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normas da revista Semina: Ciéncias Agrarias — B1. O capitulo 3 contempla o artigo
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Toleravel”, formatado nas normas da revista Aquaculture — Al. O capitulo 4
contempla o artigo cientifico completo, intitulado: “Ocorréncia de Micotoxinas em
Pescado Comercializado em Curitiba, Parana, sul do Brasil e Avaliacdo de Risco
para o Consumidor”, formatado nas normas da revista Aquaculture Reports — A2. O
capitulo 5 finaliza esta tese através das consideracdes finais deste trabalho e

sugestdes para estudos futuros.
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RESUMO GERAL

Introducdo: O consumo de pescado vem acompanhando o crescimento
populacional em todo o mundo, sendo que a aquicultura tem ganhado destaque
frente a pesca extrativista. Com isso um melhor controle de qualidade das racfes é
necessario, sendo a verificacdo de contaminantes uma etapa importante. Um
exemplo de contaminantes sdo as micotoxinas, compostos toxicos que causam uma
ampla variedade de efeitos deletérios em animais e humanos. Objetivos: Avaliar os
hé&bitos de consumo de pescado e o conhecimento relativo a micotoxinas da
populacéo curitibana, bem como, avaliar a presenca de micotoxinas em amostras de
racdo para peixes e de pescado na cidade de Curitiba, estado do Parana, sul do
Brasil. Metodologia: Um questionério contendo 17 perguntas foi aplicado a 358
consumidores de 12 supermercados escolhidos aleatoriamente em 5 regifes da
cidade de Curitiba; juntamente com isso um total de 160 amostras de racao para
peixes e 160 amostras de pescado de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), foram
adquiridas de 16 agropecuéarias e 16 peixarias selecionadas aleatoriamente na
cidade de Curitiba. Todas as amostras foram analisadas através de cromatografia
liquida de alta performance acoplada a detector de espectrometria de massas para
21 tipos de micotoxinas. Resultados: O pescado mais consumido pela populagéo
curitibana é a tilapia, com 64,80% de preferéncia, sendo o filé o corte de eleicéo; as
principais motivacdes para essa preferéncia foram a facilidade de aquisicéo e de
preparo. A grande maioria dos consumidores ndo soube responder o que Sao
(89,91%) e quais séo os efeitos (93,95%) das micotoxinas na alimentacdo humana.
100% das amostras de racdo apresentaram contaminacdo por alguma das
micotoxinas analisadas, sendo que houve coocorréncia em 86,80% de pelo menos
duas classes distintas desses compostos; a eniatina B (EN B) foi a de maior
prevaléncia (87,50%), enquanto que a fumonisina Bz apresentou a maior
concentragcdo, com média de 498,22 + 118,96 pg/kg. Somente EN B foi encontrada
nas amostras de pescado, com uma prevaléncia de 86,88% e concentracdo média
de 0,039 £ 0,01 pg/kg. Consideracgdes finais: O presente estudo contribui para um
melhor entendimento do possivel risco de exposicdo a micotoxinas para peixes e
humanos. No geral hd um desconhecimento generalizado sobre micotoxinas por
parte da populacdo. Medidas de controle e/ou preventivas devem sempre ser
adotadas sob o aspecto de contaminacéo das racdes. Aparentemente o consumo de
pescado ndo oferece risco de exposicdo a micotoxinas para humanos, entretanto
estudos para definicdo de doses toleraveis tanto para humanos, quanto para peixes
devem ser realizados a fim de garantir uma melhor avaliacdo dessa potencial
exposicao.

Palavras-chave: Consumidores. Fungos. Eniatinas. Peixes. Seguranga alimentar.



ABSTRACT

Introduction: The world consumption of fish follows the population growth, and
aquaculture has been gaining prominence compared to capture fishing. Thus, better
quality control of fish feed is necessary, this involves the verification of contaminants,
such as mycotoxins, which are toxic compounds that cause a wide variety of harmful
effects on animals and humans. Objectives: The objective was to evaluate the fish
consumption habits and the knowledge related to the mycotoxins of the Curitiba
population, besides to assess the presence of mycotoxins in fish feed and fish meat
samples in the city of Curitiba, Parana state, southern Brazil. Methodology: A
guestionnaire containing 17 questions was applied to 358 consumers from 12
supermarkets chosen randomly in 5 regions of Curitiba; 160 samples of fish feed and
160 samples of fish meat from Nile tilapia (Oreochromis niloticus), were acquired
from 16 agrocenters and 16 fish markets randomly selected in Curitiba city, all
samples were analyzed using high performance liquid chromatography coupled to a
mass spectrometry for 21 types of mycotoxins. Results: The most consumed fish by
Curitiba population is tilapia, with 64.80% of preference, the fillet was the
presentation of choice; the main motivations for this preference were the ease of
acquisition and preparation, the vast majority of consumers do not know what are
(89.91%) and what are the effects (93.95%) of mycotoxins in humans. 100% of the
fish feed samples showed contamination by some of the mycotoxins analyzed, and
the co-occurrence of at least two distinct classes of these compounds was found in
86.80% of the samples, enniatin B (EN B) was the most prevalent (87.50%), while
fumonisin Bz showed the highest concentration with an average of 498.22 + 118.96
png/kg. Only EN B was found in fish samples, with a prevalence of 86.88% and an
average concentration of 0.039 + 0.01 pg/kg. Final considerations: The present
study contributes to a better understanding of the possible risk of exposure to
mycotoxins for fish and humans. In general, there is a lack of knowledge about
mycotoxins by the population. Control and/or preventive measures must always be
adopted regarding the contamination of fish feed. Apparently, fish consumption does
not pose a risk of exposure to mycotoxins for humans, however studies to define
tolerable doses for both humans and fish must be carried out in order to ensure a
better assessment of this potential exposure.

Keywords: Consumers. Enniatins. Fish. Food security. Mold.



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

1.1 Micotoxinas

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por fungos,
principalmente os do género Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium e
Claviceps (Ashiq, 2015; Adeyeye, 2016). Esses metabdlitos ndo possuem uma
funcdo aparente no metabolismo regular dos fungos. A producédo dessas
substancias ocorre principalmente quando os fungos atingem o estagio de
maturidade e/ou durante sua fase estacionaria (Rocha et al., 2014).

Aproximadamente 400 micotoxinas sao conhecidas e podem causar
efeitos toxicos quando ingeridas por animais vertebrados (Escriva et al., 2017;
Liew e Mohd-Redzwan, 2018). Além da ingestdo, a exposicao a micotoxinas
pode também ocorrer via inalagéo e via contato com a pele (Montanha et al.,
2018; Pietsch, 2020).

Algumas dessas micotoxinas sdo produzidas por mais de uma espécie de
fungo, como por exemplo, as aflatoxinas que sdo produzidas principalmente
pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (Udomkum et al.,
2017). Além disso, alguns fungos podem produzir mais de um tipo de
micotoxina, como é o0 caso do Fusarium graminearum que produz tricotecenos
e zearalenona (Liew e Mohd-Redzwan, 2018).

Essas toxinas podem ser contaminantes diretos de alimentos como
cereais (arroz, milho, trigo, cevada, aveia, entre outros), frutas e nozes, que
podem sem ingeridos por humanos e animais (Montanha et al., 2018). Quando
ingeridas por animais podem se tornar contaminantes indiretos no leite, ovos,
carnes e visceras (Escriva et al., 2017).

As mais relevantes encontradas nos alimentos sdo: aflatoxinas (AFs);
ocratoxina A (OTA); tricotecenos (toxinas T-2 e HT-2, deoxinivalenol [DON] e
nivalenol [NIV]), fumonisinas (FBs), zearalenona (ZEA) e outras emergentes
como fusaproliferina, moniliformina, beauvericina (BEA) e eniatinas (ENSs)
(Adejumo e Adejoro, 2014; Ashiq, 2015; Jeswal e Kumar, 2015; Nathanail et al.,
2015; Adeyeye, 2016).
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Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e
Agricultura (FAO), cerca de 25% dos cereais produzidos no mundo estdo
contaminados pelas principais micotoxinas (FAO, 2014; Liew e Mohd-Redzwan,
2018). A contaminagao por fungos produtores de micotoxinas nos alimentos
pode ocorrer em qualquer estdgio da cadeia produtiva: producdo, colheita,
transporte e armazenamento (Montanha et al., 2018; Pietsch, 2020).

Existem muitos fatores que afetam a producdo de micotoxinas nos
alimentos, entre eles os fatores fisicos: temperatura, umidade relativa e
colonizacao de fungos, fatores quimicos: tipo de substrato, uso de fungicidas e
fertilizantes, além de condi¢cdes ambientais, meteorolégicas e econémicas, que
guando combinadas podem favorecer o crescimento de fungos e a sintese de
micotoxinas (Khazaeli et al., 2014).

1.2 Toxicidade

O conjunto de sinais clinicos e alteracdes causadas pela intoxicacéo por
micotoxinas é chamado de micotoxicose (Rocha et al., 2014). Devido ao fato de
gue a estrutura molecular varia grandemente entre as diferentes micotoxinas,
seus efeitos toxicos também variam em larga escala (Pitt, 2013), muitas vezes
sendo inespecificos e afetando diferentes sistemas organicos. Além disso, a
maioria dos sinais clinicos e sintomas das micotoxicoses se apresentam de
forma crbnica, sendo raras as intoxicacdes agudas (Gajecka et al., 2013;
Khazaeli et al., 2014).

