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Abstract

The use of veterinary medicines (VM) in aquaculture is very important to ensure a good
productivity namely in intensive production system. With the inappropriate use of VM and the
lack of specific legislation in some countries in the world, there are problems in relation to

the use of illegal substances in this activity.

Due to its toxicity, the use of malachite green (MG) presents risks to human and
environmental health. Although it is not authorized in the production of aquaculture fish
intended for human consumption, MG is used illegally in aquaculture worldwide as an
antimicrobial and antiparasitic agent for the prevention and control of parasites and fungi in

fish.

There is no maximum residue limit for fish tended for human consumption regarding MG, but
there is a Minimum Required Performance Limit (MRPL) of 2 pg/kg for the residues of MG
and its leucomalachite green (LMG) metabolite. The MRPL is the minimum content of an
substance to be analysed in a sample, which can be detected and confirmed and aims to
harmonize the performance of analytical methodologies in relation to substances for which a

maximum residue limit have not been established.

The objective of this work was to detect the presence of MG and its LMG metabolite in 28
aquaculture fish, for sale in commercial establishments in Coimbra, through the ELISA test

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Of the 28 samples analysed, the presence of MG and LMG residues was verified in 5 samples
with only one being confirmed through mass spectrometry. Therefore, this reinforces that
there is still the illegal use of MG dye in aquaculture fish highlighting the importance of

monitoring studies for this substance.

Keywords: Malachite green; Toxicology; Residues; MRPL; Aquaculture; ELISA; Food Safety.



Resumo

O uso de medicamentos veterinarios (MVs) em aquacultura, é muito importante para
assegurar uma boa produtividade, nomeadamente nos sistemas de produgao intensiva. Com o
uso inadequado de MVs e com a falta de legislagao especifica em alguns paises existem

problemas relativamente ao uso de substancias ilicitas nesta atividade.

Devido a sua toxicidade, a utilizagao do verde de malaquite (VM) apresenta riscos para a salde
humana e ambiental, sendo por isso proibido a sua utilizagao na produgao de peixe destinado
ao consumo humano. Apesar desta proibicao, a sua utilizagao é feita em todo mundo, de forma
ilegal, como agente antimicrobiano e antiparasitario para a prevengao e controlo dos parasitas

e fungos em peixe.

Apesar de nao existir um limite maximo de residuo para VM em peixe para consumo humano,
foi estabelecido um Limite Minimo de Desempenho Requerido (LMDR) de 2 pg/kg para a soma
do VM e do seu metabolito verde de leucomalaquite (VLM). O LMDR é o conteido minimo
de um analito a analisar numa amostra, que pelo menos deve ser detetado e confirmado e tem
como objetivo harmonizar o desempenho analitico de métodos em relagao as substancias para

as quais nao tem estabelecido um limite permitido.

O objetivo deste trabalho foi detetar a presenga do VM e do seu metabolito VLM em 28
peixes de aquacultura a venda em estabelecimentos comerciais de Coimbra através do teste

de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Das 28 amostras analisadas por ELISA, verificou-se a presenga de residuos de VM e VLM em
5 amostras, tendo-se confirmado o resultado por espectrometria de massa em uma amostra.
Estes dados realgam o uso ilegal do VM em peixe de aquacultura, realgando a importancia da

monitorizacao desta substancia.

Palavras-chave: Verde de malaquite; Toxicologia; Residuos; LMDR; Aquacultura; ELISA;

Seguranca Alimentar.
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Objetivo

Este trabalho tem como objetivo principal a determinagao da presenca de residuos do VM e
do seu metabolito VLM pelo método de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) em
amostras de peixes oriundos de aquacultura para salvaguardar a seguranga dos consumidores

de peixe.



. Introducao

Com o aumento do consumo de peixe em todo mundo, principalmente na Uniao Europeia
(UE), houve a necessidade de aumentar a produgao intensiva e semi-intensiva destes em
aquacultura, surgindo a necessidade de utilizar medicamentos veterinarios (MV) para garantir

um alimento seguro para os consumidores de peixe e para satisfazer a produgao necessaria.

O peixe é um dos alimentos mais rico em proteinas, é de facil digestao, rico em vitaminas B e
minerais, como por exemplo o ferro, calcio, potassio, etc. Sao ricos em acidos gordos dmega-

3, que é um acido essencial para o nosso organismo, por isso deve fazer parte da nossa dieta.

Ao administrar antibioticos em aquacultura, tem que se ter em consideragao a concentragao
recomendada, respeitar o limite maximo de residuos no peixe, ter em conta a seguran¢a do
consumidor, a integridade dos animais e também o ambiente. Para garantir um alimento seguro
para o consumidor, faz-se a monitorizagao continua da administracao dos antibidticos em

aquacultura (Gastalho et al., 2014).

Se essas exigéncias nao forem respeitadas pode haver o impacto sobre o ambiente, onde pode
haver o “aparecimento de resisténcia antimicrobiana, tanto em bactérias comensais do
intestino humano e animal, como nas bactérias do meio ambiente e pode haver a disseminagao

de genes de resisténcia entre diversas populagoes bacterianas” (Gastalho et al., 2014c).

O verde de malaquite (MV) é utilizado para combater doengas infeciosas na produgao animal,
como por exemplo no tratamento e prevencao dos parasitas e bactérias em peixe de
aquacultura (Gastalho et al., 2014a). E utilizado como aditivo alimentar e também como corante
trifenilmetano na industria téxtil (Bilandzi¢ et al., 2012a). Nunca foi autorizado como MV, mas
ele é utilizado em aquacultura como um dos fungicidas mais eficazes, parasiticidas,
antiprotozoarios e bactericidas (Bilandzi¢ et al, 2012). Além de ser utilizado como um

fungincida é também utilizado como um desinfetante médico e anti-helmintico (Srivastava,

Sinha e Roy, 2004).

Ha estudos que mostram que o VM é metabolizado a verde de leucomalaquite (VLM) (VLM: p,
benzilidenebis-N, N-dimetilanilina CAS nr. 129-73-7) pelo peixe (Stammati et al., 2005a). O dltimo
composto é muito persistente e prevalente em peixe tratado com VM (Stammati et al., 2005).
Mesmo depois do tratamento térmico, os residuos destas substincias sao estaveis tanto no

ambiente como no peixe cozinhado (Hashimoto et al,, 201 1).

O corante VM ¢é utilizado em aquacultura pelos produtores de peixe. Como é prejudicial para

a saude dos consumidores de peixe, é proibido na UE. Mesmo com a sua proibigao, ainda se
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encontra residuos do VM e do VLM em peixe e produtos de peixe a venda na UE, o que é

motivo de preocupagao.

A vigilancia sanitaria destes compostos tem que ser feita de uma forma rigorosa e continuada
em todos os paises para garantir a seguranga dos consumidores de peixe. Apesar da proibigao
do uso de VM em peixe de aquacultura para consumo humano, os produtores continuam a
utiliza-lo para o tratamento e prevengao de doengas infeciosas em peixe, por ser um produto

de facil acesso, eficaz e pouco dispendioso.

A Decisao Da Comissao de 22 de dezembro de 2003 que altera a Decisao 2002/657/ define
o Limite Minimo de Desempenho Requerido (LMDR) de 2 pg/kg para a soma de VM e de VLM
em peixe para consumo humano (COMISSAO, 2003).

O LMDR é o conteudo minimo de um analito a analisar numa amostra, que pelo menos deve
ser detetado e confirmado e tem como objetivo harmonizar o desempenho analitico de
métodos em relagao as substancias para as quais nao tem estabelecido um limite permitido
(EFSA, 2013). Os LMDRs foram adotados como padrao de desempenho garantindo o controle
efetivo da legislagao Comunitaria ao testar amostras para a presenca de certas substancias nao

permitidas (EFSA, 2013).



2. Aquacultura

2.1 — Definigao de aquacultura

“A aquacultura consiste na produgao em cativeiro de animais (peixes, moluscos, crustaceos,
répteis, batraquios, equinodermes) ou plantas que tenham um habitat predominantemente
aquatico em pelo menos uma fase da sua vida. A cultura destes seres vivos implica a sua
propagagao, manutengao e colheita em ambientes controlados. Para se poder considerar que
um produto tem origem na aquacultura é necessario que durante o seu ciclo de vida este seja

objeto de algum tipo de intervengao humana” (CASSAMO, 2012).

“A aquacultura é a produgao de organismos cujos ciclos de vida naturais se dao, total ou
parcialmente, em meio aquatico, para fins de consumo humano. A aquacultura abrange varias
atividades que podem ser subdivididas em piscicultura (criagao de peixes), malacocultura
(criagao de moluscos, como lulas, ostras e mexilhoes), carnicicultura (criagao de camaroes,
caranguejos e siris), algicultura (cultivo de micro ou macro algas), ranicultura (criagao de ras)

e criagao de jacarés” (Botelho et al., 2012).

2.2 — Abordagem geral

Num mundo onde o crescimento populacional é uma realidade sao necessarias medidas que
garantam a disponibilidade alimentar para todos sem comprometer a seguranga alimentar e os
recursos naturais. O peixe e os produtos de pesca sao efetivamente reconhecidos como alguns
dos alimentos mais saudaveis e como alguns dos menos impactantes para o meio ambiente.
Dito isto, eles devem ser considerados na vertente da segurancga alimentar nacional, regional
e global e como uma das estratégias de nutricao que contribuem para a transformacgao
continua dos sistemas alimentares para garantir a eliminagao da fome e desnutricao (FAO,

2020).

Segundo a FAQ, a aquacultura é o setor de produgao de alimentos que mais cresce atualmente
e que é responsavel por cerca de 50% da producao de peixe consumido no mundo (FAO,

2020).

Além do consumo de peixe fazer parte da cultura de muitos consumidores, ela é também
muito benéfica para a saude, possuindo um excelente perfil nutricional, visto que, é rico em

acidos gordos (6mega 3), uma boa fonte de proteinas, micronutrientes essenciais, vitaminas e

minerais (FAO, 2020).



Nas dltimas décadas, a produgao de peixe em aquacultura, assim como o setor de pesca

expandiram de forma significativa e em 2018 a produgao, o comércio e o consumo totais

atingiram um recorde histérico (FAO, 2020).

2.3 — Tipos de aquacultura

“A aquacultura na UE é sustentavel e assegura ao consumidor europeu um acesso a produtos

saudaveis, seguros e de grande qualidade”. Sao produzidas diversas espécies na UE de diversos

tipos de aquacultura, tais como (Comissao Europeia, 2012):

R

¢ A aquacultura em agua doce:

Os lagos sao tratados de forma a favorecer o desenvolvimento da fauna
aquatica a um rendimento superior ao do ecossistema natural.

A densidade ¢ fraca e a alimentagao do peixe € natural.

Alguns produtores fornecem um complemento alimentar.

Estes lagos desempenham um papel importante e positivo na paisagem, na

gestao da agua e na biodiversidade.

Espécies produzidas: em policultura temos a carpa, com outras espécies como o coregono,

lucioperca, lucio, peixe-gato.

% A aquacultura das espécies marinhas em instalagao em terra:

A criacao de peixe marinho, especialmente o peixe chato, pode-se fazer em
tanques artificiais em terra, mas sao alimentados por agua do mar.

A recirculagao de agua, permitindo um ambiente fechado e controlado, é
necessaria para uma produgao otimizada nas maternidades e zonas de

alevinagem de espécies marinhas.

Espécies produzidas: o pregado, o linguado legitimo, o linguado do Senegal, o robalo legitimo

e a dourada.

*

¢ A aquacultura em aguas salobras:

Esta forma de aquacultura desempenha um papel importante na conservagao
do patriménio natural costeiro.

Os animais frequentemente carregados pelos fluxos marinhos, sao
preservados em lagoas preparados para o efeito (por exemplo a valicultura

italiana).



e A introdugao de alevins de maternidade e de suplementos alimentares

reforcam o caracter semi-extensivo desta criagao.

Espécies produzidas: o robalo, a enguia, o linguado legitimo, o linguado do Senegal, a dourada,

a tainha, o esturjao, o camarao e os moluscos.

Para além dos tipos de aquacultura ja referidos a produgao em mar aberto tem ganho o seu

espago, contribuindo para o aumento de produgao.

