjugado, com pré-incubacao da placa com os extratos de
amostra durante 30 minutos sem a presenca de luz solar, utilizando papel de aluminio, e a uma
temperatura entre 20-25°C. Apds o passo de incubagao, os pogos foram esvaziados e
procedeu-se a lavagem dos mesmo em 3 ciclos usando solugao de agua e agua destilada. Apos
lavagem, a placa foi desenvolvida pela adicao de 100 pL de Streptavidina HRP e voltou-se a
fazer uma nova incubagao com duragao de |5 minutos a temperatura ambiente. Para finalizar
a reagao, adicionou-se 100 pL de solugao STOP dando origem a mudanga de cor permitindo
a leitura a um comprimento de onda de emissao de 450 nm (Figura 10), isto &, iniciou-se o
procedimento de visualizagao direta dos pogos e colocou-se a placa no leitor de microplacas
— espectrofotometro — onde se fez a leitura dos resultados obtidos, onde se converte as
diferentes intensidades da cor resultantes em valores numéricos, os chamados valores de

absorvancia.

Figura 10 - Fase de detecao
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3. Apresentacao e discussao de resultados

Como ja referido anteriormente, este estudo pretendeu identificar e quantificar a presenga de
VM e VLM em amostras de peixe provenientes de aquacultura, através da técnica analitica

ELISA para triagem.

Os procedimentos analiticos foram realizados de acordo com indicagoes do fabricante,
contidas no manual que acompanha o kit ELISA. Para esta técnica foi seguida, de forma muito

rigorosa, o manual de apoio as diferentes etapas.

3.1 Validagao da metodologia analitica

Estando esta metodologia previamente validada pela marca que disponibiliza o kit ELISA, este
trabalho apenas se debrugou sobre alguns parametros relacionados com a validagio como a

linearidade, o limite de detegao instrumental (LDI) e o limite de quantificagao instrumental

(LQI).

3.1.1 Linearidade
Para o parametro da linearidade, estudou-se a linearidade dos padroes (0; 0,05; 0,50; 1,50 e
4,50 ng/ml), através da sua absorvancia a 450 nm.

A curva de calibragao (CC) foi determinada por anilise de regressao, relacionando a

concentragao (eixo das abcissas) com a absorvancia (eixo das ordenadas).

A relagio é tanto maior quanto mais préximo for o valor do coeficiente de correlagio (r?) de
|. Verificando a Figura | |, observa-se uma reta com o coeficiente de correlagao (R?) de 0,9944,

muito proximo de |, revelando uma boa linearidade entre as concentragoes 0 e 4,5 ng/ml.
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Figura || - Curva de calibragcao dos padroes

Através da equagao obtida na CC, calculou-se as concentragoes das amostras.

3.1.2 Limites de detegao e quantificagao instrumental

Para este estudo que envolve padroes e solventes, apds ser calculada a linearidade, avaliaram-
se mais dois parametros necessarios para o método ELISA, como o limite de detegao

instrumental (LDI) e o limite de quantificagao instrumental (LQI).

Segundo a Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC,) o LDI define-se como a
menor concentragao ou quantidade absoluta em analito, para o erro-padrao a reta e ao declive
(m=3,1575). O LQI é a menor concentragao de mensurando que pode ser determinado com

um nivel aceitavel de precisao e veracidade da repetibilidade.

O IDL e IQL foram calculados com base em parametros da curva analitica. Para o limite de
detecao utilizou-se:

Limite de detegao = 3,3 x (s/S), onde s é o desvio padrao das amostras a reta e S o declive da
reta analitica.

Para o limite de quantificagao = 10 x (s/S), em que s e S sao os mesmos utilizados no limite de

detegao.
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Este estudo caracteriza-se pelo inicio em matriz solida, as amostras de peixe, onde se
identificou e quantificou a presenga do analito numa matriz liquida, analisando a metodologia
analitica conclui-se que houve um fator de diluicao de 1,5 que foi utilizada para corrigir as

concentragoes detetadas.

LDI 0,908827  pglkg
LQI 2,75402 nglg

Através destes resultados, verifica-se que o IDL e o IQL sao superiores ao limite de detegao
de 0,1 pg/kg apresentado no manual do kit ELISA. Apesar de estes valores serem superiores
aos apresentados pela marca que comercializa este kit ELISA continua a cumprir com a
legislacio que estabelece qual o limite minimo (2ug/kg) exigido para a identificagao e

quantificacao de VM e do seu metabolito.