Entre os diferentes efeitos causados pelas micotoxinas, destacam-se 0s
carcinogénicos, os danos renais e hepaticos, os disturbios gastrointestinais, as
desordens reprodutivas, a imunossupressao e a teratogenicidade (Anater et al.,
2016). A toxicidade depende primordialmente da estrutura molecular da
micotoxina em questdo, mas, € influenciada também por fatores como a
concentracdo, o tempo de exposicao e o estagio de desenvolvimento do animal
acometido. Ademais, efeitos sinérgicos e aditivos podem ocorrer quando ha
uma combinacéo de diferentes micotoxinas (Pietsch, 2020).

Sob o ponto de vista do efeito carcinogénico, pode-se classificar as
micotoxinas numa escala de 1 a 4 de acordo com a Agéncia Internacional de
Pesquisa do Cancer (IARC, 1993; 2012):

1. Agente cancerigeno: evidéncia cientifica em humanos — AF;
12



2. Agentes potenciais: evidéncia limitada,;

a. Agente provavelmente carcinogénico: evidéncia limitada em
humanos, mas suficiente em estudos com animais.

b. Possivelmente agente cancerigeno: Evidéncia limitada em
humanos e animais — OTA.

3. Agente possivelmente n&o carcinogénico: as evidéncias indicam que
ndo é possivel classifica-lo como tal de acordo com as informagfes
cientificas disponiveis — DON; ZEA; T-2; HT-2;

4. Agente provavelmente ndo carcinogénico: ha evidéncias para mostrar

gue o agente ndo esta associado ao cancer em humanos.

1.3. Principais fungos produtores de micotoxinas

Os principais e mais importantes géneros de fungos produtores de
micotoxinas sdo o Aspergillus, o Fusarium e o Penicillium. A presenca desses
géneros de fungos € um fator importante para a diminuicdo da disponibilidade
e/ou do tempo de prateleira de alimentos, jA que por meio da producao de
micotoxinas eles deterioram a qualidade e higiene dos produtos (Dailé et al.,
2010). A Tabela 1 demonstra as principais micotoxinas e os fungos que as

produzem.

Tabela 1. Principais micotoxinas e seus fungos produtores (FAO, 2014).

Género e espécie de fungo Micotoxina produzida
Aspergillus parasiticus Aflatoxina Bi, B2, G1 e G2
Aspergilus flavus Aflatoxina B1 e B>
Fusarium sporothrichioides Toxina T-2

Fusarium graminearum Deoxinivalenol, zearalenona
Fusarium moniliforme Fumonisina B:
Penicillium verrucosum Ocratoxina A
Aspergillus ochraceus Ocratoxina A

1.3.1 Aspergillus

O Aspergillus spp. € um género de fungo amplamente distribuido na

natureza devido a falta de abidticos seletivos e a um mecanismo eficaz de
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dispersdo de esporos. A maioria das espécies pertencentes a esse género
cresce em uma ampla faixa de temperatura (6-55° C) e baixa umidade relativa,
a qual seu crescimento 6timo parece ocorrer entre 25-30° C. Esta espécie pode
viver e se desenvolver em uma ampla variedade de substratos (incluindo
polimeros vegetais, fezes e tecidos de animais), pois sdo capazes de secretar
enzimas que os degradam em compostos nutricionais Uteis (Hesseltine, 1976;
Adejumo e Adejoro, 2014). Sao considerados fungos de armazenamento, pois
geralmente sua contaminacao ocorre pds-colheita, durante o processamento e
armazenagem (Montanha et al., 2018).

Ha estimativas de que existam entre 260 e 837 espécies de Aspergillus,
algumas das quais s&o micotoxigénicas, como A. flavus e A. parasiticus 0s

guais produzem AFs, e 0 A. ochraceus que produz a OTA (Xie et al., 2015).

1.3.2 Fusarium

A maioria das 90 espécies do género Fusarium spp. conhecidas séo
capazes de produzir metabdlitos toxicos (Escriva et al., 2015). Sua faixa de
temperatura 6tima para crescimento € de 10 a 30 °C (Gomes, 2003).

Este género de fungo esta distribuido nos solos e em substratos
organicos, podendo afetar a producdo vegetal como um todo, por isso séo
considerados quase que exclusivamente de campo, podendo contaminar 0s
alimentos ainda na planta, mas também na colheita e durante o transporte
(Gomes, 2003).

Este género produz trés das classes mais importantes de micotoxinas:
tricotecenos, zearalenonas e fumonisinas. Os tricotecenos sdo metabolitos
secundarios com uma estrutura basica semelhante e podem ser classificados
em dois tipos de acordo com a estrutura quimica: tricotecenos do tipo A
(toxinas T-2 e HT-2) e tricotecenos do tipo B (nivalenol, DON e seus derivados)
(Escriva et al., 2015; Guerre, 2015).

1.3.3 Penicillium

Cerca de 150 espécies deste género sdo reconhecidas e encontradas
como contaminantes comuns de varios substratos, sendo capazes de produzir
diversas micotoxinas. Suas colbnias crescem rapidamente como densos

aglomerados de conidioforos e, muitas vezes, apresentam coloragdo
14



esverdeada (Castilho, 2007), sendo o principal agente causador da
deterioracdo dos alimentos (Richard, 2007). S&o contaminantes de poés-
colheita, desenvolvendo-se principalmente durante a armazenagem em
ambientes fechados (Prencipe et al., 2018).

O crescimento 6timo da maioria das espécies de Penicillium spp. parece
ocorrer ao redor de 25 °C, porém crescimento consideravel pode ocorrer de 20
a 30 °C (Leggieri et al., 2017).

A micotoxina mais importante produzida por esse género de fungos € a
OTA, porém outras micotoxinas de menor importancia também sao produzidas,
entre elas a citrinina (CIT), o acido ciclopiazénico, a patulina (PAT) e acido

penicil (Adeyeye, 2016).

1.4 Caracteristicas gerais das principais classes de micotoxinas

Apesar de serem agrupadas em um grande grupo chamado micotoxinas,
essas toxinas produzidas por fungos variam grandemente em estrutura,
composicao, peso molecular e caracterizagcdo quimica. Isso explica em parte
seus diferentes graus de toxicidade, bem como a diferenca na resisténcia a

processos quimicos e fisicos (Bennett e Klich, 2003).

1.4.1 Aflatoxinas

Apesar de serem conhecidos 18 tipos de aflatoxinas, apenas seis
possuem destaque na contaminacdo de alimentos: Bi, Bz, Gi1 e G2 sdo
denominadas dessa forma devido a cor de sua fluorescéncia sob luz
ultravioleta (azul [B = blue] e verde [G = green], respectivamente), além das
aflatoxinas M1 e M2 (metabdlitos de AFB:1 e AFB2) que sdo encontradas no leite
e carne (Adejumo e Adejoro, 2014; Rocha et al., 2014). A Figura 2 ilustra a

estrutura quimica das aflatoxinas.
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Fonte: Rocha et al., 2014.
Figura 2. Estruturas quimicas das principais aflatoxinas (B, B2, G1 e G»).

A condicao 6tima para a producao de aflatoxinas se da com 33 °C e 0,99
de atividade de agua (aw), entretanto a quantidade e qualidade do substrato
podem influenciar a producéao (Ashig, 2015).

Dentre esses seis tipos a AFB: € a mais frequentemente produzida por
fungos toxigénicos e também a mais estudada, jA que € o composto natural
com maior potencial carcinogénico que se tem conhecimento (Bennett e Klich,
2003).

No Brasil, as aflatoxinas podem ser encontradas principalmente no
amendoim e seus derivados (Caldas et al., 2002), porém também em racodes
animais, em leite fluido (Pereira et al., 2005), castanha de caju, entre outros

alimentos (Rocha et al., 2014).

1.4.2 Ocratoxina A

Na natureza existem diferentes tipos de ocratoxinas (A, B e C, por
exemplo), porém a OTA é a mais prevalente, relevante e toxica desse grupo
(Adejumo e Adejoro, 2015; Liuzzi et al., 2017). Sua nomenclatura deriva da
primeira espécie de fungos da qual foi isolada, o A. ochraceus (Adejumo e
Adejoro, 2015). A faixa temperatura e aw ideais para producao da OTA sao de
25 a 30 °C e 0,98, respectivamente (Ashiqg, 2015). A estrutura quimica da OTA

estd ilustrada na Figura 3.
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Figura 3. Estrutura quimica da ocratoxina A.

Essa micotoxina € rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal e é
removida lentamente, possuindo uma meia-vida relativamente longa no
organismo de mamiferos, sendo detectada em amostras de sangue (Pitt,
2013). Uma das caracteristicas da intoxicacdo por OTA € a nefrotoxicidade,
gue ocorre tanto em animais de producdo como em humanos (Matejova et al.,
2017).

Pode estar presente principalmente em cereais de inverno (aveia, trigo e
cevada) (Rocha et al., 2014), mas também em arroz, milho e feijdo (Caldas et

al., 2002), além de gréos de café, cacau, vinhos, entre outros (Ashiqg, 2015).