Para além do tipo de aquacultura esta divide-se em trés regimes de produgao: o regime

extensivo, o regime semi-intensivo e o regime intensivo.

e Regime de produgao extensivo: aproveita exclusivamente as condigdes naturais
disponiveis. A espécie a que se deseja cultivar é capturada no meio natural ou tem
origem em unidades de reprodugao. A produgao efetua-se com recurso a alimentagao
exclusivamente natural (REA, 2019).

e Regime de producao semi-intensivo: feita a partir da produgao artificial para aquisigao
de ovos e juvenis e durante a fase de engorda fazem-se amostragens e calibragens
frequentes para ter um bom crescimento e aumentar o rendimento, recorrendo a
suplementos alimentares artificiais e alimentos naturais (REA, 2019).

e Regime de produgao intensivo: todos os parametros de produgao estao sob
observagao permanente. Para que se aumente o rendimento, faz-se calibragens e
amostragens sucessivas, controlando-se a reproducao e o crescimento. Neste sistema

alimenta-se a espécie exclusivamente de alimento artificial (REA, 2019).

2.4 — Produgao global da aquacultura

A nivel mundial, com o passar dos anos, em relacao a producao de produtos de pesca e de
aquacultura, nos anos 90 verifica-se que ha uma substituicao dos produtos de pesca pelos
produtos de aquacultura. Em 2018 a pesca tem vindo a estabilizar, enquanto que a aquacultura
tem vindo a aumentar cada vez mais. Pelo grafico, verifica-se que a captura ronda os 100
milhoes de toneladas, enquanto que a aquacultura ronda os 80 milhdes de toneladas. A
producao de pesca de captura global em 2018 atingiu 96,4 milhdes de toneladas, um aumento
de 5,4% em relagao a da média dos trés anos anteriores. Este aumento deve-se a pesca de
captura marinha, em que a producao aumentou de 81,2 milhdes de toneladas em 2017 para
84,4 milhdes de toneladas em 2018. A aquacultura sofreu um crescimento exponencial no

mundo todo (Figural e Tabela 1)(FAO, 2020).
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Figura |. Captura mundial de pescas e produgdo de aquacultura em milhGes de toneladas. Adaptado de (FAO,
2020)

As capturas globais em aguas interiores sao responsaveis por 12,5% da produgao total. A
produgao mundial de peixe de aquacultura em 2018 atingiu 82,1 milhoes de toneladas, em que
a produgao foi dominada por peixe, 57,3 milhoes de toneladas foram oriundos de aquacultura
interior e 30,8 milhoes de toneladas provenientes de aquacultura marinha e costeira. (Figura
| e Tabela I) (FAO, 2020).

Tabela |. Pescas e produgao de aquacultura por ano (MilhGes de toneladas). Adaptado de (FAO,
2020)

:I::d“95° de peixe || 19861995 | 1996-2005 | 2006-2015 | 2016 2017 2018
Captura interior 6,4 83 10,6 11,4 11,9 12,0
Captura marinha 80,5 83,0 79,3 78,3 81,2 84,4
Total de captura 86,9 91,4 89,8 89,6 93,1 96,4
Aquacultura interior 8,6 19,8 36,8 48,0 49,6 57,3
Aquacultura marinha 6,3 14,4 22,8 28,5 30,0 30,8
Total de aquacultura 14,9 34,2 59,7 76,5 79,5 82,1
::::Lult‘:era Py | 1018 125,6 149,5 166,1 172,7 178,5

Nota: Exclui mamiferos aquaticos, crocodilos, jacarés, algas e outras plantas aquaticas. Os totais podem nio coincidir devido
a arredondamentos.

Na Tabela 2, esta descrito o destino que é dado a milhdes de toneladas de peixe de consumo
humano e os de usos n3o alimentares ao longo dos Ultimos anos, conseguidos através da
captura de peixe e producao de aquacultura, a populagao global e um consumo aparente anual

de peixe per capita (FAO, 2020).



Tabela 2. Utilizagao de peixe obtido pela pesca e aquacultura. Adaptado de (FAO, 2020)

Utilizacio de peixe / ano! 1986-1995 | 1996-2005 | 2006-2015 2016 2017 2018
Consumo humano 71,8 98,5 129,2 148,2 152,9 156,4
(milhGes de toneladas)

Usos ndo alimentares 29,9 27,1 20,3 17,9 19,7 222
(milhGes de toneladas)

Populagio global (bilices)? 54 6,2 7,0 7,5 7,5 7,6
Consumo aparente 13,4 15,9 18,4 19,9 20,3 20,5
(Kg per capita)

Nota: Exclui mamiferos aquaticos, crocodilos, jacarés, algas e outras plantas aquaticas. Os totais podem nao coincidir devido
a arredondamentos.

I0s dados de utilizagao para 2014-2018 si3o estimativas provisorias.

2Fonte de dados populacionais: UN DESA, 2019.

Por ano, o consumo global de peixe aumentou em média 3,1% entre os anos de 1961 a 2017,
quase o dobro da percentagem do crescimento populacional mundial por ano (1,6%), para o
mesmo periodo. O consumo per capita de peixe cresceu de 9,0 kg de peso vivo em 1961 para

20,5 kg em 2018, o que equivale a cerca de 1,5% / ano (FAO, 2020).

O consumo aparente de peixe nos paises desenvolvidos aumentou de 1961 com 17,4 kg per
capita para 26,4 kg per capita em 2017 e depois diminui gradualmente para 24,4 kg ainda em
2017. Nos paises em desenvolvimento o consumo aparente de peixe aumentou
significativamente em 1961 de 5,2 kg per capita para 19,4 kg em 2017, com uma percentagem
média por ano de 2,4%. Entre estes, os paises menos desenvolvidos aumentaram o seu
consumo de 6,lkg em 1961 para 12,6 kg em 2017, o que da uma taxa média anual de 1,3% e

nos paises com défice alimentar, o consumo de peixe aumentou em 1961 de 4,0 kg para 9,3

kg em 2017, uma taxa anual de cerca de 1,5% (FAO, 2020).

Na Tabela 3, esta descrita a comercializagdo de peixe ao longo dos ultimos anos, onde a
exportagao é feita por quantidades (milhoes de toneladas), com uma percentagem da

participagao das exportagoes e em relagao ao valor das exportagoes em bilides de dolares.

Tabela 3. Comercializagao de peixe obtidos pela pesca e aquacultura. Adaptado de (FAO, 2020)

Comercializacio de

peixe / ano 1986-1995 | 1996-2005 | 2006-2015 2016 2017 2018

Exportagoes de peixe

(milhdes de toneladas) 34,9 46,7 56,7 59,5 64,9 67,1

Participagao das
exportagdes na produgio 34,3 37,2 37,9 35,8 37,6 37,6
total (%)

Exportagoes de peixe

37,0 59,6 17,1 142,6 156,0 164,1
(bilices de dolares)

Nota: Exclui mamiferos aquaticos, crocodilos, jacarés, algas e outras plantas aquaticas. Os totais podem nao coincidir devido
a arredondamentos.
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Na Figura 2, pode-se comprovar que foram destinados para usos nao alimentares as restantes
22 milhdes de toneladas e que foram utilizados principalmente para produgao de farinha de

peixe e oleo de peixe (FAO, 2020).
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Figura 2. Utilizagdo mundial de peixe e consumo aparente em milhdes de toneladas, o fornecimento de
alimentos per capita e a populagio em bilides. Adaptado de (FAO, 2020)

Segundo os dados da FAO, a aquacultura é responsavel por 46% da produgao total e 52% de
peixe para consumo humano. Em 2018, a China foi um dos maiores produtores de pescado a
nivel mundial, contabilizando uma producio global de peixe de 35%, seguido da Asia (com
exclusao da China) que teve uma producao significativa de 34%, depois pelas Américas com
uma producio de 14%, a Europa produziu 10%, a Africa produziu 7% e a Oceania 1%. A
producao total aumentou em todos os continentes nas ultimas décadas, com exceciao da
Europa em que a produgao diminuiu no final de 1980 e veio a recuperar lentamente nos
ultimos anos. Em Africa e na Asia a producio quase que dobrou nos ultimos 20 anos (Figura

3) (FAO, 2020).

A contribuicao da aquacultura mundial para a produgao de peixe atingiu 46,0% em 2018, um
aumento de 25,7% desde 2000 e de 29,7% no resto do mundo, excluindo a China, em
comparagao com os 12,7% desde 2000. Em relagio ao nivel regional, a aquacultura
representou 17,9% do total da producio de peixe na Africa, 17,0% na Europa, 15,7% nas
Américas e 12,7% na Oceinia. Na Asia, a participacio da aquacultura de producio de peixe,

excluindo a China, atingiu 42,0% em 2018 e a partir de 19,3% em 2000 (Figura 3) (FAO, 2020).
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De acordo com os resultados da Figura 3, a China é o maior produtor entre os anos de 2010
e 2018, seguido da Asia (excluindo a China), sendo que a maior produgio de peixe ocorreu
entre 2010 e 2018. Nas Américas, a maior produgao decorreu entre os anos de 1990 e 2009,
a Africa com maior produgio nos anos de 2010 e 2018, seguido da Oceédnia com baixas
produgoes entre os anos de 1950 a 1989, subindo um pouco nos anos de 1990 e 2018 (FAO,
2020).
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Figura 3. Contribuicao regional para a pesca mundial e produgao aquicola. Adaptado de (FAO, 2020)

Como se pode ver pela Figura 3, na China, ao contrario dos outros paises, a produgao em

aquacultura é maior do que nas capturas marinhas.

2.5 — Aquacultura na Europa e em Portugal

Em relagao as estatisticas oficiais mais recentes, em 2009 a aquacultura em relagao a UE

constitui cerca de 25% da produgao de peixes, moluscos e crustaceos, ficando o resto
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assegurado pela pesca. Na UE os principais produtores de peixe sao Reino Unido (salmao) e
a Grécia (dourada e robalo), enquanto que na produgao de moluscos temos a Espanha

(mexilhao), a Franga (ostra) e a Itdlia (améijoa cristd) (Comissao Europeia, 2012).

Em relagao ao crescimento elevado da produgao aquicola no mundo, o que aumentou desde
os anos 90, mais de 4 vezes, em particular na Asia, a Europa nio acompanhou esse
crescimento. Em 2011, a Europa representava cerca de 3,2% do volume da produgao da
aquacultura mundial. Porém, a produgao aquicola na Europa nao constitui uma alternativa, em
relagao a termos quantitativos, a produgao oriunda das capturas, a qual tem vindo a sofrer um

declinio duradouro (Agricultura e Dgrm, [s.d.]).

A UE apresenta uma produgao em aquacultura que ronda os 1,28 milhoes de toneladas, que
corresponde a uma percentagem de [,5%. Encontrando-se principalmente em 5 paises:
Espanha, Franga, Reino Unido, Itdlia e Grécia, portanto conjuntamente esses paises justificam
75% daquela produgao em valor e em peso. Enquanto que Portugal, em 201 | nao ultrapassa

2% do valor da produgao no contexto da UE (Agricultura e Dgrm, [s.d.]).

A localizagao geografica da costa continental portuguesa, na transgressao de duas importantes
sub-provincias oceanograficas do Norte atlantico, onde temos a subtropical e a
subtropical/subpolar, permite a existéncia de uma grande variedade de habitats. Por esse
motivo é considerada uma das zonas mais ricas biologicamente, sobretudo pelas qualidades

das suas aguas e pela variedade das espécies que existem nelas (Agricultura e Dgrm, [s.d.]).

Considerando as caracteristicas geograficas portuguesas, que estao sob influéncia de aguas do
mar Mediterraneo e de aguas do Oceano Atlantico, percebe-se que o potencial para a pratica
de aquacultura é alto, podendo assim apresentar capacidades para desenvolver cultura de

espécies com alto interesse comercial (Teixeira e Cunha, Da, 2016).