O LMDR estipulado pela legislagao europeia em vigor é de 2pg/kg, isto €, nao existindo um
LMR para os analitos em estudo, estabeleceu-se um LMDR para as metodologias analiticas

sendo o valor indicado supracitado

3.2 Ocorréncia de VM e VLM nas amostras

Das 41 amostras analisadas, verifica-se que todas se encontram contaminadas com a presenca
de residuos de VM e/ou VLM (Tabela 7). Na tabela abaixo estio representadas as
concentragoes de VM e VLM encontradas nas amostras, por espécie de peixe e origem dos

mesmos.

Os valores encontrados nas amostras sao ilegais e elevados, tendo em conta que o VM nao é

permitido em aquacultura.

Através da Tabela 7 constata-se que |0 amostras analisadas, que representam 25% das amostras
totais, ultrapassam o valor de 10 pg/kg, sendo este valor atingido praticamente em todas as
espécies estudadas. O valor mais elevado foi observado (12,23 pg/kg) numa amostra de salmao
com origem na Noruega. O valor mais baixo pertenceu a uma amostra de corvina oriunda de
Espanha (6,91 pg/kg). Através da Figura 12, as concentragoes médias mais altas foram

encontradas na truta salmonada (n=2) ambas com origem em Portugal, enquanto para a
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corvina, obteve-se a o menor valor médio de concentragoes, cerca de 8 pg/kg com origens

em Espanha (n=3) e Turquia (n=1I). Para o pargo com origem na Grécia, e sendo apenas uma

amostra recolhida e analisada, a concentragao detetada foi de | 1,41 pg/kg. Entre os 7 paises

(origem), nao houve diferengas estatisticamente significativas.

Tabela 7 - Concentracoes de VM e VLM

Concentracio de VM

Tipo de Peixe Origem e de VLM (uglkg)

Corvina (Argyrosomus regius) Espanha 8,60
Corvina (Argyrosomus regius) Espanha 1,50
Corvina (Argyrosomus regius) Espanha 6,91

Corvina (Argyrosomus regius) Turquia 9,20
Dourada (Sparus aurata) Grécia 11,18
Dourada (Sparus aurata) Grécia 9,47
Dourada (Sparus aurata) Grécia 9,00
Dourada (Sparus aurata) Grécia 10,08
Dourada (Sparus aurata) Grécia 9,00
Dourada (Sparus aurata) Portugal 8,48
Dourada (Sparus aurata) Portugal (Ilha Madeira) 1,77
Dourada (Sparus aurata) Turquia 9,36
Dourada (Sparus aurata) Turquia 7,06
Dourada (Sparus aurata) Turquia 8,45

Dourada (Sparus aurata) Espanha 9,87
Pargo (Pagrus pagrus) Grécia 11,41
Peixe-gato (Pangasius hypophthalmus) Vietname 9,43

Peixe-gato (Pangasius hypophthalmus) Vietname 9,90
Robalo (Dicentrarchus labarax) Espanha 8,81

Robalo (Dicentrarchus labarax) Espanha 10,25
Robalo (Dicentrarchus labarax) Espanha 7,80
Robalo (Dicentrarchus labarax) Grécia 8,98
Robalo (Dicentrarchus labarax) Grécia 8,88
Robalo (Dicentrarchus labarax) Grécia 7,80
Robalo (Dicentrarchus labarax) Grécia 9,20
Robalo (Dicentrarchus labarax) Turquia 11,25
Salmao (Salmo salar) Chile 9,54
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Salmao (Salmo salar) Noruega 8,03

Salmao (Salmo salar) Noruega 7,41

Salmao (Salmo salar) Noruega 9,71

Salmao (Salmo salar) Noruega 8,77
Salmao (Salmo salar) Noruega 10,68
Salmao (Salmo salar) Noruega 9,89
Salmao (Salmo salar) Noruega 12,23
Salmao (Salmo salar) Noruega 10,02
Truta (Oncorhynchus mykiis) Portugal 10,22
Truta (Oncorhynchus mykiis) Portugal 10,01
Truta (Oncorhynchus mykiis) Portugal 8,03
Truta (Oncorhynchus mykiis) Portugal 9,42
Truta Salmonada (Oncorhynchus clarkii clarkii) | Portugal 9,30
Truta Salmonada (Oncorhynchus clarkii clarkii) | Portugal 10,91