1.4.3 Zearalenona

O nome zearalenona deriva de seu fungo produtor F. graminearum, mais
especificamente de seu teleomorfo que € denominado Gibberella zeae, e
também da sua estrutura quimica que possui uma cetona (Bennett e Klich,
2003). Esses autores sugerem que ela ndo seja uma toxina propriamente dita,
pois dificilmente apresenta sinais graves de toxicidade.

Seus efeitos bioldgicos se devem principalmente a semelhanca de sua
estrutura quimica (Figura 4) com o estradiol, principal horménio produzido nos
ovarios de mamiferos, tanto que também € chamada de micoestrogeno (Ashiq,
2015). Devido a essa semelhanca, o0s principais sinais encontrados em
intoxicacbes por zearalenona sdo relacionados ao sistema reprodutivo: reducéo
da libido, anovulacéo, hiperestrogenismo, problemas de concepcao, abortos,

entre outros (Zinedine et al., 2007; Matejova et al., 2017).
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Figura 4. Estrutura quimica da zearalenona.

Como toda micotoxina produzida pelo género Fusarium spp., sua
contaminagao ocorre ainda no campo, em lavouras de cereais (trigo, cevada,
aveia, arroz e milho) (Oliveira et al., 2002; Rocha et al., 2014).

1.4.4 Fumonisinas

As fumonisinas constituem um grupo que inclui 16 substancias separadas
em grupo B (FBi1, FB2, FBs e FB4) que variam principalmente na composigao
guimica e combinacdo de seus radicais (Figura 5), grupo A (A1, A2, Az, AKy), e
nos grupos de menor importancia C (Ci, Cz, Cs) e P (P1, P2, P3, PH1a e PH1b)
(Ah-Seo e Won Lee, 1999; Rocha et al., 2014).

COOH
0—\ COOH
(o] R1 HR3
15 5
20 14 10 2 R4
R2 OH
Hooc—, O
HOOC
| R R2 R3 R4
FB1 OH oH H CH3
FB2 H OH H CH3
FBs OH H H CHa

Fonte: Minami et al., 2004.
Figura 5. Estrutura quimica das fumonisinas B, B> e Ba.
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Entretanto, somente os grupo B e A sdo consideradas relevantes na
toxicologia (Ahangarkani et al., 2014). Dentro do grupo B, a FB1 € o metabdlito
mais abundante e toxico, representando cerca de 70% nos alimentos
naturalmente contaminados, jA& a FB. e FBsz ocorrem em menores
concentracdes (Escriva et al., 2015).

As fumonisinas tém uma estrutura semelhante a esfingosina e
esfinganina, componentes importantes no metabolismo de esfingolipideos da
membrana celular; essa similaridade ocasiona altera¢cées na permeabilidade e
na comunicacao celular, levando a diferentes efeitos adversos em espécies
distintas, por exemplo: leucoencefalomalacia em equinos (Ahangarkani et al.,
2014), edema pulmonar em suinos (Pitt, 2013) e cancer de esbdfago em
humanos (Escriva et al., 2015).

Temperaturas de 15 a 30 °C e aw de 0,90 a 0,99 foram reportadas como
sendo as condi¢cfes Otimas para que ocorra a producao de FBs (Ashiqg, 2015).
Como o principal fungo produtor (F. verticillioides) é endofitico da cultura de
milho (Bennett e Flitch 2003), as fumonisinas sdo encontradas comumente em
alimentos e rac0es a base desse cereal (Rocha et al., 2014), entretanto podem

contaminar outros tipos de alimentos a base de cereais.

1.4.5 Tricotecenos

Mais de uma centena de tricotecenos sao conhecidos e de acordo com a
estrutura quimica sao divididos em quatros grandes grupos: A, B, C e D; porém
apenas o0s grupos do tipo A e B possuem importancia sob o ponto de vista
toxicoldgico; esses sao representados principalmente pelas toxinas T-2 e H-T2
(grupo A) e deoxinivalenol (DON) e nivalenol (NIV) (grupo B) (Escriva et al.,
2015; Matejova et al., 2017).

A diferenca basica entre os grupos A e B é pela estrutura quimica (Figura
6), 0s quais sado considerados macrociclicos e nao-macrociclicos,

respectivamente (Bennett e Flitch, 2003).
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Figura 6. Estruturas quimicas dos tricotecenos do grupo A e grupo B.

As condi¢des Otimas para a producéo de tricotecenos desses grupos (A e
B) parece ser obtida com uma temperatura de 30 °C e aw de 0,99, porém com
um periodo de cerca de 43 dias de incubacéo (Ashiq, 2015).

De forma geral, os tricotecenos afetam a sintese proteica das células,
causando uma disfuncdo celular grave principalmente em tecidos de rapida
regeneracdo (Escriva et al., 2015), além disso, possuem rapida absorcao
através do sistema digestorio (Pinton e Oswald, 2014), o que pode explicar os
principais sinais clinicos e sintomas presentes nas intoxicacdes por DON e T-2:
recusa de alimentos, vomitos, diarreias, hemorragias orais e nasais, entre
outros (Bennett e Flitch, 2003; Matejova et al., 2017).

Geralmente sdo encontrados em cereais (cevada, trigo, milho, aveia,
sorgo e centeio) e por possuirem alta estabilidade térmica (Ashig, 2015)
também podem estar presentes nos produtos derivados dos cereais

(Goncgalves et al., 2017; Piacentini et al., 2017).

1.5 Legislacéao
A presenca das micotoxinas em alimentos possui efeito negativo no

comeércio internacional, invariavelmente levando a perdas de ordem financeira.
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Diversos paises estabeleceram legislacdes objetivando a protecdo de suas
cadeias produtivas e também de seus consumidores, contra 0s potenciais
efeitos nocivos causados pela presenca de micotoxinas em alimentos
destinados a alimentag&o animal e/ou humana (Anukul et al., 2013).

Desde 1965 uma comissdo conjunta entre a FAO e a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS) reane um comité de especialistas em aditivos
alimentares (Joint Expert Committee on Food Additives [JECFA]). Esse comité
avalia a presenca e o risco de diversos compostos presentes nos alimentos:
aditivos alimentares, compostos toxicos naturais, poluentes e residuos de
produtos veterinarios, com a finalidade de limitar o risco de contaminagéo para
a populacéo (JECFA, 2001).

Ferrdo et al. (2017) citaram que cerca de 100 paises possuem normas e
regulamentacdes para o controle dos niveis de micotoxinas em alimentos e em
racoes destinadas a alimentacdo animal. Para a formulacdo dessas
regulamentacdes o tipo de alimento e o tipo de micotoxinas foram levados em
consideracao, ja que ha diferencas no consumo dos alimentos e também na
presenca e niveis de micotoxinas em determinados alimentos (Nones et al.,
2017).

A Comissdao da Comunidade Europeia (EC) através do regulamento
1881/2006 estabelece os limites maximos de algumas micotoxinas nos
alimentos para garantir a saude humana, como por exemplo, AFB1 nos
alimentos deve permanecer entre 0,1 e 8 pg/kg; para OTA, esse limite deve
encontrar-se entre 0,5-10 ug/kg, para PAT entre 10-50 ug/kg, para DON entre
200-1750 ug/kg e para FBs entre 200-2.000 ug/kg (EC, 2006).

Os limites maximos de AFB: para alimentacdo animal na Europa foram
estabelecidos no Regulamento de 07 de maio de 2002; racGes para peixes, por
exemplo, possuem um limite de 20 pg/kg dessa micotoxina (EC, 2002).

De forma semelhante a outras normativas (Unido Europeia e Estados
Unidos da América), no Brasil a legislacdo referente aos limites maximos de
micotoxinas presentes nas dietas humanas foi atualizada em 2011 (ANVISA,
2011). A resolucdo RDC n° 07, de 18 de fevereiro de 2011, desenvolvida pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) apresentou limites de
aplicacOes imediatas para diversas micotoxinas (AFs, OTA, DON, FBs, ZEA e

PAT), a aplicacdo desses limites tinha como prazo final o ano de 2016, porém
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esse prazo foi alterado para 2017, visando uma melhor avaliacdo dos limites a
partir de uma maior quantidade de dados disponiveis que retratem a realidade
nacional, ou seja, que sejam suficientes para a seguranca do consumidor,
porém com o menor impacto possivel na producdo (Nones et al., 2017).

Cabe também ressaltar que produtos brasileiros destinados a exportagcéo
devem seguir as legisla¢fes estipuladas pelo pais de destino do produto. Como
exemplo, pode-se citar o regulamento n° 1152/2009, publicado pelo Jornal
Oficial da Unido Europeia (EC, 2009), o qual regulamenta que 100% das
amostras de castanhas do Brasil devam ser analisadas. A amostragem e 0s
laudos de andlise, para estes casos, devem ser realizados de acordo com o
Regulamento n°® 519/2014, os quais sao analisados por fiscais do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e pelos laboratérios oficiais e/ou
credenciados (EC, 2014).

Entretanto, para alimentagdo animal a legislacdo brasileira & considerada
antiga e permissiva, visto que o MAPA estabelece somente os niveis de AFs
somadas (B1+B2+G1+G2) em qualquer matéria prima a ser utilizada de forma
direta ou como ingrediente para racfes destinadas ao consumo animal, esse
limite € de 50 ug/kg e foi definido em 1988 (DOU, 1988). Desde |4 ndo houve
atualizacdes desses niveis e nem a inclusdo de outras micotoxinas importantes
na producédo animal (Fonseca, 2010).