Tendo em conta as condigoes geomorfologicas da costa continental de Portugal e das ilhas
Atlanticas, incluindo as condi¢oes do mar nos meses de frio, nao sao das mais vantajosas para
instalarem unidades de aquacultura nos oceanos, recorrendo assim, obrigatoriamente a
recurso tecnoldgicos adaptadas as condices desse meio. E uma costa que esta muito visivel,
principalmente a costa Ocidental do Continente e do Norte das Ilhas Atlanticas, onde ha
poucos espagos naturais que possam defender as estruturas de aquacultura no mar aberto, de
modo que isso seja aproveitado para a instalagao de estabelecimentos de aquacultura exigira

a utilizagao de tecnologias inovadoras (Agricultura e Dgrm, [s.d.]).
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Contudo, mesmo com esse problema, a costa algarvia, a costa sul da Madeira, incluindo
lagunas, rias e alguns estuarios, para além de algumas baias mais resguardadas, reinem
condigoes razoaveis para a pratica da aquacultura em mar aberto, onde estao instaladas jaulas
flutuantes para peixes na Madeira e cabos em suspensao para cultivo de bivalves no Algarve
(Agricultura e Dgrm, [s.d.]). Em Portugal, a aquacultura é caracterizada por conter grandes
numeros de estabelecimentos de pequeno tamanho, como viveiros de bivalves em zonas

estuarinas ou de ria (Agricultura e Dgrm, [s.d.]).

Apesar da aquacultura ser um complemento muito importante das formas tradicionais de
abastecimento de pescado, em Portugal, até a data de hoje, ainda nao se tem uma alternativa

consistente ao pescado proveniente da atividade pesqueira (Agricultura e Dgrm, [s.d.]).

Em 2012, o valor de 10.317 toneladas foi devido a produgao em aquacultura, o que
corresponde a uma percentagem de 5,4% das descargas de pescado. Portugal tem um
decréscimo de descargas de pescado a nivel europeu, nao s6 por causa das limitagoes de
capturas, como no acesso a pesqueiros, sobretudo os externos, o que levou a sua redugao,
onde as descargas nos anos 90 em média foi de 247,2 mil toneladas por ano e houve uma
redugao nos primeiros 12 anos deste século para cerca de 210,3 mil toneladas (Figura 4)

(Agricultura e Dgrm, [s.d.]).

Anualmente, na Europa, sao consumidos cerca de 23 kg de produtos com origem aquatica,
sendo que um décimo destes produtos deriva da aquacultura, juntamente com os produtos
aquicolas importados, como os camaroes tropicais da Tailandia, Bangladeche e India, o salmao

que vem da Noruega, e o pangasius da Vietname (Comissao Europeia, 2012).
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Figura 4. Origem dos produtos de pesca em Portugal. Adaptado de (Agricultura e Dgrm, [s.d.])
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Portugal é um pais onde o consumo de pescado é muito elevado chegando a cerca de 56,7 kg
por habitante/ano, por esse motivo o pais tem a necessidade de fazer importagoes para
conseguir satisfazer o consumo nacional como se verifica na Figura 5. A produgao de
aquacultura em Portugal nao tem sido muito elevado, ou seja, tem sido insuficiente para
diminuir o saldo negativo da balanga comercial dos produtos de pesqueiros e a importagao
dos produtos nao sao suficientes para substituirem a produgao aquicola nacional, como por

exemplo o bacalhau e a pescada.

Mil toneladas

2000 2012
m Saldo B Exportagoes B Importagoes
Fonte: IRN/DGRM
Figura 5. Saldo externo dos produtos pesqueiros. Adaptado de (Agricultura e Dgrm, [s.d.])

Enquanto que o saldo externo negativo diminui ao longo dos anos de uma forma ligeira, de
-232,2 mil toneladas em 2000 para -220,9 mil toneladas em 2012, as importagoes de pescado
sofreram um aumento significativo de 302,8 mil toneladas para 395, mil toneladas e as
exportagoes aumentaram também de 70,6 mil toneladas para 174,2 mil toneladas (Figura 5)

(Agricultura e Dgrm, [s.d.]).

Em Portugal a producao aquicola aumentou desde o inicio dos anos 90, de 4.457 toneladas em
1990 para 10.317 toneladas em 2012, onde representou um valor de 54 milhoes de euros
(Tabela 4). No periodo de 1990-2012 houve um aumento da diversificagao da producao, no
ano de 1990 a producao era limitada para duas espécies: truta e améijoa e no ano de 2012
houve produgdes consideraveis de diversas espécies de peixes e bivalves, onde a producgao de
pregado se destaca com 4,4 mil toneladas, seguido da améijoa boa, com 2,3 mil toneladas

(Agricultura e Dgrm, [s.d.]).

Como se pode constatar na Figura 6, durante o periodo de 1990-2012 a produgao aquicola
nas aguas doces sofreu uma redugao em termos absolutos e relativos, em relagao as produgoes

provenientes de culturas nas aguas marinhas e salobras (Agricultura e Dgrm, [s.d.]).
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Tabela 4. Evolugao da produgao de aquacultura por meios de cultura. Adaptado de (Agricultura e

Dgrm, [s.d.])
Meio de cultura 1990 1995 2000 2005 2010 2012
Aguas doces
(Toneladas) 2,266 958 1,296 845 950 479
Agua marinhas e 2,191 4,081 6,240 5,850 7,063 9,839
salobras (Toneladas) ’ ’ ’ ) ) )

Fonte: INE/DGRM
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Figura 6. Produgio aquicola por meios de cultura. Adaptado de (Agricultura e Dgrm, [s.d.])

Em relagao ao regime de exploracao, a producao de aquacultura intensiva é exclusivamente

feita em aguas doces. Enquanto que, 39% do volume de produgao provém do regime extensivo

nas aguas marinhas e salobras, onde é cultivado sobretudo os bivalves. No regime semi-

intensivo temos
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producao de 10,7% e no regime intensivo, 49,4% (Figura 7).
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¢ao de aquacultura extensiva, intensiva e semi-intensiva em Portugal. Adaptado de

(Agricultura e Dgrm, [s.d.])
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2.6 — Bem-estar animal

De uma forma global, os animais aquaticos e os produtos de animais aquaticos sao uma das
principais fontes de proteina dietética. A produgao na aquacultura tem vindo a crescer de
forma significativa em relagao aos outros setores nos ultimos anos e vai continuar a crescer
nos proximos anos. S6 que, com a forte expansao da produgao da aquacultura mundial, essa
produgao intensiva tem causado problemas de saude e de bem-estar, o que mostra que, a
produgao em aquacultura pode nao atender as leis de protecao animal que estao estabelecidas
para proteger o bem-estar animal e que fogem de padroes éticos aceitaveis. Logo, nao estao
a priorizar o bem-estar animal, principalmente se houver faltas de recursos ou quando a
seguranga alimentar e os aspetos da saude humana do ponto de vista legislativos sao

priorizados (OIE, 2004).

Ha uma controvérsia entre alguns autores, onde se debatem se o peixe sente dor ou nao.
Segundo Rose (2004) é inaceitavel que o peixe possa sentir qualquer dor ou emogao, apesar
de exibir respostas a estimulos nocivos. E importante que as respostas ao stresse sejam
consideradas relevantes para o bem-estar do peixe, mas Rose continua a defender que como
o peixe nao tem consciéncia, ele nao sente dor e nao sofre. Com a auséncia de um neocortex
no peixe, que € um pré-requisito considerado para a consciéncia, conclui-se que o peixe nao
sente dor. Enquanto que outros autores mostraram que, quando ha administracao de

substancias nocivas, ha evidéncia de nocicepcao (percecao de estimulos agressivos) e

desconforto em peixe (OIE, 2004).

Como em outros animais também podem ser observados comportamentos em relagao a
doengas ou stresse em peixe. Embora diferentes espécies de peixe possam demonstrar
diferentes comportamentos em relagao a alteragcoes na capacidade de nadar, mudanga na
frequéncia respiratoria e na absorc¢ao de alimentos, isso significa que esses comportamentos

afetam o bem-estar do peixe (OIE, 2004).

Em relagao ao impacto ambiental, os requisitos e exigéncias ambientais para o bem-estar e
desempenhos ideais para todas as espécies de peixe em viveiro niao siao totalmente
conhecidos, o que implica que cada espécie tem o seu critério, logo o que é bom para um nao

é favoravel para outro (OIE, 2004).

A circulagao da agua dentro dos tanques é muito importante porque a sua diminui¢ao pode
provocar agressoes em peixe, causar crescimento heterogéneo e ficam mais suscetiveis a

doengas. E complexa a relagao entre o meio ambiente, a doencga e o bem-estar, mas é quase
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certa de que a ma qualidade da dgua pode provocar perturbagoes no peixe devido a problemas

agudas ou stresse cronico (OIE, 2004).

A nutrigao do peixe em piscicultura é muito importante. O peixe produzido na aquacultura
depende de dietas formuladas, e quando essas dietas nio correspondem as necessidades
nutritivas do peixe pode ocorrer desnutrigao. Portanto, tem de se realgcar que o uso ético e
adequado de diferentes tipos de matéria-prima alimentar é indispensavel, ou seja, a dieta
adequada para cada espécie de peixe € muito relevante para o bem-estar do peixe, evitando

assim problemas de saude futuros (OIE, 2004).

2.7 - Produtos utilizados na aquacultura

Geralmente a aquacultura, e em especifico a piscicultura sofrem significativamente com efeitos
da bioconstrugao. Por esse motivo a industria da aquacultura utiliza diversos tipos de
substancias tais como: detergentes, anti incrustantes e produtos quimicos. Estes produtos
quimicos sao essenciais para a aquacultura porque ajudam a aumentar e a controlar a produgao
de sementes nas incubadoras, aumentar a eficiéncia alimentar, melhorar as taxas de
sobrevivéncia, controle de patogéneos e doengas e redugao do stresse no transporte

(Guardiola et al., 2012).

Apesar dos seus efeitos benéficos na aquacultura, estas substancias podem causar danos
potenciais nos organismos e a saude aquatica, visto que, esses produtos sao ingeridos pelo
peixe e crustaceo podendo inclusive promover problemas de saide nos consumidores desses
alimentos. Tanto os produtos quimicos, como os metais pesados podem prejudicar o meio
ambiente, logo os responsaveis pela utilizagao destes produtos podem desempenhar um papel
importante na disseminagao dos mesmos. Esta utilizagdo pode aumentar o risco para a saude
animal e humana nomeadamente devido a emergéncia de resisténcias bacterianas promovidas

pela utilizagao de antibidticos e metais pesados (Guardiola et al., 2012).

O uso de imunoestimulantes na aquacultura para prevenir doengas € um novo
desenvolvimento promissor. Os imunoestimulantes sao um grupo de compostos sintéticos e
biolégicos que aumentam a defesa dos mecanismos nao especificos nos animais, conferindo
uma protegao generalizada maior e mais eficaz contra os virus, bactérias, fungos e parasitas.
Porém, esta protecao € muito importante para o peixe que é criado em ambientes onde a
natureza do patogéneo é desconhecida pois aceleram o amadurecimento de imunidade nao

especificas e especificas em animais jovens que sao mais suscetiveis (Bairwa et al., 2002).
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Uma variedade de substancias tem efeitos imunoestimuladores e sao derivados microbianos,
plantas ou extratos de animais, vitaminas, hormonas e produtos quimicos sintéticos. Mas,
particularmente os extratos de ervas e produtos de origem animal sao mais utilizados como
imunoestimulantes em piscicultura, pois, podem ser adquiridos com muita facilidade, sao
pouco dispendiosos e agem contra um amplo espetro de patogéneos, e podem ser
administrados por via oral, que € um método muito conveniente de imunoestimulagao (Bairwa

et al., 2002).

2.7.1 - O verde de malaquite

Com o aumento da produgao aquicola mundial foi necessario recorrer a alguns métodos para
combater doengas/infe¢oes no peixe. Por exemplo os antibioticos, que sao utilizados na
aquacultura como medidas terapéuticas. O uso inapropriado dos antibidticos podem causar a
resisténcia aos antibidticos, problemas no bem-estar animal e consequentemente nos

consumidores de peixe (Aly e Albutti, 2014).

Apesar de as doengas bacterianas serem em algumas situagoes controladas por manutengao
de uma boa higiene e vacinagao, porém, a terapéutica antimicrobiana permanece de grande
importancia para o tratamento, e em alguns casos para a preven¢ao de algumas doengas

bacterianas (Aly e Albutti, 2014).

Quando se faz o uso apropriado dos antibioticos, reduzindo o risco de resisténcia
antimicrobianas, estes aceleram a recuperagao e curam animais doentes, melhoram o bem-
estar dos animais tratados e reduz a disseminagao da infegao para outros animais, e em caso

de doenga zoonotica para os humanos (Aly e Albutti, 2014).