Seria espectavel observar contaminagoes elevadas em peixes de aquacultura oriundos de

paises asiaticos, o que vai ao encontro da literatura cientifica. Constata-te que os niveis de

contaminagao por VM e VLM sao elevados tanto em peixes com origem europeia como em

paises asiaticos (Figura 12), apesar de nestes ultimos, s serem recolhidas e analisadas 2

amostras de peixe, levantando preocupagoes para os consumidores de peixe.

Contudo, sendo ELISA um método de triagem, este estudo carece de uma confirmagao,

nomeadamente por LC-MS/MS, com a vantagem das amostras poderem ser usadas

diretamente para este método de confirmagao, onde os resultados sdo de alta fiabilidade

deixando desta forma em aberto uma possivel continuidade deste estudo.
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Concentragao (pg/kg)
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Concentragao de VM e VLM, por espécie

12
[ ]

10

Corvina Dourada Pargo Peixe-gato Robalo Salmao Truta Truta
salmonada

Legenda: Corvina - Argyrosomus regius; Dourada - Sparus aurata; Pargo - Pagrus pagrus; Peixe-gato - Pangasius
hypophthalmus; Robalo - Dicentrarchus labarax; Salmao — Salmo salar; Truta - Oncorhynchus mykiis; Truta Salmonada

- Oncorhynchus clarkii clarkii

Figura 12 — Ocorréncia de VM e de VLM (Médias, minimos e maximos de concentragoes) em
diversas espécies de peixes

Através das concentragoes calculadas, e com estudos publicados e divulgados anteriormente,
pode-se provar que os valores obtidos sao alarmantes e violativos, dando mais forca a
utilizagao do VM e do VLM de forma ilegal no sector da aquacultura, sendo a sua utilizagao
indiferenciada pela espécie piscicola ou origem dos mesmos, de maneira intensiva e a grande

escala no pescado.
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4. Conclusido

Foi aplicada uma metodologia ELISA para a determinagao de VM e VLM em tecido muscular

de 41 peixes de aquacultura adquiridos em Portugal.

Os resultados revelaram uma frequéncia de detecao de 100%, sendo que todas as
concentragoes foram superiores ao valor limite maximo (LMDR) estabelecido pela Decisao

2002/657 | CE da Comissao de |4 de agosto de 2002.

Assim, torna-se necessario nao s6 uma sensibilizagao a todos os intervenientes que estejam
envolvidos, de forma direta e indiretamente, para eliminar esta pratica ilegal, que poe em causa
a vida do pescado, dos consumidores e do meio ambiente. Sera também importante uma maior
vigilancia e rigorosa fiscalizagao por parte das entidades nacionais e europeias envolvidas no
mundo da aquacultura, tendo como principio base um controlo rigoroso destes dois
compostos, de forma assegurar a seguranca alimentar e a qualidade de vida do consumidor. A
EFSA deve apostar em programas adicionais de vigilancia com um nimero maior de amostras
de musculos de peixes para melhorar a avaliagao de risco. Este trabalho pode ter continuidade
para confirmacao dos resultados e melhorar a avaliagao dos niveis contaminados por VM e
VLM em peixes para consumo humano, uma vez que estao em causas a Saude Publica e a saude

ambiental.

Outra questao importante sera a identificagao da presenga do VM entre peixes produzidos
em regime de aquacultura e peixes capturados através da pesca em zonas proximas onde se
pratique a aquacultura, pois é sabido que este antisséptico € largado e arrastado pela agua,
podendo chegar ao meio aquatico selvagem onde existem milhoes de toneladas de peixes.
Neste sentido, salienta-se a importincia de novos estudos da presenga ou nio do VM em
tecido muscular de peixes capturados por pesca. Posto isto, sera importante perceber se os
peixes capturados por pesca possuirem concentragoes residuais do VM e de VLM no tecido

muscular e a frequéncia encontrada nos mesmos.
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