Ha também a percepcdo de que no Brasil a portaria citada ndo €
cumprida com o devido rigor, ja que as fiscalizacbes parecem ser esporadicas
e os laboratérios encarregados de realizar as analises na sua maioria estéo
desprovidos de mao de obra e de insumos especializados (Freire et al., 2007).

Entretanto, as discrepancias das legislacbes que tratam de micotoxinas
nos paises da América Latina parecem ndo ser muito diferentes das
discrepancias observadas entre paises desenvolvidos, pois em ambas as
situacbes ha grandes variacbes nas concentracdes permitidas para uma
mesma micotoxina em diferentes nacfes (Anater et al., 2016; Montanha et al.,
2018).

Por outro lado tem-se observado uma tendéncia de harmonizacdo das
legislagbes em todos os continentes, bem com uma tendéncia a redugdo dos

limites maximos permitidos especialmente para as AFs e, além disso, é
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provavel que em virtude do crescente comeércio de alimentos entre os paises,

ocorra uma harmonizacgéo da legislacédo para micotoxinas em nivel global.

2 OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo teve por objetivo avaliar o grau de conhecimento ou
conscientizagcdo da populacao curitibana em relacdo a possivel contaminacao
de pescado com micotoxinas e o0s habitos de consumo de pescado pela
populacéo.

Objetivou-se também avaliar através de cromatografia liquida de alta
performance acoplada a um detector de espectrofotometria de massas (LC-
MS/MS-LIT) a presenca de micotoxinas em pescados e ragao para peixes
comercializados em Curitiba, Parana. Com isso estimar a provavel ingestao

diaria pelos animais e humanos das micotoxinas encontradas nessas amostras.
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ABSTRACT

Fish meat represents an important source of food worldwide. Global per capita
fish consumption reached a record of 20 kg in 2016. In recent years
contamination of food products by toxigenic fungus and its toxins have been
treated with greater attention. An important consideration should be given to the
indirect human contamination by the consumption of fish from intensive fish
farming, such as Nile tilapia (Oreochromis niloticus) fed with possible mycotoxin
contaminated feed. This study aimed to evaluate the aspects of Nile tilapia meat
consumption and consumer awareness of potential mycotoxin contamination of
fish in Curitiba, Parana, south Brazil. A pre-established questionnaire was used
to obtain this information. The questionnaire was adapted to the needs of the

project and applied in five different regions of Curitiba. All major supermarkets
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for each region were listed and randomly selected by picking up to three
supermarkets per region. A total of 358 questionnaires were applied to
consumers, approximately 70 questionnaires per region. For data analysis, the
Spearman correlation test was employed by using the Statgraphics software. It
was observed that many of the demographic data obtained through the
guestionnaires significantly influenced the frequency of fish consumption
(education level, age, gender and social class). It was also observed that
64.80% of respondents prefer Nile tilapia meat instead other fish meat available
on the supermarkets, 89.91% of people do not know what mycotoxins are,
93.95% do not know what mycotoxins can cause to human and animal health
and 86.17% were not aware of any disease that can be carried or transmitted
by fish meat. It was noted that education level had a significant correlation with
the issues mentioned above, demonstrating that levels of education influences
on the awareness about of foodborne diseases. The conclusion is that the most
consumed fish by consumers is Nile tilapia, and it is important because this
specie is reared in captivity, so should be exposed to mycotoxins. Furthermore,
the consumers unknown what are mycotoxins and its negative impact on
human health, as well as the possibility of mycotoxins presence. There is also a

widespread ignorance regarding diseases caused by fish meat contaminants.

Keywords: Food safety. Nile tilapia. Oreochromis niloticus. Pisciculture. Toxins.

RESUMO

A carne de pescado representa uma importante fonte de alimentos em todo o
mundo. O consumo anual de pescado per capita global atingiu seu recorde de
20 kg em 2016. A contaminacdo de produtos alimenticios por fungos
toxigénicos e suas toxinas tem sido tratada com maior atencdo nos ultimos
anos. Uma importante consideracdo deve ser feita quanto a contaminacao
humana indireta pelo consumo de peixes provenientes de piscicultura intensiva,
em especial a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), que sdo alimentadas com
racdo que pode estar contaminada por micotoxinas. Este estudo teve como
objetivo avaliar os aspectos do consumo do pescado de tilapia do Nilo e da
conscientizagdo dos consumidores quanto a possivel contaminagdo do

pescado por micotoxinas na cidade de Curitiba, Parana, sul do Brasil. Foi
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utiizado um questionario pré-estabelecido para a obtencdo destas
informagBes. O questionario foi adaptado as necessidades do projeto e
aplicado em cinco diferentes regides de Curitiba. Em cada regido todos o0s
grandes supermercados foram listados, e posteriormente até trés
supermercados por regido foram definidos aleatoriamente através de sorteio.
Foram aplicados 358 questionarios aos consumidores desses supermercados,
totalizando-se aproximadamente 70 questionarios por regido. Foi feita a andlise
descritiva dos dados e, para a andlise estatistica foi empregado o teste de
correlacdo Spearman, utilizando-se o software Statgraphics. Observou-se que
muitos dos dados demograficos obtidos através dos questionarios
influenciaram significativamente a frequéncia de consumo de pescado (ex.
idade, género e classe social). Um total de 64,80% dos entrevistados preferiu
carne de tilapia do Nilo em detrimento de outras espécies de peixes, 89,91%
das pessoas nao sabiam o que sdo micotoxinas, 93,95% ndo sabem quais
danos as micotoxinas podem causar a saude humana e animal e 86,17% nao
conheciam nenhuma doenca relacionada ao consumo de pescado. No geral, a
escolaridade teve correlacdo significativa com as questbes citadas acima,
demonstrando que niveis de escolaridade mais baixos influenciaram
negativamente a percepcao sobre doencas carreadas por alimentos. Conclui-
se que o pescado mais consumido pela populacdo amostrada € a carne de
tilapia, ou seja, de animais criados em cativeiro e com possibilidade de
exposicdo a micotoxinas, além disso, os consumidores desconhecem o que
sd0 micotoxinas e seus impactos negativos na saude humana, bem como da
possibilidade da presenca das mesmas no pescado. Ha também um
desconhecimento generalizado sobre doencas causadas por contaminantes

presentes no pescado.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus. Piscicultura. Tilapia do Nilo. Toxinas.

Seguranca alimentar.

1 INTRODUCAO
A pesca e aquicultura representam importantes fontes de alimentos em
todo o mundo, essa importancia tende a crescer, jA que o consumo anual per

capita global atingiu o recorde de 20 kg em 2016 (FAO, 2018). Além disso,
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ambas sdo consideradas pela Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) como
atividades estratégicas para a seguranca alimentar sustentavel do planeta, pois
sdo capazes de fornecer fontes proteicas de alta qualidade nutricional
(Bombardelli et al., 2005).

Um fator que contribui para importancia e crescimento desse tipo de
alimentos é a percepcao por parte dos consumidores de que sdo alimentos
facilmente digeriveis, altamente proteicos e de baixo valor calérico,
comparados aos demais alimentos proteicos disponiveis no mercado
(Goncgalves et al., 2008).

Entretanto, como em toda a cadeia de producdo de alimentos, mais
especificamente de producdo animal, esse crescimento deve ocorrer de forma
ordenada e sustentavel, com garantia de qualidade e de
procedéncial/rastreabilidade. Sob o ponto de vista de qualidade, um dos pontos
a ser controlado € a presenca de contaminantes. Dentre eles as toxinas
produzidas por fungos apresentam relativa importancia, pois podem ser
encontradas em todas as etapas do ciclo produtivo e/ou consumidor (Cruz,
2010; Montanha et al., 2018).

Com o aumento da demanda global de pescados, a piscicultura intensiva
vem ganhando espaco em relacdo a pesca ou extrativismo (FAO, 2018), porém
para que seja obtida elevada produtividade em larga escala, o uso de racdes
balanceadas € imprescindivel, ou seja, assim como em outros sistemas
intensivos de producdo animal, os animais sao alimentados com racfes
potencialmente contaminadas por micotoxinas (Atayde et al., 2014), podendo
acarretar em residuos desse contaminantes no produto final.

Um exemplo desse potencial risco € o consumo de alimentos
contaminados por aflatoxinas e/ou ocratoxina o qual € potencialmente perigoso
para a saude humana por inducéo de efeitos agudos e crdénicos com impacto
teratogénico, carcinogénico e/ou imunossupressor (Abd-Elghany e Sallam,
2015).

Este estudo teve como objetivo avaliar os aspectos relacionados ao
consumo do pescado e a conscientizacdo dos consumidores quanto a possivel
contaminacdo do alimento por micotoxinas na cidade de Curitiba, Parand, sul

do Brasil.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Pontificia Universidade Catolica do Parana (PUCPR) sob parecer de n°
2.310.264, 22 versao (Anexo 1).