A resisténcia aos antibioticos e possiveis falhas nos tratamentos em animais de produgao
estao-se a tornar numa preocupagao de crescimento rapido envolvendo diversas industrias
agricolas e espécies, porém na industria da aquacultura, o problema nao é diferente, onde o
problema da resisténcia antimicrobiana tem sido relatado em ambientes de agua doce e

marinhos (Aly e Albutti, 2014).

O VM é um corante trifenilmetano que tem um amplo espetro de atividades fungicas e
ectoparasiticida, que é utilizado como um composto eficaz no tratamento de infe¢oes externas
por fungos e protozoarios em peixe (Mitrowska e Posyniak, 2004). No entanto, foi relatado
que o VM e seu metabolito VLM sio teratogénicos, carcinogénicos e mutagénicos para os

humanos, tendo sido listado como um farmaco proibido para a aquacultura em varios paises
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(Li etal,2017). O VM é um corante de facil acesso, pouco dispendioso e é conhecido pela sua
eficiéncia na prevencao e tratamento de infegoes em peixe e a sua aplicagdo tem sido efetuada

no mundo inteiro (Li et al,, 2017).

Os corantes trifenilmetano sao um grupo de corantes organicos muito utilizados na industria

para tingir |3, seda, nailon, couro e papel (Oplatowska et al., 201 |).

2.7.1.1 — Legislagao

Segundo a EFSA (2016), o VM é utilizado em todo o mundo como agente terapéutico em
aquacultura, mas nao € autorizado na produgao de alimentos e derivados de animais destinados
ao consumo humano na UE. Por esse motivo, é preciso fazer uma vigilancia continuada do
peixe, crustaceo e produtos de peixe, visto que, ja foram encontrados residuos do VM e de
seu metabdlito VLM nos produtos de aquacultura em programas de vigilancia nos Estados-

Membros da UE (EFSA, 2016a).

Na Tabela 5, é indicada o LMDR que foi estabelecido para controlar o VM e o VLM em
produtos de aquacultura, onde o LMDR é usado como ponto de referéncia para agao (RPA),

que tem de ser baixo o suficiente para que nao cause problemas na saide dos consumidores

(EFSA, 2016b).

O LMDR é o conteudo minimo de um analito a analisar numa amostra, que pelo menos deve
ser detetado e confirmado e tem como objetivo harmonizar o desempenho analitico de
métodos em relagao as substancias para as quais nao tem estabelecido um limite permitido
(EFSA, 2013). Os LMDRs foram adotados como padrao de desempenho garantindo o controle
efetivo da legislagao Comunitdria ao testar amostras para a presenca de certas substancias nao
permitidas. Porém, os LMDRs correspondem ao limite médio acima do qual a dete¢ao de uma
substancia ou de residuos podem ser interpretados como metodologicamente significativos

(EFSA, 2013).

Tabela 5. LMDR estabelecido para controlar o VM e VLM. Adaptado de (EFSA, 2016b)

Substanaa' elou Matrizes LMDR
metabolito

Somatério de verde de
) Carne dos produtos de
malaquite e de verde de 2 uglkg

i aquacultura
leucomalaquite
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2.7.1.2 — Caracteristicas fisicas e quimicas

O VM e o seu metabolito VLM sao idénticos na sua formula molecular, onde o VM tem o
mesmo numero de carbono (23) que o VLM, diferenciam-se apenas em um atomo de
hidrogénio, ficando o VM com 25 e o VLM com 26, mantendo o mesmo numero de Azoto
tanto no VM como no VLM. O peso molecular tem uma ligeira diferenga entre o VM e VLM,
de 329,45 g/mol para 330,47 g/mol. Quanto ao ponto de fusao é aproximadamente 159 °C
para o VM e aproximadamente 100-102 °C para o VLM. O VM é soluvel em aguaa 110 g/l e
o VLM ¢ ligeiramente soluvel em agua. Na Figura 8 e 9 esta representado as formulas
estruturais do VM e do VLM. Na Tabela 6, esta referenciado os usos legais e ilegais do VM em

diversos setores da industria (BfR, 2008).

Nome comum: Verde de malaquite
Nome quimico (IUPAC): 4 - [(4-dimetilaminofenil) — fenil-metil] — N, N-dimetil-anilina
Férmula molecular: C,;H,sN,
Peso molecular: 329,45 g/mol
Ponto de fusdo: ~ 159 °C (forma de oxalato)
Solubilidade em agua e solventes organicos: | 10g/| H,O (24 °C)
pKa: 6.9
Formula estrutural:
GHs

2y

Hzc..—'—"N

+
—M
HaC "“‘C:H‘3

Figura 8. Estrutura quimica do VM. Adaptado de (BfR, 2008)

Quimicamente o VM ¢ utilizado como um corante de trifenilmetano (C23H26N20, CI
42.000). E verde escuro, sélido e cristalino e é preparado por condensagio de uma parte de
benzaldeido com duas partes de diemetilanilina na presenga de acido sulfurico concentrado

ou cloreto de zinco (Srivastava, Sinha e Roy, 2004e).
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Tabela 6. Usos legais e ilegais do VM. Adaptado de (BfR, 2008)

- Medicamento veterinario em aquacultura em peixes ornamentais.

- Corante em produtos de consumo: seda, couro e papel.

Usos legais (ndo proibidos) Mancha biologica

- Ganho médio para detetar sangue latente na medicina legal.

- Medicamento veterinario em aquacultura em peixes de consumo

Usos ilegais humano.
- Corante em alimentos: doce.

Nome comum: Verde de leucomalaquite

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

Férmula molecular: C,;H, N,

Peso molecular: 330,47 g/mol

Ponto de fusdao: ~100-102 °C

Solubilidade em agua e solventes organicos: ligeiramente sollvel em agua
pKa: nao tem

Formula estrutural:

—MN
HSC ""C H:].

Figura 9. Estrutura quimica do VLM. Adaptado de (BfR, 2008)

2.7.1.3 — Metabolizagao e distribuicao do VM em peixe

O VM ¢é utilizado para tratar e prevenir doencas infeciosas por fungos e parasitas, é reduzido
a VLM e acumula-se nos tecidos do peixe exposto (Srivastava, Sinha e Roy, 2004). O VM
armazena-se no figado, no musculo, no soro, pele e visceras do peixe (Srivastava, Sinha e Roy,
2004). Segundo Alderman (1992) o VM é absorvido por todos os peixes e a acumulagao de

residuos no peixe é consideravel e o do corante é muito persistente (Srivastava, Sinha e Roy,

2004).
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2.7.1.4 — Toxicidade do VM em peixe

O VM é muito persistente no ambiente e toxico para uma ampla gama de animais aquaticos e
terrestres. As observagoes clinicas e experimentais relatadas até agora revelam que o VM é
toxico para multiplos orgaos. Diminui a ingestao de alimentos, taxas de crescimento e
fertilidade; causa danos no figado, bago, rins e coragao; inflige lesoes na pele, olhos, pulmoes

e ossos (Srivastava, Sinha e Roy, 2004).

O VM tem sido utilizada de uma forma alargada como fungicida e ectoparasiticida na
aquacultura em todo mundo desde 1936. A sua utilizagao é para prevenir o crescimento
excessivo de fungos em peixe e ovos de peixe, como profilaxia e terapia pos-infegao

(Srivastava, Sinha e Roy, 2004).

Foram feitos alguns estudos e estimados valores da concentragao letal para 50% da populagao
(LC50) em peixe. Estes dados mostram-nos a influéncia de varios fatores, como a dureza, o
pH, a temperatura, o oxigénio dissolvido da agua e o tempo de exposi¢ao, na toxicidade em
diferentes espécies de peixe (Srivastava, Sinha e Roy, 2004). Um estudo feito por Bills et al.
(1977) sobre os valores de LC50 do VM em peixe adulto e alevinos de muitas espécies,
verificou os efeitos do tempo de exposicao, da temperatura e do pH em relagao a toxicidade
desse corante, onde mostra que a toxicidade de VM aumenta com o aumento da temperatura.
Estudos feitos por Srivastava et al. (1995a) detetaram alteragoes nos valores de LC50 do VM

em peixe-gato de agua doce e afirmou que a toxicidade aumenta com o tempo de exposicao

(Tabela 7) (Srivastava, Sinha e Roy, 2004).

Varios estudos feitos em relagao ao VM, mostraram que este corante tem uma toxicidade
elevada para o peixe de agua doce, tanto para exposi¢coes agudas como para exposigoes
cronicas (Srivastava, Sinha e Roy, 2004). Na truta arco-iris foi utilizado o VM para tratamento
e foi descrito que é carcinogénico, mutagénico, provoca fraturas cromossomicas,
teratogenicidade e reduz a fertilidade (Srivastava, Sinha e Roy, 2004). O VM atua também na
parte respiratéria do peixe (como por exemplo a truta arco-iris e tilapia do nilo) causando

desconforto respiratorio (Srivastava, Sinha e Roy, 2004).
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Tabela 7. Valores de LC50 do VM em muitas espécies de peixe. Adaptado de (Srivastava, Sinha e Roy,

2004)
Peixe LC50 pH Temperatura | Tempo (h)
(mg/l) (°©)
De Bills et al. (1977)
Peixe adulto de branquia azul do sol (lepormis 2,0 8,0 12 3
macrochirus) 7.430 6.5 12 3
2,19 7,5 12 6
Peixes alevinos™
Peixe-gato-do-canal (Ictarulus punctatus) 0,238 7.5 22 6
0,960 75 12 6
0,4 75 22 6
0,519 9,5 12 6
1,72 8,0 12 6
1,3 8,0 12 6
0,286 8,0 12 24
Truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) 1,4 7,5 12 3
2,35 8,0 12
6,8 8,0 12 6
Robalo (Micropterus dolomieui) 0,154 75 12 24
0,0453 7,5 12 96
Micropterus salmoides 0,282 7,5 12 24
0,0728 7,5 12 96
Salmao coho (Oncorhinchus kisutch) 3,0 75 12 6
0,569 75 12 24
0,383 7,5 12 96
Salmao do Atlantico (Salmo solar) 3,560 75 12 3
1,090 75 12 6
0,497 75 12 24
0,283 75 12 96
Truta (Salmo truta) 1,730 7,5 12 3
1,270 75 12 6
0,352 75 12 24
0,237 75 12 96
Camarao de 4agua doce (Palaemonetes 9,1 7.5 16 24
kadiakensis) 1,9 7,5 16 96
De Srivasta et al (1995a)
Peixe-gato de agua doce (Heteropneustes fossilis) 5,60 7.7 22 24
1,40 7.7 2 48
1,25 7,7 22 72
1,0 7,7 22 96

“*Os peixes juvenis comecam como ovos que eclod

em em larvas, depois desenvolvem escamas e barbatanas de
trabalho. A transi¢ao para um peixe juvenil é completa e designa-se de alevinos”.
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2.7.1.5 — Toxicidade do VM e do VLM nos humanos

O uso do VM em aquacultura é problematico por ser um composto que apresenta sérios
riscos para a saude dos consumidores de peixe que foram tratados com esse composto
(Stammati et al., 2005c). O VM e o VLM podem ser carcinogénico e genotoxico para o homem

(Stammati et al., 2005d).

O painel de peritos em contaminantes da EFSA (CONTAM) calculou a hipotética exposicao
alimentar cronica humana utilizando o valor de ponto de referéncia para agao (RPA) de 2
pg/kg para todos os tipos de peixe, produtos de peixe e crustaceo (excluindo moluscos
aquaticos) e os resultados estao apresentados na Tabela 8. Todas as referéncias a “exposicao
dietética” nao sao baseadas em dados de ocorréncia real, mas referem-se a exposicao

alimentar cronica hipotética com base no valor de RPA (EFSA, 2016).

A exposigao alimentar média e a exposigao alimentar para o percentil 95 (P95) de VM e VLM
foram calculadas separadamente para cada pesquisa e faixa etaria, utilizando os dados de

consumo registados no banco de dados (EFSA, 2016).

No grupo de bebés, a mediana da exposicao dietética ao VM e VLM para consumidores médios
foi de 0,4 ng/kg de peso corporal (pc)/dia. Para o grupo das criangas pequenas, foi de 1,2 ng/kg
de pc /dia. A exposicao dietética para grandes consumidores variou de 1,4 ng/kg de pc /dia no
grupo dos bebés a 5,5 ng/kg de pc /dia no grupo das criangas pequenas. A exposi¢ao alimentar
maxima para os consumidores médios foi observada no grupo de criangas, embora a exposicao
alimentar maxima para consumidores elevados tenha sido observado em outro grupo de

criancas (EFSA, 2016).

Ainda foi observado através do painel CONTAM, que para o outro grupo de criangas, a
diferenga entre o maximo e a mediana e para a exposicao dietética de percentil 95 ¢é
substancial, visto que, leva-se em consideragao os diferentes niveis de consumo de peixe e
produtos de pesca entre as duas faixas etdrias, bem como a faixa etaria de cada uma delas. No
grupo de criancas pequenas, entre os |2 meses e 36 meses de idade, nao ha grande diferenga
entre o consumo na média e no percentil 95, pois o consumo de peixe e produtos de peixe é
relativamente baixo na faixa etaria coberta por este grupo. O grupo de criangas cobre uma
faixa etdria mais ampla, entre os 36 meses e os |10 anos, e € por isso que diferentes niveis de
consumo de peixe e produtos de peixe podem ocorrer, por exemplo, em uma crianga de 3 a

9 anos de idade. (EFSA, 2016).

Os RPAs devem ser baixos o suficiente para excluir riscos a sallde dos consumidores. O
parecer cientifico da EFSA, identificou uma abordagem para estabelecer RPAs para varias
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categorias de substancias farmacologicamente ativas nao permitidas. Assumindo que os
residuos de VM e VLM estariam presentes apenas em peixe e crustaceo, esta orientagao levaria
a um chamado limite de quantificagao baseado em toxicologia (TB LOQ) de 0,15 ou 0,30 pg/kg
de alimento (criangas ou adultos respetivamente) como base para o estabelecimento de um
RPA. Este TB LOQ esta abaixo do RPA atual de 2 pg/kg e abaixo dos limites de quantificagao
(LOQs) que sao atualmente alcangaveis por métodos analiticos usados na monitorizagao de
rotina. Uma avaliagao de risco especifica é necessaria e a CE pediu a EFSA para avaliar se o
RPA existente de 2 pg/kg para o volume de VM e VLM é adequado para proteger a saude
publica (EFSA, 2016).

Para humanos, houve um caso de metahemoglobinemia em uma menina de 3 anos apds uma
exposigao aguda a VM (cerca de 2,6 pg/kg de pc) através de um produto de peixe de aquario

contendo 0,075% de VM (EFSA, 2016).

O painel CONTAM selecionou o limite de confianga de 95% para uma resposta de 5% de risco
extra (BMDLO5) de 6 pg/kg de pc/dia como um ponto de referéncia para os efeitos de VM e
VLM em individuos nao neoplasticos (EFSA, 2016).

Devido aos dados de ocorréncia limitados para VM e VLM, nenhuma avaliagao de exposicao
humana confiavel pode ser realizada e portanto, o painel CONTAM nao pode caracterizar o

risco (EFSA, 2016).

O painel CONTAM avaliou se um RPA de 2 pg/kg para a soma de VM e o VLM ¢ adequado
para proteger a salde publica. Para o consumidor médio, a mediana da exposi¢ao alimentar
cronica hipotética a VM e VLM em pesquisas dietéticas resultaria em margens de exposicao
(MOEs) para efeitos neoplasticos de cerca de |, x 107 para criangas e 2,2 x 10’ para adultos
e em MOEs para efeito nio neoplasticos de cerca de 40,8 x 10° para criangas e 9,7 x 10° para
adultos. Foi considerado que esses MOEs para efeito neoplasticos e nao neoplasticos sao
suficientemente grandes e nao indicam um problema de saude, ou seja, o painel CONTAM
concluiu que é improvavel que a exposi¢ao a alimentos contaminados com VM e VLM em ou

abaixo do RPA de 2 pg/kg represente um problema a satide (EFSA, 2016).
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Tabela 8. Estatisticas resumidas® para a exposigao alimentar cronica hipotética (ng/kg pc/dia) de VM
e VLM realizado de acordo com a classe de idade®. Adaptado de (EFSA, 2016)

N Exposicdo dietética cronica hipotética
. . L. umero de
Classe de idade (faixa etaria) )
pesquisa Minimo Mediana Maximo

Médias
Bebés (< de 12 meses de idade) 6 0,1 0,4 I
Criangas (2 12 meses a < 36 meses

. 10 0,5 1,2 5,0
de idade)
Outras criangas (2 36 mesesa < 10

. 18 0,3 1,1 2,7

anos de idade)
Ad p <

?Iescentes (2 10 anos a < 18 anos 17 02 06 5
de idade)
Adul > <
/ ultos (= 18 anos a < 65 anos de 17 02 06 19
idade)
Idosos (2 65 anos a < 75 anos de
. 14 0,1 0,7 1,9
idade)
Muito idosos (2 75 anos de idade) 12 0,1 0,7 1,8
Percentil 95
Bebés (< de 12 meses de idade) 5 0,0 1,4 58
Criangas (2 12 meses a < 36 meses de
: 7 33 55 6,2
idade)
Outras criangas (= 36 meses a < 10

. 18 23 4,7 91

anos de idade)
Adolescentes (= 10 anos a < 18 anos

. 17 1,6 2,7 57
de idade)

= <

Adultos (2 18 anos a < 65 anos de 17 L6 30 49
idade)
Idosos (2 65 anos a < 75 anos de
. 14 1,2 2,9 52
idade)
Muitos idosos (2 75 anos de idade) 9 I 2,7 3,6

Legenda - pc: peso corporal

Para evitar a impressao de que uma precisdo muito alta esta sendo utilizada, os nimeros de todas as estimativas de exposicao
foram arredondados para dois valores.

(a): sdo apresentados os valores minimo, mediano e maximo da exposicdo média e do percentil 95 em inquéritos alimentares
em paises europeus.

(b): Este cenario contém todos os tipos de peixe, produtos de peixe e crusticeo (exceto moluscos aquaticos) que estio
contaminados com VM e VLM em uma concentracao igual ao ponto de referéncia para agio de 2 ug/kg.

(c): As estimativas do percentil 95 obtidas em pesquisas dietéticas / classe de idade com menos de 60 observagées podem
ndo ser estatisticamente robustas (EFSA, 201 |a), portanto nio estio incluidas nesta tabela.

(d): O minimo mais baixo para a exposigdo do percentil 95 em comparagdo com o minimo para a exposi¢do média é devido
a um nimero muito baixo de bebés (<5%) consumindo uma grande quantidade de peixe em uma pesquisa, resultando que, a
média seja mais alta que o percentil 95 nessa pesquisa.
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2.7.1.6 — Ocorréncia do VM em tecido de peixe na UE e em outros paises

Podem ser utilizados alguns métodos descritos para a determinagao de VM e VLM em uma
variedade de matrizes, como a cromatografia liquida com dete¢ao UV-Vis ou detegao
eletroquimica, mas alguns novos procedimentos analiticos utilizam a detegao por

espectrometria de massa para confirmagao de resultados (Mitrowska e Posyniak, 2004).

O Sistema Europeu de Alerta Rapida para Alimentos e Ragoes (RASFF) regista todos os anos
notificagoes sobre a presenga de VM e VLM em peixe de aquacultura para consumo humano.
Em geral, os peixes contaminados sao a truta, o salmao, a bagre, a enguia e o pangasius
provenientes principalmente da China, Tailandia, Indonésia e Vietname (Oplatowska et dl,

2011).

Residuos de VM e de VLM foram detetados em produtos de aquacultura através de programas
de monitorizagao dos Estados Membros da UE. Para realizar os testes do VM e do VLM em
alimentos de origem animal foi necessario realizar amostragem de alimentos e de materiais
relacionados, seguindo o contexto dos planos nacionais de monitorizagao de residuos
conforme a Diretiva do Conselho 96/23/CE e utilizando as metodologias analiticas seguindo

os critérios da Decisao da Comissao 2002/657/CE para métodos de triagem e confirmagao

(EFSA, 2016).

Segundo os planos nacionais de monitorizagao de residuos, entre os anos 2002 e 2014, foram
analisadas 21.000 amostras provenientes da aquacultura (variando de pelo menos 860 a 2600
por ano) para determinar se ha presenga do VM e do VLM em todos os Estados membros e
na Noruega. Foram relatadas 548 (2,6%) amostras nao-conformes para VM e VLM. As
amostras nao-conformes foram distribuidas ao longo dos anos, como se vé na Figura 10. O

maior nimero de amostras nao-conforme (que contém VM ou VLM) foi relatada em 2006

(EFSA, 2016).
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Figura 10. Numero de resultados nido-conformes para VM e VLM em produtos de aquacultura entre os anos
de 2002 e 2014. Adaptado de (EFSA, 2016)

Segundo o banco de dados do RASFF, foram relatadas 135 notificagoes de eventos do VM e
do VLM em produtos alimenticios entre os anos de 2002 e 2014, como se vé na Figura | |. As
categorias de produtos incluidos nesses relatos foram peixe e produtos de peixe, crustaceo e
produtos de crustaceo, peixe de cultivo e produtos derivados (exceto crustaceos e moluscos).

Foram relatados 50 notificagoes em 2005, o maior numero relatado (EFSA, 2016).

60
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Ndmero de eventos de notificacdo

Ano

Figura I I. Nimero de eventos de notificagao no RASFF do VM e VLM em peixes e produtos de peixe entre os
anos de 2002 e 2014. Adaptado de (EFSA, 2016)

Ao longo dos anos e em varios paises do mundo, foram realizados estudos para detetar

residuos do VM e do VLM em peixe de aquacultura (Tabela 9).
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Na Crodcia, um total de 72 amostras de tecidos musculares foram analisadas durante um
periodo de trés anos (2009 e 201 1) para detetar a presenga de residuos de VM, 42 carpas
(Cyprinus carpio) e 30 trutas arco-iris (Oncorhynchus mykiss) de pisciculturas. Foi detetado o VM

em |3 amostras, mas em concentragoes abaixo de LMDR de 2 pg/kg.

Em Italia em 2013, analisaram |5 amostras de robalo e |5 amostras de dourada e foram
detetadas concentragoes até |,2| pg/kg, com uma concentragao média de 0,48 ug/kg (EFSA,
2016).

Na Holanda, em 2003 analisaram 18 amostras de trutas, |0 amostras de enguias e 20 amostras
de salmao para presenca de residuos do VM e VLM. Foi detetado VLM em 72% (I3) das
amostras de trutas com concentragoes entre |,3 e 14,9 pg/kg. Em 50% (5) amostras de enguia
verificaram-se concentragoes de [,5 a 9,7 pglkg e em 15% (3) amostras de salmao com

concentragoes de 0,2 a 2,9 pg/kg (EFSA, 2016).

Na Alemanha, em 2008 analisaram 45 amostras de enguias e foi encontrado residuos de VM

em 56% (25) amostras com concentragoes de 0,053 a 0,765 pg/kg (EFSA, 2016).

Na Bélgica, em 2000 e 2009 analisaram 91 amostras de enguias europeias e | amostra de
enguia, onde o VM e VLM foram detetados em 74,8% e 25% das amostras com concentragoes

de 9,61 e 0,96 pg/kg e concentragoes médias de 0,56 e 0,07 pg/kg (EFSA, 2016).

No Irao, em 201 | foram testadas 144 amostras de truta arco-iris para analisar a presenga de
VM e VLM. Foram encontrados residuos de VM e VLM em 49% das amostras com
concentragoes de 0,3 a 146, pg/kg e em 33% das amostras o nivel igual ou superior ao LMDR

(EFSA, 2016).

Na Australia, foram analisadas 60 amostras de peixes de criagao locais e importados e foi
detetado VLM em 10 amostras e VM em 2 amostras. A concentracao mais alta detetada de

VLM foi de 880 pg/kg em peixes importados do Vietname (EFSA, 2016).