O delineamento experimental possuiu carater observacional transversal,
no qual uma amostra da populacdo de consumidores de supermercados da
cidade de Curitiba foi entrevistada no interior desses estabelecimentos. Todos
0s entrevistados possuiam mais de 18 anos de idade no momento da
entrevista. Ao iniciar a abordagem dos consumidores, o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 2) era apresentado para
conhecimento dos participantes com posterior assinatura para autorizacao da
divulgacao dos resultados da pesquisa.

O questionario utilizado no estudo foi adaptado de Gongalves et al. (2008)
e Flores et al. (2014), sendo que sua versao final continha 17 questbes de
multipla escolha, abordando aspectos relativos ao nivel educacional, aos
aspectos do consumo de pescado criado em cativeiro e ao conhecimento
relativo & micotoxinas (Anexo 3). Todos os questionarios foram aplicados para
clientes de supermercados previamente selecionados em cinco regides (norte,
sul, leste, oeste e central) da cidade de Curitiba, no Parana.

A selecéo inicial dos supermercados foi realizada através de busca na
internet utilizando a plataforma de pesquisa do Google® (Google, 2018). Os
termos utilizados para a busca e selecao foram adaptados de Moutinho et al.
(2015): “supermercado” + “Curitiba” + “PR” + “regiao”.

Utilizando os termos citados, a plataforma de busca retornou ao todo 130
resultados, os quais foram listados, numerados e separados por regido.
Utilizando o software Excel® (Microsoft Corporation, 2011), aproximadamente
10% dos estabelecimentos de cada regido foram selecionados aleatoriamente
com o auxilio do comando “aleatdrio”. Do total de 130 mercados, 12 foram
selecionados.

Para a apresentacdo dos dados foi utilizada estatistica descritiva, com
numeros absolutos e relativos de cada alternativa em relacdo ao niumero de
entrevistados ou de respondentes das questdes especificas.

O teste de correlagdo de Spearman foi aplicado para avaliar possiveis

correlacbes entre as respostas de variaveis qualitativas. Para a analise de
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correlacdo foi utilizado o software Statgraphics Centurion, versao XVI para
Windows®. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p<0,05) (Petrie e
Watson, 2009).

3 RESULTADOS

3.1 Dados Demograficos

O questionario foi aplicado a 358 participantes, apresentando a seguinte
distribuicdo entre as regides de Curitiba: norte (n=70), leste (n=70), sul (n=71),
oeste (n=72) e regido central (n=75).

Dos 358 participantes, 54,19% (n=194) eram do sexo feminino e 45,81%
(n=164) do sexo masculino. A média seguida do desvio padréo (+ DP) da idade
dos homens foi de 41,85 + 16,73 anos e das mulheres foi de 39,77 + 16,22
anos. O peso medio (+ DP) dos homens foi de 79,76 + 13,71 kg e das mulheres
foi de 68,83 + 12,60 kg. Ja a média (£ DP) de altura dos homens entrevistados
foi de 1,73 £ 0,07 m e das mulheres foi de 1,62 + 0,07 m (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo das repostas dos entrevistados conforme o sexo (%),

idade, peso e altura (média = desvio padrao).

Feminino Masculino

Total (%) 54,19 (194) 45,81 (164)
Idade (Anos) 39,77 £ 16,22 41,85+ 16,73
Peso (Quilos) 68,83 + 12,60 79,76 £ 13,71

Altura (Metros) 1,62 £ 0,07 1,73 +0,07

O quesito escolaridade foi dividido em ensino fundamental incompleto
(EFI), ensino fundamental completo (EFC), ensino médio incompleto (EMI),
ensino médio completo (EMC), ensino superior incompleto (ESI) e ensino
superior completo (ESC). Os resultados obtidos em relacédo a escolaridade das
pessoas entrevistadas (n=358) foram: 9,78% (n=35) dos entrevistados
possuiam EFI, 12,29% (n=44) EFC, 3,63% (n=13) EMI, 36,03% (n=129) EMC,
6,98% (n=25) ESI, 5,87% (n= 21) possuiam ESC e 25,42% (n=91) preferiram

nao responder sobre a escolaridade.
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As classes sociais dos entrevistados foram divididas em classe A, B, C, D
ou E, de acordo com definicao de 2017 do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE (IBGE, 2017), o qual caracteriza classe A como pessoas que
possuem renda mensal igual ou superior a R$ 18.740,01; classe B com uma
renda mensal entre R$ 9.370,01 e R$ 18.740,00; classe C com renda mensal
variando entre R$ 3.748,01 a R$ 9.370,00; classe D com uma renda mensal de
R$ 1.874,01 a R$ 3.748,00 e a classe E com uma renda mensal igual ou
inferior a R$ 1.874,00.

A distribuicdo dos respondentes (n=358) dentro das classes sociais foi:
classe A = 1,12% (n=4), B = 2,79% (n=10), C = 20,95% (n=75), D = 23,74%
(n=85) e E = 49,16% (n=176), os entrevistados que preferiram nao responder
representaram 2,23% (n=8) do total. A Tabela 2 apresenta os dados de
escolaridade e classe social dos entrevistados.

Em relacdo a ocupacao dos entrevistados (n=358), foram registradas 75
profissbes distintas, dentre elas as seis com maior frequéncia foram:
vendedor(a) com 11,17% (n=40), aposentado(a) e comerciante com 5,87%
(n=21), estudante com 4,75% (n=17), do lar e taxista com 3,91% (n=14) e
outros com 64,53% (n=231) do total de respostas (Tabela 2).

Foram registrados 50 bairros em Curitiba, os com maior frequéncia de
resposta foram: Cidade Industrial de Curitiba com 16,48% (n=59), Sitio
Cercado com 12,01% (n=43), Santa Felicidade com 6,98% (n=25), Cajuru com
5,87% (n=21), Mercés com 3,35% (n=12) e outros com 55,31% (n=198).
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Tabela 2. Distribuicdo das respostas dos entrevistados de acordo com a

escolaridade, classe social e profissao.

Variavel % (n total) Variavel % (n total) Variavel % (n total)
EFI 9,78 (35) Classe A 1,12 (4) Vendedor 11,17 (40)
EFC 12,29 (44) Classe B 2,79 (10) Aposentado 5,87 (21)
EMI 3,63 (13) Classe C 20,95 (75) | Comerciante 5,87 (21)
EMC 36,03 (129) Classe D 23,74 (85) Estudante 4,75 (17)
ESI 6,98 (25) Classe E 49,16 (176) Do lar 3,91 (14)
ESC 5,87 (21) PNR 2,23 (8) Taxista 3,91 (14)
PNR 25,42 (91) Outros 64,53 (231)

Nota: n: numero; EFI: ensino fundamental incompleto; EFC: ensino fundamental completo;
EMI: ensino médico incompleto; EMC: ensino médio completo; ESI: ensino superior incompleto;

ESC: ensino superior completo; PNR: preferiram ndo responder.

3.2 Questionario

De forma geral, as questdes foram divididas em trés secdes distintas, que
abordaram as caracteristicas e preferéncias de consumo, quais 0s critérios
para escolha do pescado e o nivel de conhecimento relativo a possiveis

contaminacgdes e doencas adquiridas através do produto final.

3.2.1 Caracteristicas e preferéncia do consumo de pescado

Do total de 358 respondentes, 71,23% (n=255) afirmaram serem o0s
responsaveis pelas compras da casa e 0s 28,77% restantes (n=103) afirmaram
realizar compras esporadicas, ndo sendo deles as decisfes dos produtos a
serem adquiridos. Essa variavel teve correlacdo significativa (p<0,05) positiva
com a idade do entrevistado (r= 0,3052), ou seja, geralmente as pessoas mais
velhas da casa sao os responsaveis pela escolha e compra dos produtos. Além
disso, houve uma correlacéo significativa (p<0,05) positiva com 0 sexo feminino
(r=0,8362), demonstrando dessa forma que as mulheres sdo as principais
encarregadas das decisdes de compra em supermercados.

Quanto ao tipo de dieta, 3,07% (n=11) dos respondentes se intitularam
como vegetarianos estritos, ou seja, sem qualquer ingestdo de proteinas de
origem animal, esses entrevistados nao continuaram a responder o
guestionério, pois, as demais perguntas tiveram relacdo com o consumo e
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aquisicdo de pescado. Para os 96,93% (n=347) dos entrevistados restantes
gue se caracterizaram como ndo vegetarianos, todo o restante das perguntas
foi realizado. Essa definicdo ndo apresentou qualquer correlagdo significativa
(p>0,05) com os demais resultados obtidos no questionario.

A principal motivacdo para o consumo de pescado foi devido ao sabor
agradavel que o pescado apresenta, ja que 70,03% (n=243) dos entrevistados
responderam a alternativa sabor como sendo o principal motivo para o
consumo. A qualidade nutricional foi a razdo de 12,97% (n=45) ingerirem
pescado; a facilidade de acesso ao pescado foi a justificativa de 2,88% (n=10)
dos respondentes para o consumo do mesmo; 2,31% (n=8) comem para variar
o cardapio; 0,86% (n=3) consomem devido ao custo acessivel dos diferentes
pescados, 0 que representa a mesma propor¢do das pessoas que comem
pescado devido a religido.

Ainda sobre a motivacdo para o consumo, 6,63% (n=23) das pessoas
responderam ao menos duas alternativas (ex. qualidade nutricional e sabor da
carne, ou qualidade e acessibilidade, etc.); enquanto 0,58% (n=2) citaram uma
combinacdo de trés fatores para consumirem pescado (qualidade nutricional,
acessibilidade e sabor da carne). Nesse quesito apenas 2,88% (n=10) dos
entrevistados ndo quiseram ou ndo souberam responder. N&o houve
correlacdo significativa (p>0,05) das motivacdes de consumo de pescado com
as demais questdes e os dados demograficos.

A maior frequéncia de consumo de pescado foi de uma vez por més
somente, com 36,61% (n=127) dos entrevistados enquadrados nessa
categoria, enquanto 24,5% (n=85) dos respondentes comem uma vez por
semana. A opg¢ao de consumo ‘raramente ou em comemoragdes religiosas”
apareceu em 20,17% (n=70) das respostas; o consumo em duas a trés vezes
por semana apareceu em 11,24% (n=39) dos casos; 4,03% dos entrevistados
(n=14) comem mais de 3 vezes por semana, e somente 0,58% (n=2) comem
todos os dias, houve também 4,03% (n=14) das pessoas indicando que néo
consomem pescado. A porcentagem de pessoas que nao quiseram ou nao

souberam responder foi de 0,86% (n=3) (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicéo das respostas dos entrevistados em relagdo a frequéncia

de consumo de pescado.

A correlacdo da frequéncia de consumo e da idade dos participantes foi
significativa (p<0,05) e positiva (r=0,1291), indicando uma leve tendéncia de
gue quanto maior a idade, maior a frequéncia de consumo de pescado.

O dado levantado em sequéncia foi relativo a frequéncia de aquisicao de
pescado para consumo nha propria residéncia, nesse quesito, 36,31% (n=126)
dos participantes afirmaram comprar uma vez por més, 21,90% (n=76) néo
compram, 17,29% (n=60) compram uma vez por semana, 15,56% (n=54)
compram raramente ou em comemoracodes religiosas; 7,78% (n=27) compram
de duas a trés vezes por semana; 0,29% (n=1) compram mais de trés vezes
por semana e nenhum participante respondeu que compra diariamente. Os nao
respondentes ou que ndo souberam responder foram 0,86% (n=3) do total.

A frequéncia de aquisicdo de pescado apresentou correlacao significativa
(p<0,05) e positiva (r=0,1142) com a regido de residéncia dos entrevistados,
residentes das regides norte e central de Curitiba compram peixe para
consumir em casa com mais frequéncia do que as que vivem nas demais
regides da cidade. Também houve correlacdo significativa (p<0,05) entre a
frequéncia de compra de pescado e a idade dos entrevistados (r=0,1793),

demonstrando que quanto maior a idade maior a frequéncia de compra para
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consumo em casa, 0 que vai de encontro com a maior frequéncia de consumo
de pescado comentado anteriormente.

No quesito local onde o pescado é comprado, a preferéncia geral foi para
aquisicdo em supermercados, obtendo a maioria de 41,79% (n=145), seguido
de 31,41% (n=109) das pessoas que responderam preferir comprar em
peixarias; a compra do pescado em feiras e em pesque-pagues apresentou o
mesmo percentual de respondentes, ambas com 8,07% (n=28);
interessantemente, 2,88% (n=10) dos entrevistados responderam que possuem
fornecedores particulares, sejam eles vizinhos ou parentes que produzem e/ou
criam peixes em suas propriedades; uma parcela de 5,19% (n=18) das
pessoas afirmou ndo comprar pescado e 2,59% (n=9) foi o percentual dos que
preferiram ndo responder ou ndo sabiam a resposta (Figura 2). Essa variavel

nao apresentou nenhuma correlacdo significativa (p>0,05) com outras

variaveis.
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Figura 2. Distribuicdo das respostas dos entrevistados em relacdo a
preferéncia do local de aquisicdo do pescado.

Em relacdo a preferéncia do preparo do pescado, quase metade dos
entrevistados (44,67%, n=155) afirmaram preferir o peixe frito; 19,88% (n=169)
preferem assado; 8,93% (n=31) preferem a milanesa; 8,65% (n=30) preferem

grelhado, sendo essa a mesma propor¢ao de preferéncia por peixe cru (8,65%,
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n=30), j& os que preferem ingerir o pescado na forma de ensopado
representaram 8,36% (n=29) dos respondentes, finalmente apenas 0,86%
(n=3) afirmaram n&o ter preferéncia pela forma de preparo. N&o houve
correlacdo significativa (p>0,05) entre a forma de preparo e as demais
guestdes e dados demogréficos.

Com mais da metade das respostas, a tilapia foi o pescado de preferéncia
dos entrevistados com um total de 64,84% (n=225), seguido pelo consumo de
salmdo com 16,14% (n=56) das respostas, pintado com 5,76% (n=20) de
preferéncia; 5,48% (n=19) dos entrevistados preferem tucunare, e finalmente
4,90% (n=17) preferem tambaqui, houve também 2,88% (n=10) das pessoas
qgue afirmaram preferir outras espécies, como por exemplo, pescada, linguado
e tainha, porém essas espécies ndo sdo criadas em cativeiro e fugiam do
propésito da pesquisa. A preferéncia por determinada espécie de peixe ndo
apresentou correlacdo significativa (p>0,05) com nenhuma outra variavel
avaliada. A Figura 3 demonstra a distribuicdo da preferéncia pelas espécies de

peixe para consumo.

Tambaqui ~ Outros
Tucunaré 5% 3%

5%
Pintado
6%

Figura 3. Distribuicdo das respostas dos entrevistados em relagdo a

preferéncia do pescado para consumo.
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3.2.2 Critérios de escolha do pescado

O primeiro item avaliado nessa secédo foi qual a espécie de pescado o
consumidor adquire no momento da compra, mesmo que parecida com a
questdo relativa a preferéncia pelo consumo de determinada espécie, 0
consumidor pode decidir pela aquisicdo de espécie diferente da qual possui
preferéncia devido a outros fatores, como o0 preco por exemplo.

O pescado mais adquirido foi a tilapia, com 47,55% (n=165) dos
entrevistados afirmando ser o pescado que adquirem com maior frequéncia;
10,09% (n=35) afirmaram preferir comprar salmao; 3,17% (n=11) preferem
pintado, situacdo idéntica a aquisicdo de pescado de tucunaré, com 3,17%
(n=11) das respostas, por fim 2,88% (n=10) preferem tambaqui e 33,14%
(n=115) preferem outras espécies (ja citadas anteriormente) (Figura 4). As
preferéncias de compra quanto a espécie ndo foram correlacionadas com as
demais variaveis (p>0,05).

Pintado Tucunaré Tambaqui
Salmio 3%\ 3% / 3%
10%

Figura 4. Distribuicdo das respostas dos entrevistados em relacdo a

preferéncia do pescado para compra.

Em relacdo a forma de aquisicAio do pescado, dois tercos dos
entrevistados (66,86%, n=232) afirmaram preferir a compra de peixe fresco,
27,95% (n=97) preferem comprar peixes congelados; para 2,02% (n=7) dos
respondentes a preferéncia foi para pescado resfriado; jA para peixe salgado,
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em conserva e defumado a preferéncia para ambas as formas foi de 0,29%
(n=1). Um total de 2,02% (n=7) afirmou n&o comprar pescado de nenhuma
forma, enquanto 0,29% (n=1) dos entrevistados preferiram n&o responder.
Essa varidvel ndo apresentou correlacdo significativa (p>0,05) com as demais
guestdes e os dados demograficos.

Quanto a forma de apresentacdo do pescado, a maioria dos respondentes
(61,67%, n=214) afirmou sua preferéncia pelo filé; 23,63% (n=82) preferem o
peixe inteiro, enquanto 9,80% (n=34) demonstraram preferéncia pelo peixe
eviscerado, com a menor parcela dos entrevistados (4,90%, n=17) afirmando
preferir o corte em postas. Ndo houve correlagcdo significativa (p>0,05) da
forma de apresentacdo com as demais questbes e os dados demograficos.

Ao serem questionados de que forma avaliam a qualidade do pescado
para a compra, 59,08% (n=205) dos entrevistados responderam que avaliam a
gualidade do pescado através da aparéncia geral do produto; 19,60% (n=68)
responderam que avaliam por mais de uma opcao (ex. pela aparéncia e
validade, ou aparéncia e preco, ou validade e frescor, e outros); 12,39% (n=43)
responderam que avaliam somente pelo prazo de validade estipulado na
embalagem; 3,46% (n=12) responderam que avaliam de outra forma fora as
alternativas disponibilizadas (ex. olhos, aroma, procedéncia, e outros) e 1,15%
(n=4) responderam que avaliam pelo tempo de prateleira. Por fim 4,32% (n=15)
responderam que ndo compram peixe, entdo ndo sabem avaliar a questdo da
gualidade. Nao houve correlacdo significativa (p>0,05) desta questao entre as
demais questdes e os dados demograficos.