No Reino Unido, de 2001 a 2010, foram encontrados niveis de residuos do VM e VLM em
amostras de peixes (Bilandzi¢ et al, 2012f). Em 2001, em 99 amostras testadas de salmao e
trutas de aquacultura foram encontradas |6 amostras com residuos do VM e VLM. Em 2002,
em 141 amostras testadas de salmao e truta de aquacultura foram encontradas |4 amostras
com residuos de VM e VLM, enquanto que em 2003, em |68 amostras testadas de salmao e
truta de aquacultura foram encontradas 7 amostras com residuos de VM e VLM, as

concentragoes nao foram fornecidas (Bilandzi¢ et al., 2012g).
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Devido a toxicidade do VM e do VLM no homem o seu uso foi proibido em diversos paises,
mas ainda continua a ser utilizado, nomeadamente, por ter um custo baixo, por ter uma boa

disponibilidade e por ser eficaz (Stammati et al.,, 2005e).

Mesmo sendo proibido a comercializagdo do VM na medicina veterinaria na UE, os seus
residuos foram encontrados em quase todos os paises. Por esse motivo, a vigilancia do peixe
e produtos de pesca deve ser apertada, especialmente para o peixe e produtos de pescados

provenientes da Asia (Bilandzi¢ et al.,, 2012).

Tabela 9. Ocorréncia do VM e VLM em peixe de aquacultura. Adaptado de (Bilandzi¢ et al., 2012) e
(EFSA, 2016)

Espécie Ano de | Pais de Nimero | Percentagem | Intervalo das Média das Referéncia
de peixe | estudo | origem de (%) de concentragdes | concentragdes | bibliografica
amostras | contaminagio
Carpas e | 2009 - Croci 7 18,1% (13) 0.1 203 ug/ 0931 ugll (Bilandzi¢ et
roacia ,I a0, )
Trutas 2011 hg/ke he/ke al, 2012)
Robalos 2013 Ital > N Até 1,21 pglk 0,48 ug/kg (EFSA,
talia té 1,21 p ,48 |
Douradas I5 Nf e & 2016)
1,3al4,9
Trutas 18 72% (13) g Nf (EFSA
Mg J
2003 Holanda
Enguias 0 50% (5) 1,5a9,7 pglkg Nf 2016)
Salmao 20 15% (3) 0,2 22,9 uglkg Nf
Enguias 0,053 a2 0,765 (EFSA,
2008 | Alemanha 45 55,6% (25) Nf
Silvestres pg/kg 2016)
Enguias
2000 - 91 74,8% 9,61 pglkg 0,56 pg/kg (EFSA,
selvagens Bélgica
2009 2016)
Enguia I 25% 0,96 pg/kg 0,07 pg/kg
Trutas 0,3 a 46,1 (EFSA,
2011 Irdo 144 49% Nf
arco-iris ug/kg 2016)
2001 99 16,2% (16) Nf Nf
Salmao e Reino (Bilandzi¢ et
2002 141 9,92% (14) Nf Nf
Trutas Unido al, 2012)
2003 168 4,2% (7) Nf Nf

Nf — Nao fornecido
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2.8 — Metodologias analiticas para determinagao de VM e de VLM

A proibicao do uso do VM em peixe estimulou o desenvolvimento de um programa de
controle que exige um método analitico robusto e confidvel para a determinagao de residuos

de VM e seu metabolito VLM nos tecidos de peixe (Mitrowska e Posyniak, 2004).

Geralmente os métodos utilizados para a detegao do VM em produtos aquaticos sao a
cromatografia liquida de alto desempenho (LC), cromatografia liquida de alto desempenho-
espectrometria de massa (LC-MS). Estas metodologias apresentam algumas desvantagens
como instrumentos caros, demoradas e operagoes complicadas (pré-tratamento de amostra
complexa). Para a detecao do VM e do VLM em amostras do tecido de peixe e agua deve-se
estabelecer um método rapido, especifico e preciso, como o método de ELISA. Esta
metodologia pode ser utilizada para detetar o VM em ragoes, peixe e agua para aquacultura

(Li et al,, 2017).

2.8.1 — Metodologia de ELISA

Uma vez que o uso de antimicrobianos na aquacultura ainda é amplamente utilizada residuos
nao regulamentados, principalmente em produtos provenientes de paises asidticos e sul-
americanos, podem ser encontrados em alimentos para animais e peixe. Portanto, o ELISA é
um método pratico, sensivel e especifico para fins de vigilancia e este tipo de metodologia

carece de confirmagao dos resultados, muitas vezes por LC/MS (Oliveri Conti et al., 2015).

O ELISA é um método comumente usado para a detegao de residuos de farmacos, pesticidas,
toxinas bioldgicas e patogéneos, incluindo o VM em alimentos devido a alta sensibilidade
inerente, simplificacdo, produz resultados rapidamente e de baixo custo. No entanto, este
método tem algumas desvantagens em relagao ao anticorpo bioldgico exigidos no ELISA, como
o longo periodo de preparagao (processo de preparagio complexo), instabilidade e a

impossibilidade de reutilizagao (Li et al., 2017).

O método de ELISA utiliza um antigeno que esta ligado a uma fase sélida, onde se utiliza tubos
e microplacas de poliestireno rigido, polivinilo e polipropileno. As microplacas utilizadas
devem ser capazes de adsorver adequadamente o antigeno e o anticorpo, mas nao pode

adsorver os componentes das outras fases (Aydin, 2015).

Os métodos de imunoensaio enzimatico sao considerados como homogéneos e
heterogéneos. Nos métodos de imunoensaio enzimatico homogéneo, as enzimas tornam-se

inativadas quando se ligam ao anticorpo e, portanto, nao ha uma etapa (lavagem) em que o
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antigeno seja separado do meio. Porém, é geralmente utilizado para medir pequenas
quantidades de substancias, como farmacos e € um método caro e de baixa sensibilidade, mas

com uma vantagem na sua facilidade de uso (Aydin, 2015).

Enquanto que, nos métodos de imunoensaio enzimatico heterogéneo sao mais comumente
usados por serem mais sensiveis que o homogéneo. Neste método, a fim de evitar a
interferéncia de qualquer molécula no meio com ele apos a ligagao do antigeno e do anticorpo,
o complexo antigeno-anticorpo é ligado as paredes dos tubos de experimento e qualquer
interferéncia que nao seja o complexo é removido do meio através de procedimentos de
lavagem, o que quer dizer que nestes métodos € essencial ter uma etapa de lavagem para

separar o antigeno ligado do antigeno livre apos a interagao antigeno-anticorpo (Aydin, 2015).

ELISA é uma técnica de imunoensaio heterogénea utilizada para detetar anticorpos especificos
e antigenos soluveis. Visto que, as estruturas e as caracteristicas das substancias a serem
medidas nao sao sempre as mesmas foi preciso desenvolver uma variedade de tipos de ELISA

para aumentar a especificidade da medigao (Aydin, 2015).

Foram desenvolvidas muitas técnicas de cromatografia liquida para a detegao de trifenilmetano
em produtos do mar, onde podemos analisar o VM e o VLM separadamente ou como VM

total apos a conversao da forma leuco a cromatica por oxidagao. (Oplatowska et al., 201 1).

A espectrometria de massa, os detetores UV/vis e fluorescentes sao amplamente utilizada
como tecnologia de confirmagao e detecao. O ELISA pode ser uma alternativa aos métodos
cromatograficos, principalmente para a triagem de grande nimero de amostras, devido a sua

rapidez, sensibilidade e especificidade (Oplatowska et al., 201 1).

2.9 — Comparagao entre metodologias analiticas

Foram propostas muitas estratégias sofisticadas para a detegcao do VM, como os métodos
baseados em cromatografia, métodos baseados em espectroscopia de massa, métodos
baseados em imunidade ligada a enzimas e métodos baseados em espectroscopia. Porém os
métodos cromatograficos sio muito sensiveis, alta precisao, e sao amplamente utilizados em

laboratoérios como métodos padrao (Ouyang et al., 2018).

Segundo o padriao nacional Chinés GB/T19857-2005, o VM e seu metabolito VLM sao
detetados apos a separagao por LC juntamente com a derivatizagao, que apresenta um limite
de detecao (LOD) de 2 pg/kg e se for combinado com a espectrometria de massa, o LOD

pode diminuir para 0,5 pg/kg. Visto que &, necessario o uso de instrumentos dispendiosos e
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procedimentos de pré-tratamento muito exigentes, esses métodos nao sao muito apropriados

para a inspecao rapida de VM. Nesse caso o método mais adequado para a detegao de VM e

VLM é o método de ELISA, que é um método simples e seletivo muito utilizado para a inspegao
q P P pe¢c

rapida (Ouyang et al., 2018).

O ensaio imunoenzimatico tem por objetivo quantificar e verificar a presenga de antigeno ou
anticorpos, onde os resultados do teste podem ser enquadrados em duas categorias, o
quantitativo e o qualitativo. Nos quantitativos, onde ocorre a quantificagao da concentragao
da amostra em analise em Densidade Otica (DO) e os resultados sio expressos em Unidade
Arbitraria (UA), Unidades Internacionais (Ul) ou Unidades (U). Enquanto que, os resultados
qualitativos sao classificados como positivos ou negativos e reagentes ou nao reagentes,
considerando os valores da absorbancia por Densidade Otica ou a coloracio da reacio final

(ROCHA, 20186).
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3.

Procedimento Experimental

3.1 — Reagentes e solugoes

a)

b)

Solventes utilizados

e Acetonitrilo (ACN)
e N-hexano

e Diclorometano

o Agua purificada (Milli-Q)

Kit ELISA (Figura 12)
e Concentrado de tampao de extragao de amostra A
e Tampao de extragao de amostra B

e Tampao de extragao de amostra D

Solugao de lavagem

Diluente de conjugado VM-Botina

Conjugado de VM-Botina

Estreptavidina-HRP

Diluente de Estreptavidina-HRP
Substrato TMB

Solugao de paragem/Stop

Solugao oxidante

Padrao de Controle

Figura 12. Componentes do Kit ELISA
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3.2 — Materiais utilizados e equipamentos no procedimento experimental

e Espatula

e Sacos de plasticos

e Pingas

e Balanga analitica de precisao (Mettler Toledo, - PB303-S/FACT)

e Pipetas Gilson

e Tubos de ensaio

e Trituradora Krups (GVA2 Speedy Pro Plus)

e Agitador Vortéx (VELP, Zx3)

e Centrifugadora (SIGMA, 3-16k)

e Frigorifico (5°C)

e Arca congeladora (-18°C)

e Bacia

e Copos de precipitagao

e Parafilm

e Evaporador para concentrar amostras (Stuart, SBH 200D/3)

e Bloco de aquecimento para concentrar amostras (Stuart, SBHCONC/I)
e Espectrofotometro para ler as placas de ELISA — optic ivymensystem 2100-C

e Equipamento Milli-Q para produgao de agua purificada

3.3 — Amostras

Foram adquiridas 28 amostras de peixe em diversas superficies comerciais de Coimbra,
provenientes de aquacultura de diversos paises de europa, nos meses de outubro, novembro
e dezembro de 2019. Esta amostragem incluiu robalos, douradas, salmoes e trutas salmonadas,
com origem em Portugal, Turquia, Espanha, Grécia e Noruega. Depois de adquiridas, as

amostras foram identificadas, cortadas em filetes, trituradas e congeladas até o dia da analise.