Com relacdo a percepcao dos precos de pescados nos supermercados,
59,94% (n=208) dos entrevistados acham o preco alto; 10,66% (n=37)
responderam gue acham excessivamente alto; 9,22% (n=32) afirmaram que o
preco praticado pelos supermercados € baixo; 7,20% (n=25) acham que o
preco € normal e 0,58% (n=2) das pessoas entrevistadas acham muito barato.
Nessa questdo 12,39% (n=43) das pessoas ndo quiseram ou ndo souberam
responder. Houve uma correlacdo significativa (p<0,05) entre a percepcao de
preco dos pescados e 0 sexo dos entrevistados, sendo essa correlacéo positiva
(r=0,1357) com o sexo masculino, demonstrando assim que os homens tendem
a perceber o preco do peixe no mercado como mais caro em relacdo a

percepcao de preco das mulheres.
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3.2.2 Conhecimento dos consumidores em relacdo a possiveis
contaminantes do pescado

A primeira questdo dessa sessdo foi relacionada a opinido dos
consumidores quanto a diminuicdo de possiveis contaminantes no pescado
apos a coccao, eles deveriam responder sim se achavam que a cocc¢ao diminui
o nivel de contaminantes e ndo em caso contrario. Com isso 56,77% (n=197)
dos entrevistados responderam que nao, que o peixe ndo deixa de apresentar
riscos de contaminagao, enquanto que 40,63% (n=141) responderam sim, que
0 peixe deixar de apresentar risco de contaminacdo apos ser processado na
cozinha. Apenas 2,59% (n=9) n&o souberam responder (Figura 5). Essa
guestdo também ndo apresentou correlacdo significativa (p>0,05) com as
demais questdes e os dados demogréaficos.

2%

i Diminui a
contaminac¢do

i Nio diminui a
contaminag¢ao

L Nao souberam
responderam

Figura 5. Distribuicdo das respostas dos entrevistados em relagdo a opinido
sobre a diminuicdo dos possiveis contaminantes através da coccdo do

pescado.

Relativamente ao conhecimento quanto a possiveis doencas que podem
ser adquiridas ao ingerir pescado, a grande maioria, 86,17% (n=299) das
pessoas responderam que ndo sabem quais doencas podem ser adquiridas

através do consumo desse tipo de produto, enquanto que 12,68% (n=44)
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responderam que sim, sabem alguma doencga que pode ser adquirida por essa
via. Somente 1,15% (n=4) preferiram n&o responder.

O conhecimento das possiveis doencas adquiridas através do consumo
de pescado apresentou correlagao significativa (p<0,05) e negativa (r=-0,2039)
com o nivel de escolaridade dos entrevistados, demonstrando que pessoas
com niveis inferiores de escolaridade (EFI, EFC e EMI) apresentam menor
nivel de compreensao desse risco. Houve também uma correlacao significativa
(p<0,05) dessa questdo com a classe social dos entrevistados (r=-0,1565),
demonstrando que pessoas pertencentes a classes sociais inferiores (D e E)
também possuem menor compreensao sobre esse aspecto.

A penultima questdo buscou verificar o grau de compreensdo dos
entrevistados quanto a existéncia de micotoxinas. Quase 90% dos
respondentes (89,91%, n=312) demonstrou ndo saber o que sdo micotoxinas,
enquanto 8,93% (n=31) responderam que sabem o que sdo micotoxinas. Os

entrevistados que preferiram ndo responder somaram 1,15% (n=4) (Figura 6).

i Sabem
i Nio sabem

i Preferiram nio responder

Figura 6. Distribuicdo das respostas dos entrevistados em relacdo ao

conhecimento sobre 0 que sdo micotoxinas.

Houve correlacdo significativa (p<0,05) e negativa (r=-0,1559) entre o
conhecimento do que sdo micotoxinas e a escolaridade dos entrevistados,

demonstrando que pessoas com menor escolaridade tendem a nédo saber o
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gue sdo micotoxinas. Como na questdo anterior, a classe social também
impactou de forma significativa (p<0,05) com uma correlacdo negativa (r=-
0,1550) em relagdo ao conhecimento sobre o que sdo micotoxinas, ou seja,
individuos de classes sociais mais baixas (D e E) tendem a ndo compreender o
gue sao esse tipo de toxinas.

A Ultima questdo indagava o entrevistado sobre os possiveis efeitos
toxicos que as micotoxinas podem causar aos seres humanos. Um total de
93,95% (n=326) das pessoas responderam nao saber quais sao esses efeitos,
ao mesmo tempo que somente 4,90% (n=7) responderam ter ciéncia dos
efeitos causados pela exposicdo a essas toxinas. Apenas 1,15% (n=4) das

pessoas preferiram ndo responder (Figura 7).
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Figura 7. Distribuicdo das respostas dos entrevistados em relacdo ao
conhecimento dos possiveis efeitos deletérios das micotoxinas na saude

humana.

Nessa Ultima questédo, verificou-se correlacdo significativa (p<0,05) e
negativa (r=-0,1243) com a escolaridade das pessoas entrevistadas,
demonstrando que pessoas com niveis de escolaridade inferiores (EFI, EFC e
EMC) tendem a ndo saber dos possiveis efeitos deletérios das micotoxinas

sobre a salde humana.
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4 DISCUSSAO

Sob a otica do perfil de consumo alguns trabalhos também avaliaram
essa varidvel em amostras populacionais de diferentes regiées do Brasil.
Maciel et al. (2013) ao entrevistarem 1.966 pessoas de diferentes campi da
Universidade de S&o Paulo, relatam que 27,11% dos entrevistados consumiam
pescado apenas uma vez na semana, 25,94% de duas a trés vezes ao més,
17,40% consumiam uma vez ao més e 14,80% consomem raramente.

Outro trabalho que buscou caracterizar o consumo de pescado,
entrevistou pessoas em todas as regides brasileiras (Lopes et al., 2016) e os
autores classificaram como baixa a frequéncia média de consumo de pescado
pelos brasileiros, citando que 39,52% dos entrevistados consomem de uma a
duas vezes por més, enquanto 30,65% ingerem a0 menos uma vez por
semana.

Ambos os trabalhos citados diferem em algum ponto do presente estudo
em relacédo a frequéncia de consumo de pescado. A porcentagem de pessoas
gue consomem uma vez ao més foi mais que o dobro do que a encontrada por
Maciel et al. (2013), enquanto que o percentual de pessoas que consomem ao
menos uma vez por semana foi 6 pontos percentuais menor que os de Lopes et
al. (2016). Isso demonstra que de forma geral, a caracterizacdo do consumo de
pescados em uma populacdo tende a ser complexa, pois envolve fatores
socioeconémicos, padrdes de consumo e preferéncias pessoais, entre outros
(Maciel et al., 2012).

A baixa frequéncia de consumo de pescado encontrada nesse tipo de
trabalho reflete o baixo consumo per capita anual de pescado pelo brasileiro,
gue gira em torno de 9,00 kg/ano (FAO, 2019) e que ainda é considerado baixo
pela Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO),
gue recomenda ao menos 12,00 kg/pessoa/ano. O consumo de pescado no
Brasil também é baixo quando comparado a média global, que é de 20,50
kg/pessoa/ano, ou seja, ainda ha espaco para aumento da participacdo do
pescado na mesa dos brasileiros.

Esse baixo consumo parece ter um fator cultural importante no territorio
brasileiro, pois a variacdo entre regides € expressiva de acordo com a
Pesquisa de Orcamentos Familiares de 2017 e 2018 (IBGE, 2020), a qual

mostra que a aquisicao de pescado per capita na Regido Norte foi de 9,85
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kg/ano contra 1,04 kg/ano na Regido Sul. Fatores como a oferta constante de
pescado com precos atrativos, além da diversidade e facilidade de aquisicdo
provavelmente influenciem esse consumo maior na Regido Norte (Lopes et al.,
2016).

A preferéncia pela espécie do pescado também sofre influéncia regional.
Flores et al. (2014) realizaram uma pesquisa de preferéncia no estado do
Tocantins, sendo o tambaqui uma das espécies mais consumidas ha regiao.
De certa forma, a maior producao de tambaqui na Regido Norte do Brasil, com
73,10% do total nacional (IBGE, 2019), explica essa preferéncia, pois ha uma
maior oferta desse tipo de peixe mais préximo as regides produtoras. Mesmo
efeito observado no presente estudo, jA que a preferéncia foi por tilapia,
espécie mais produzida no Brasil como um todo (60,00% do total), tendo o
estado do Parana como principal produtor (IBGE, 2019).

A decisdo de consumo de pescado parece ser atrelada a caracteristicas
organolépticas do produto, como sabor e textura. Como demonstram o0s
trabalhos de Kubitza (2002) e Silveira et al. (2012), jA que ambos encontraram
a maior proporcdo dos entrevistados selecionando a preferéncia pelo sabor
como decisao para o consumo de pescado. Dados esses que vém de encontro
aos reportados no presente estudo.

Outros fatores como qualidade da proteina, facilidade de digestdo e
indicacdo médica também aparecem como tendo relativa importancia, porém
em ordens distintas entre os trabalhos. A idade dos consumidores parece estar
envolvida na decisdo e na frequéncia de consumo e de aquisicdo do pescado,
pois ha relatos de correlacdes positivas entre essas variaveis (Maciel et al.,
2012), provavelmente devido a possiveis efeitos benéficos do consumo de
carne de peixe em relacdo a saude dos individuos. Resultados também
encontrados em correlacdes do presente estudo.