Na Tabela 10, esta representado espécies de peixe adquiridas, os paises de origem, local de

compra e data de aquisigao.
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Tabela 10. Lista das amostras

Espécie Pais de Local de Data de
origem compra aquisicdo
Robalo (Dicentrarchus labarax) Turquia Pingo doce 23/10/2019
Robalo (Dicentrarchus labarax) Grécia Auchan 24/10/2019
Robalo (Dicentrarchus labarax) Espanha Continente 25/10/2019
Robalo (Dicentrarchus labarax) Portugal Pingo doce 23/10/2019
Dourada (Sparus aurata) Turquia Continente 25/10/2019
Dourada (Sparus aurata) Turquia Pingo doce 28/10/2019
Dourada (Sparus aurata) Grécia Auchan 24/10/2019
Dourada (Sparus aurata) Portugal Pingo Doce 28/10/2019
Salmao (Salmo salar) Noruega Pingo Doce 23/10/2019
Truta Salmonada (Oncorhynchus clarkii clarkii) Portugal Pingo doce 08/10/2019
Espécie Pais de Local de Data de
origem compra aquisicdo
Robalo (Dicentrarchus labarax) Turquia Auchan 13/11/2019
Robalo (Dicentrarchus labarax) Grécia Pingo Doce 13/11/2019
Robalo (Dicentrarchus labarax) Espanha Pingo doce 13/11/2019
Robalo (Dicentrarchus labarax) Portugal Auchan 13/11/2019
Dourada (Sparus aurata) Turquia Auchan 13/11/2019
Dourada (Sparus aurata) Grécia Pingo Doce 14/11/2019
Dourada (Sparus aurata) Grécia Pingo doce 26/11/2019
Dourada (Sparus aurata) Grécia Continente 19/11/2019
Dourada (Sparus aurata) Espanha Pingo Doce 13/11/2019
Salmao (Salmo salar) Noruega Auchan 13/11/2019
Salmao (Salmo salar) Noruega Continente 14/11/2019
Truta Salmonada (Oncorhynchus clarkii clarkii) Portugal Auchan 13/11/2019
Espécie Pais de Local de Data de
origem compra aquisicao
Robalo (Dicentrarchus labarax) Turquia Auchan 10/12/2019
Robalo (Dicentrarchus labarax) Grécia Auchan 10/12/2019
Dourada (Sparus aurata) Grécia Auchan 10/12/2019
Dourada (Sparus aurata) Grécia Auchan 10/12/2019
Salmao (Salmo salar) Noruega Auchan 10/12/2019
Salmao (Salmo salar) Noruega Auchan 10/12/2019

3.4 — Metodologia analitica

Neste trabalho foi implementado a metodologia de ELISA, que é um teste rapido, pouco
dispendioso, sensivel, preciso e o mais indicado para a detegao do VM e do VLM em peixe de
aquacultura segundo alguns estudos. Foi utilizado o kit de ELISA MaxSignal Malachite Green,

Cat. No: 1019-66, Exp: 06-Sep-2020 que oferece um ensaio quantitativo rapido de alto

rendimento, muito especifico e de facil compreensao.
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3.4.1 — ELISA — Extragao

3.4.1.1 — Procedimentos prévios

Em relagao ao espago da realizagao do procedimento tem de se ter em conta algumas técnicas

de higienizagao e desinfe¢ao do espago utilizado, dos equipamentos e dos materiais para evitar

qualquer tipo de contaminagao da amostra.

3.4.1.2 — Preparagao da amostra/extragao

v

Na preparagao da amostra, o peixe é cortado em filetes com uma faca bem afiada,
descartando a pele e as espinhas. Depois tritura-se os filetes de forma que fica uma
pasta fina para facilitar na mistura com os solventes. De seguida, coloca-se os filetes
em sacos de plastico devidamente identificados com o nome e a data de aquisigao do

peixe e congela-se (-18°C) até a analise (Figura 13).

Apos descongelar as amostras ja trituradas a temperatura ambiente, pesa-se 2 g de
cada amostra, num tubo de ensaio previamente identificado, numa balanga analitica. Em
cada tubo de ensaio adiciona-se 0,6 ml do tampao de extragao de amostra A, mais 0,4
ml do tampao de extragao de amostra B e 6,5 ml de acetonitrito (ACN) e fecha-se o
tubo com uma pelicula Parafilm. Leva-se o preparado ao vortéx em velocidade maxima
durante 3 minutos para misturar bem o conteudo dentro do tubo até que o mesmo
fique homogéneo. Com uma pipeta adiciona-se para o tubo 3 ml de agua e 2 ml de

diclorometano e leva-se novamente ao vortéx durante | minuto para misturar tudo.

Centrifuga-se a amostra por 5 minutos a 4000 g. Depois transfere-se 3 ml da camada
superior de solvente organica para um novo tubo de vidro contendo 100 pL de solugao
oxidante e misture bem. Incubar as amostras a temperatura de 20-25 °C durante 25

minutos.

Posteriormente, seca-se a amostra utilizando o evaporador fazendo passar o azoto
sobre a amostra colocada no bloco de aquecimento a 60 °C por cerca de 20 minutos.
Certifique-se de que a amostra esteja completamente seca antes de avangar para o

proximo passo.

Adiciona-se 2 mL de n-hexano para dissolver a amostra e 1,6 mL de tampao de
extragao de amostra D (acetonitrilo, 4:1, v/v) e volta novamente ao vortéx durante |

minuto. Centrifugue a amostra por 10 minutos a 4000 g.
Com uma pipeta, elimina-se a camada superior do n-hexano.

No final, retire-se 90 uL da camada aquosa que ficou na parte inferior do tubo.
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[ Triturar e pesar 2 g de amostra ]

4

Adicionar 0,6 ml do SEB-A, 0,4 ml| SEB-B
e 6,5 mlACN

¥

[ Misturar no vortéx durante 3 minutos ]

¥

Adicionar 3 ml de dguae 2 ml de
diclorometano

¥

[ Misturar no vortéx durante | minuto ]

¥

[Centrifugar a amostra por 5 minutos a 4000 g}

¥

[ Transferir 3 ml da camada superior de solvente }

organica para um tubo de com 100 pL de solucao
oxidante

Incubar amostras a 20 - 25 °C durante 25
minutos

¥

[ Secar a amostra com evaporagao a 60 °C }

por 20 minutos

¥

[ Adicionar 2 mL de n-hexano e |,6 mL de SEB-D ]

[ Misturar no vortéx durante | minuto }

¥

[ Centrifugar a amostra por 10 minutos a 4000 g }

¥

Retire-se 90 pL da camada aquosa que ficou na
parte inferior do tubo.

Figura 13. Etapas de extragao
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3.4.2 — ELISA — Detecao

Para realizar a outra parte do ensaio de ELISA foi necessario utilizar um controlo negativo e

5 padroes (0,05 ng/mL; 0,15 ng/mL; 0,5 ng/mL; 1,5 ng/mL e 4,5 ng/mL) (Figura 14).

Figura 14. Padroes utilizados

v Todos os ensaios foram feitos em duplicado, usando dois pogos, utilizando uma nova

ponta de pipeta para a adi¢ao de cada padrao ou amostra.
Adicionou-se 90 pL do controlo negativo e cada padrao aos pogos (Figura |6).
Adicionou-se 90 pL de cada amostra aos pogos restantes.

De seguida, adicionou-se 30 pL de anticorpo VM a cada pogo.

D N N NN

Misturou-se a solu¢ao nos pogos durante | minuto utilizando um agitador de placa ou

batendo levemente na placa, de modo a nao permitir que nenhum liquido derrame.

v" Com um papel de aluminio para ajudar a proteger da luz solar, cobriu-se a placa ja com

os extratos das amostras e deixou-se incubar por 30 minutos a temperatura ambiente

(20 - 25 °C).

v" Depois de 30 minutos, esvaziaram-se todos os po¢os, fez-se a lavagem dos mesmos
utilizando 250 pL de solucao de lavagem preparada anteriormente, e deixou-se estar
durante |5 segundos em cada pogo e depois esvaziou-se completamente todos os

pogos da solugao de lavagem, repetindo as etapas por mais 2 vezes.

v' Apbés as trés lavagens concluidas, inverteu-se a placa e bateu-se com forga contra as

toalhas de papel até que nao haja mais solugao de lavagem no interior dos pogos.
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v Procedeu-se a adigdo de 100 pL de Estreptavidina-HRP recém preparada a cada pogo,
misturou-se a solugao nos pogos durante | minuto utilizando um agitador de placa ou
batendo levemente na placa de forma a nao permitir que derrame algum liquido.
Voltou-se a cobrir com papel de aluminio e deixou-se em incubagao durante |5

minutos a temperatura ambiente (20 — 25 °C).

v Procedeu-se novamente a lavagem das placas com a solugdo de lavagem como feito
nas etapas anteriores, repetindo o processo por mais 2 vezes e secando muito bem os

pogos.

v Logo em seguida, colocou-se 100 pL de substrato TMB em cada pogo, misturando a
solugao nos mesmos durante | minuto batendo levemente na placa evitando que o
liquido se derrame. Cobriu-se as placas com papel aluminio, deixou-se incubar as placas

durante |5 minutos a temperatura ambiente (20 — 25 °C) no escuro.

v Apos a incubagio, adicionou-se 100 pL de solugio Stop a cada pogo para interromper
a reagao do substrato, onde conseguimos observar a mudanga de cor (Figura |5),

possibilitando a leitura. Limpar muito bem cada pogo antes da proxima etapa.

“Nota: Nao se deve tocar com a ponta da pipeta no interior dos pogos para evitar a
contaminagao destes. Se houver qualquer coloragao antes da adicdo do substrato nos pogos

deve-se descartar o resultado.”

Figura 15. Detegao - ELISA

Inicialmente, foi feita a visualizagdo do resultado dos pogos diretamente através da mudanca
de cor (Figura 15) que depois foi transformado em valores numéricos através da leitura no
espectrofotometro. A Absorvancia (ABS) para todos os ensaios foi medida a 450 nm com o
leitor de microplacas. Para obter os valores de absorvancia, coloca-se a placa dentro do leitor
de microplacas ajustado em filtro primario de 450 nm (comprimento de onda), onde sera feita

a leitura dos resultados.
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Adicionar 90 pL de padrao em
duplicado para cada pogo

Adicionar 90 yL de cada amostra em
duplicado aos restantes pogos

L 2

Adicionar 30 pL de anticorpoVM a cada
pogo

[ Misturar a solugao durante | minuto ]

¥

Cobrir a placa com papel aluminio e incubar
por 30 minutos a 20 - 25 °C

Lavar os pogos com solugao de lavagem, incubar por
I5 segundos e repetir a etapa por mais 2 vezes

¥

[ Adicionar 100 pL de Estreptavidina-HRP }
¥

[ Misturar a solugao durante | minuto }

Cobrir a placa com papel aluminio e incubar
por |5 minutos a 20 - 25 °C

¥

Lavar os pogos com solugao de lavagem, incubar por 15
segundos e repetir a etapa por mais duas vezes

¥

" Adicionar 100 pL de substrato TMB e misture durante
| minuto

-

.

.

Cobrir a placa com papel aluminio e incubar
por |5 minutos a 20 - 25 °C

.

[ Adicionar 100 pL de solugao Stop ]
) 2

[Ler os resultados em um leitor de placas para obter}

os valores de absorvancia a 450 nm

Figura 16. Etapas de Detegao
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4. Apresentacao e discussao dos resultados

Este trabalho foi realizado com o objetivo de determinar se ha presenga ou auséncia do VM e
do seu metabolito VLM em peixe produzido em aquacultura utilizando a metodologia de

ELISA.

Como ja tinha sido referido anteriormente, ELISA é um ensaio imunoenzimatico rapido e
sensivel. Se nao for feito corretamente podera fornecer resultados errados, dai ter de seguir

rigorosamente todos os procedimentos que constam do kit ELISA utilizado.

Para obter resultados concretos, devemos comegar por ter muito cuidado na preparagao das
amostras evitando uma possivel contaminagao das mesmas. E de se esperar que se houver
qualquer “erro” durante o processo, os resultados podem ser alterados, podendo originar um

falso positivo ou um falso negativo.

4.1 — Validagao da metodologia analitica

A validagao incorpora um processo de avaliagao de todos os procedimentos de um
determinado método analitico utilizado em laboratorio, para identificar e quantificar um
composto em uma determinada matriz. O método analitico utilizado foi adequado para
determinar o VM e VLM em peixe de aquacultura. O método utilizado foi validado mediante

as caracteristicas exigidas pelos pré-requisitos do fabricante do kit ELISA.

Para fazer a validagao da metodologia analitica foi feita a avaliagao de alguns parametros como
a linearidade e a exatidao, a validacao foi efetuada recorrendo a recursos de padroes, brancos

e fortificacoes.
4.]1.1 — Linearidade e limite de detecao

A linearidade foi calculada a partir da curva de calibragao utilizando o controlo negativo (0) e
os 5 padroes (0,05 ng/mL; 0,15 ng/mL; 0,5 ng/mL; 1,5 ng/mL e 4,5 ng/mL). Os ensaios foram

feitos em duplicados e a absorvancia (ABS) medida a 450 nm.

A média dos valores de ABS obtidos para os padroes foram divididos pelo valor de ABS do
controlo negativo e multiplicado por 100. O controlo negativo é igual a 100% e os valores da
ABS sao apresentados em percentagens. (Tabela | |). A absorgao é inversamente proporcional

a concentragao de VM.
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Tabela I 1. Absorvancia relativa de cada padrao

Concentracdo | ABS | ABS 2 Média Absorvancia

(ng/mL) Relativa (%)
Controlo negativo 0 1,702 1.703 1,703 100
Padrao 0,05 1,507 1,499 1,503 88,282
Padrao 0,15 1,293 1,323 1,308 76,828
Padrao 0,5 0,981 0,974 0,978 57,416
Padrao 1,5 0,474 0,534 0,504 29,604
Padrao 45 0,336 0,327 0,332 19,471

O grafico utilizado foi o da dispersao que serve para comparar o conjunto de dois valores, em

que, neste caso temos o eixo vertical (eixo y ou eixo das ordenadas) onde temos a absorvancia

e o eixo horizontal (eixo x ou eixo das abcissas) a concentragao para determinar a curva de

calibracao.

Na Figura 17, foi obtida a equagao da curva de calibragao e através dessa equagao foi calculada

as concentragoes das amostras. Observa-se que a equagao é y = -16,36In(x) + 42,292 e uma

reta com o coeficiente de correlacio (r?) de 0,9784. Este valor é aproximado de |. A relagio

é tanto maior quanto mais proximo for o valor do coeficiente de correlagio (r?) de I. Isto

mostra uma boa linearidade entre as concentragoes 0,05 e 4,5 ng/ml que corresponde na

amostra a concentragao entre 0,1 e 9 pg/kg.

Absorvancia

0.01

0.1

100
90
80
70

N

40"

30
20
10

Concentragao (ng/ml)

y =-16.36In(x) +

42.292

R?=0.9784

Figura 17. Curva de calibragao dos padroes

10

O limite de detegao desta metodologia analitica preconizado pelo fabricante é de 0,1 pg/kg,

abaixo do LMDR de 2 pg/kg requerido pela legislagao.
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Exatidio representa o grau de concordancia entre os resultados encontrados num
determinado ensaio e um valor dado como referéncia aceite como verdadeiro. Sao utilizados
ensaios de recuperagao para a validagao de métodos analiticos quando nao houver material
de referéncia. A recuperagao esta diretamente relacionada com a exatidao, pois traduz-se na

percentagem de determinado analito recuperado (Tavares, 2010).

A avaliagao da exatidio do método foi realizada através de ensaios de fortificagao, onde
inicialmente foram realizados 4 ensaios com 4 amostras (branco) de espécies diferentes e com

as mesmas 4 amostras fortificadas a | pg/kg.

Na Tabela 12, pode verificar-se que as 4 amostras foram fortificadas com | pg/kg e foi detetado
valores de concentragoes superiores a | ug/kg. Na dourada detetou-se 1,490 pg/kg (149%), na
truta detetou-se |,186 pg/kg (119%), no salmao 1,561 pg/kg (156%) e no robalo 1,525 pg/kg
(153%). O calculo da concentragao foi feito através da equagao da curva de calibragao e o

fator diluicao.

Tabela 12. Resultados das concentragoes com as amostras fortificadas com | pg/kg

Fortificacao | pg/kg Concentragao pg/kg usando equacao da
2g (amostra) fortificada com 20 pl curva de calibragao e fator de diluicao
solugio de fortificagdo 100 pg/L

Dourada 1,490

Truta 1,186

Salmao 1,561

Robalo 1,525

Os valores obtidos foram todos superiores a fortificacao efetuada o que resulta na auséncia
de falsos negativos, critério fundamental na determinagao por ELISA. Este ensaio também

permitiu verificar que esta metodologia analitica funciona para diversas espécies de peixe.

4.2 — Ocorréncia do VM e VLM nas amostras de peixe

Como ja mencionado anteriormente, o peixe nao deve conter nenhum vestigio de VM e VLM.
Entretanto, nas 28 amostras de peixe que foram analisadas, foram detetados o VM e/ou VLM
em 5 amostras (17,9%) de espécies de peixe e de locais diferentes (Tabela |3). Dito isto, sera
importante reforgar que nos tecidos de animais aquaticos (peixe) de aquacultura destinados
ao consumo humano ¢é proibida a ocorréncia de residuos do corante VM ou do seu metabolito

VLM.
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Na Tabela I3, foi utilizado um limite de detegao de 0, pg/kg para identificar as amostras
positivas e foi calculada a concentragao do VM e/ou VLM nas amostras de peixe positivas. As
5 amostras positivas foram: Robalo 3 (outubro) com origem em Espanha, o valor da
concentragao foi de 0,48 pg/kg e foi o valor mais alto observado; Truta salmonada 10
(outubro) com origem em Portugal, o valor foi de 0,13 pg/kg; Robalo | (novembro) com
origem em Turquia, o valor foi de 0,22 pg/kg; Robalo 4 (novembro) com origem em Espanha,
o valor foi de 0,27 pg/kg; Dourada 6 (novembro) com origem em Turquia, o valor foi de 0,23

pg/kg. Quanto as restantes amostras o resultado foi nao detetado.

Neste trabalho, foi utilizado peixe com origem em Portugal, Turquia, Noruega, Grécia e
Espanha. Os paises asiaticos nao entraram nesta avaliagao. Das 5 amostras contaminadas com
VM e/ou VLM, 2 amostras de robalo tiveram origem em Espanha apresentando as
concentragoes mais elevadas. Com origem na Turquia foram encontradas 2 amostras de
espécies diferentes (dourada e robalo) e por fim, em Portugal, identificou-se | amostra de

truta salmonada, com a menor concentragao detetada.

Apesar da proibicao da utilizagao de VM em peixe de aquacultura 17,9% das amostras testaram

positivo para este corante e/ou do seu metabolito (VLM) utilizando o kit ELISA.

Tabela 13. Concentragoes do VM e VLM

Tipos de peixe Limite de detecdo 0,1 pg/kg
Concentracdo de VM e VLM (pg/kg)

O. Robalo | (Dicentrarchus labarax) ND
O. Robalo 2 (Dicentrarchus labarax) ND
O. Robalo 4 (Dicentrarchus labarax) ND
O. Dourada 5 (Sparus aurata) ND
O. Dourada 6 (Sparus aurata) ND
O. Dourada 7 (Sparus aurata) ND
O. Dourada 8 (Sparus aurata) ND
O. Salmao 9 (Salmo salar) ND

N Rokilo 2 Qeerardus boro) D

N. Robalo 5 (Dcetarchus aparo

N. Dourada 7 (Sparus aurata)

N. Dourada 8 (Sparus aurata) ND
N. Dourada 9 (Sparus aurata) ND
N. Dourada 10 (Sparus aurata) ND
N. Salmao || (Salmo salar) ND
N. Salmao 12 (Salmo salar) ND
N. Truta Salmonada |3 (Oncorhynchus clarkii clarkii) ND
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D. Salmao 6 (Salmo salar) ND
D. Dourada | (Sparus aurata) ND
D. Dourada 2 (Sparus aurata) ND
D. Robalo 3 (Dicentrarchus labarax) ND
D. Robalo 4 (Dicentrarchus labarax) ND
D. Salm3o 5 (Salmo salar) ND

ND — Nao detetado

Legenda: O — outubro N — novembro D — dezembro

4.3 — Teste de confirmacgao

Um kit de ELISA é um teste de triagem sendo necessario recorrer a um teste de confirmagao

para comprovar a existéncia de VM e/ou VLM nas amostras positivas.

Para confirmar os resultados obtidos pelo kit ELISA realizou-se um ensaio de confirmagao do

VM por injecao direta em espectrometria de massa em série (MS/MS).

O MS foi operado em modo de ionizagao positiva utilizando aquisicio de dado em
monitorizagao de reagao selecionada. O azoto foi usado como gas nebulizador, com fluxo de
gas de |5 (unidade arbitraria) e fluxo de gas auxiliar de 5 (unidade arbitraria). A temperatura
capilar foi ajustada a 350 °C e a tensao em 20 V. O gas de colisao foi o hélio com uma energia
de colisao normalizada de 65,0%. Um iao precursor (m/z 329) e trés ides produto foram

adquiridos para fins de confirmagao (m/z 208, 251,285) (Tabela 14).

No teste de confirmacao que fizemos, de acordo com as condi¢oes utilizadas uma amostra
mostrou-se positiva e outra inconclusiva, ou seja, nas condi¢goes que utilizamos, para 3

amostras nao tivemos informagoes suficientes que nos permita dizer que eram positivas.

Para os padroes de 0,5 e de 4,5 ng/mL os resultados foram positivos para todos os ioes
pesquisados, quer para a sua identificagao quer para a sua abundancia relativa. No controlo
negativo nao se identificou nenhum dos ides pesquisados. No Robalo 3 apesar dos dados
positivos para o iao 208, os ides 25| e o percursor (329) nao aparecem nas proporg¢oes
estabelecidas, sendo esta amostra inconclusiva. Na truta nao apareceram nenhum dos ioes
pesquisados, logo podemos dizer que nao ha VM. Na dourada 6 e robalo 4 s6 se identificou
nas proporgoes estabelecidas o ido 251, logo nao se confirmou a presenca de VM nestas
amostras. No robalo | todos os ides foram identificados e dentro das abundancias

preconizadas, o que significa que ha presenca de VM nesta amostra.
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Tabela 14.Teste de Confirmagao do VM

MSIMS (329) _ I6es identificados (%, abundéncia relativa)

Solugdo Padrdo / ) Resultados
Amostra m/z 208 m/z 251 (55- | m/z 285 (35- | m/z 329 (35-
(100%) 75%) 55%) 55%)
Padrao VM 4,5 ng/ml X X X X D
Padrao VM 0,5 ng/ml X X X X D
Controlo Negativo ND
Amostra R3 OUT X ?(79%) ?(67%) !
Amostra TI0 OUT ND
Amostra D6 NOV X ND
Amostra RI NOV X X X X D
Amostra R4 NOV X ND

(1) Int. ). Environs. Res. Health 2016, 13, 814

Legenda: D — Detetado

ND — Nao Detetado

? — Incerteza

Mesmo que se tenha confirmado a ocorréncia do VM e/ou VLM numa amostra e sendo outra

inconclusiva podemos verificar que, ha o uso ilegal deste corante VM em peixe de aquacultura

destinados ao consumo humano. Com as implicagoes para a saude publica dai existentes.
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5. Conclusao

O VM ndo estd autorizado para o tratamento de peixe de aquacultura destinado para o
consumo humano, visto que, é um composto toxico que pode causar danos a saude humana.
Mesmo sendo proibido em varios paises do mundo, este continua a ser utilizado por ser um

composto barato, de facil acesso e eficaz.

Mesmo sendo proibida a comercializagdo do VM em medicina veterinaria na UE, os seus
residuos foram encontrados em diversos paises. Por esse motivo, a vigilancia do peixe e

produtos da pesca provenientes de aquacultura é fundamental.

Para este trabalho, foi utilizada a metodologia ELISA para determinar o VM e VLM em 28
amostras de musculo de peixe produzidos em aquacultura e adquiridos em Portugal, mais
especificamente em Coimbra. O limite de dete¢ao da metodologia analitica foi de 0,1 pg/kg,
bastante inferior ao LMDR. Das 28 amostras analisadas, 5 foram positivos através da
metodologia ELISA. Apds a confirmagao por MS/MS verificou-se que uma amostra era positiva,

outra inconclusiva e as restantes 3 negativas.

Os dados de ocorréncia do VM e do VLM em peixe e produtos derivados de pescado, revela
o fato de que o sistema de vigilancia deve ter um funcionamento rapido e eficaz. Tem de se
fazer uma monitorizagao continua em todos os paises do mundo, para controlar melhor os

niveis destes compostos, que devem respeitar a legislagao.

Tendo em conta a ocorréncia do VM e do VLM em peixe para o consumo humano e a sua
toxicidade para o Homem, estes dados levantam questoes de seguranca alimentar. Para além
das questoes de seguranga alimentar esta utilizagao também pode comprometer a salude

ambiental por contamina¢ao dos aquiferos adjacentes.

Apesar dos dados aqui apresentados, o peixe é um alimento saudavel que nos oferece muitos

beneficios nutricionais e nao o devemos excluir da nossa dieta.
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