No Brasil, de anteméo, tem-se a ideia de que o brasileiro ndo consome
carne de peixe por ndo possuir costume ou héabito, associado a pequena oferta
(Pereira, 2003). Porém, o principal fator citado como impeditivo ou
desestimulante para a aquisicdo do pescado parece ser o preco do produto, ja
gue os respondentes que ndo consomem ou que consomem em frequéncia
reduzida citam isso como fator determinante para ndo comprarem (Kubitza,

2002; Sonoda et al., 2012; Flores et al., 2014). Alguns trabalhos citam o preco
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como fator importante mas nao decisivo no momento da compra (Maciel et al.,
2015), enquanto outros citam que o preco € irrelevante para essa decisao
(Tavares et al., 2013).

Apesar de ndo ter sido avaliado de forma direta como possivel fator
decisivo na compra do pescado, no presente estudo a percepcédo do precgo
praticado por supermercados foi relatada como sendo um preco alto, indicando
gue o preco pode ser um fator limitante para o aumento do consumo. Essa
percepcdo foi maior para consumidores do género masculino, resultado que
difere do de Flores et al. (2014) os quais relatam que as mulheres sé&o as que
mais consideram o prec¢o do pescado elevado.

O pescado em forma de filé foi o que apresentou maior preferéncia dentre
0s entrevistados, além disso, houve uma predilecdo por aquisicdo desses
produtos em supermercados e na forma fresca. Fornari et al. (2017) citaram
gue a aquisicdo em supermercados pode estar relacionada a concentracdao da
aquisicao de alimentos em um so local, evitando assim deslocamentos a feiras
ou peixarias. A preferéncia pela apresentacdo na forma de filés provavelmente
estd associada a questbes relacionadas a facilidade de preparo e a nao
presenca de espinhos (Maciel et al., 2015; Lopes et al., 2016).

Gagleazzi et al. (2002) citaram que problemas sanitarios e tecnoldgicos,
no sentido de ndo encontrar produtos frescos ou com boa aparéncia, impactam
negativamente a decisdo de aquisicdo do pescado pelo consumidor. Diferentes
trabalhos corroboram os resultados obtidos na presente pesquisa, no que
tange a avaliacdo do pescado no momento da compra (Silveira et al., 2012;
Maciel et al., 2013, 2015), entre os principais atributos avaliados no momento
da compra estdo o odor, a coloracdo e a textura, geralmente avaliados em
conjunto; outro aspectos encontrado na literatura citada, porém ndo no
presente estudo, foi a presenca do selo de inspecao sanitaria.

Sob o0 ponto de vista de possiveis contaminantes e focando
principalmente nas micotoxinas, alguns trabalhos demonstram a presenca de
algumas delas em diferentes espécies de pescado fresco ou curado. Tolosa et
al. (2014; 2017), citam a presenca de eniatinas e beauvericinas (micotoxinas
emergentes do género Fusarium spp.) em pescado fresco oriundo de
piscicultura. Sun et al. (2015) encontraram aflatoxina B2, ocratoxina A e

zearalenona em pescados frescos e curados na regido de Xangai, na China.
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No Brasil, ndo estdo disponiveis avaliacbes de contaminacdes naturais por
micotoxinas, seja em pescado oriundo de pesca ou de cultivo, as Unicas
avaliacOes de residuos sdo provenientes de contaminacdes experimentais.

De forma geral, ha também uma percepc¢do por parte dos consumidores
de que o processo de coccdo reduz os niveis de contaminantes quimicos
(Pinho, 2015). Isso pode variar de acordo com o tipo de micotoxina, com
resultados mostrando que diferentes métodos de tratamento térmico podem
reduzir as eniatinas e beauvericinas, porém ndo de micotoxinas mais
resistentes como € o caso das aflatoxinas (Tolosa et al., 2017).

Devido ao fato de haver pouca informacao disponivel sobre o nivel de
residuo de micotoxinas em pescados e seus derivados, principalmente no
Brasil, torna-se importante um maior controle e investigacdo dessas possiveis
contaminagdes, mesmo que seja para demonstrar que ndo ha quaisquer niveis
desse tipo de contaminantes. Além disso, parece ser interessante a
disseminacdo de informacdo sobre esses compostos principalmente a
populacdo de menor escolaridade, pois ha uma correlacdo que demonstra que
guanto menor a escolaridade, menor é o nivel de conhecimento sobre o0 que

S&80 e 0 que causam as micotoxinas.

5 CONCLUSAO

O pescado produzido em cativeiro mais consumido pela populacéao
curitibana avaliada € a carne de tilapia e sua preferéncia se deve a maior oferta
nessa regido e também a facilidade de preparo e aquisicdo, pois, como
demonstrado os consumidores buscam adquirir o pescado em forma de filés e
em supermercados, concentrando assim a compra de alimentos em um sé
local. Mesmo que ndo existam levantamentos da contaminagdo por
micotoxinas desse tipo de pescado, a preferéncia por essa espécie pode
indicar um maior risco do produto final (pescado) apresentar residuos de
micotoxinas, visto que os animais sao criados em cativeiro e alimentados com
racdes que podem conter diferentes tipos dessas substancias.

Outro ponto importante € que os consumidores desconhecem o que sao
micotoxinas e seus impactos negativos na saude humana, bem como da
possibilidade da presenca das mesmas no pescado, mesmo que em baixa

guantidade. Ha4 também um desconhecimento generalizado sobre possiveis
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doencas causadas por contaminantes presentes no pescado. Dessa forma,
sugere-se que maiores esfor¢cos sejam tomados na investigagédo e divulgacao
desse tipo de informacdo, para que a cadeia cresca de forma saudavel e

segura.
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ABSTRACT

Even undergoing by quality tests, raw materials used in feed may contain
mycotoxins and, if the control measures are not appropriated taken, there is a
risk that the final products of animal production contain residues of these
contaminants. The objective was to evaluate the presence of different
mycotoxins and their co-occurrence in commercial fish feed, as well as to
evaluate the exposition risk through fish feed intake. A total of 160 samples of
fish feed were collected in agrocenters of Curitiba city, Parana state, south

Brazil. These samples were analyzed for the presence of 21 distinct
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mycotoxins, using high performance liquid chromatography coupled to a mass
spectrometry detector (LC-MS/MS-LIT). The estimated daily intake (EDI) of
each mycotoxin was performed and compared with the tolerable daily intake
(TDI) for fish. A total of eight mycotoxins were detected in the samples, among
them the four most prevalent were: eniatin B (EN B) present in 87.50% of the
samples, with an average concentration of 1.57 + 0.48 pg/kg; zearalenone
(ZEA), detected in 86.88% of the samples, with an average concentration of
148.66 + 22.49 pg/kg; fumonisin B2 (FB2) with a prevalence of 49.38%, with an
average concentration of 384.09 = 134.02 ug/kg and enniatin B1 (EN By), found
in 42.50% of the samples, with an average concentration of 0.92 + 0.25 ug/kg.
The co-occurrence of at least two mycotoxins of different types was observed in
86.80% of the samples. The EDI/TDI ratio was higher for ZEA and ochratoxin
(OTA), thus presenting a risk to animals. It is concluded that there is presence
of mycotoxins in fish feed, as well as their co-occurrence. The evaluation of the
EDI/TDI ratio is interesting, as it allows a better assessment of the risk to
animals, however this interpretation is complicated due to the fact that different
extrapolations must be performed in order to obtain TDI values. Thus, it is
suggested that more studies should be carried out aiming the evaluation of
specific toxic doses for different species, and the possible that the combinations

effects among mycotoxins should be also evaluated.

Keywords: Contamination. EDI. LC-MS/MS-LIT. Multi-contamination. TDI.

RESUMO

Mesmo passando por testes de qualidade, as matérias primas utilizadas na
alimentacdo animal podem conter micotoxinas e, se as medidas de controle
necessarias ndo forem tomadas apropriadamente, ha o risco de que os
produtos finais da producéo animal contenham residuos desses contaminantes.
O objetivo foi avaliar a presenca de diferentes micotoxinas e sua coocorréncia
em racOes comerciais para peixes, bem como avaliar o risco de exposicéo
através da ingestdo dessas racfes. Foram coletadas 160 amostras de racgao
para peixes comercializadas em agropecudrias na cidade de Curitiba, estado
do Parana, sul do Brasil. Essas amostras foram analisadas quanto a presenca

de 21 micotoxinas distintas, através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
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acoplada a um detector de espectrometria de massas (LC-MS/MS-LIT). Apés o
resultado das andlises, a ingestéo diaria estimada (IDE) de cada micotoxina foi
estimada e comparada com a ingestéo diaria toleravel (IDT) por peixe. Um total
de oito micotoxinas foram detectadas nas amostras, dentre elas as quatro com
maior prevaléncia foram: eniatina B (EN B) presente em 87,50% das amostras
e com concentracdo média de 1,57 + 0,48 ug/kg; zearalenona (ZEA), detectada
em 86,88% das amostras, com concentragdo media de 148,66 + 22,49 ug/kg;
fumonisina B> (FB2) com prevaléncia de 49,38% e concentracdo média de
384,09 + 134,02 pg/kg; além da eniatina B1 (EN B1), encontrada em 42,50%
das amostras, com concentracao média de 0,92 * 0,25 pg/kg. A coocorréncia
de pelo menos duas micotoxinas de classes distintas foi observada em 86,80%
das amostras. A relacdo IDE/IDT foi maior para ZEA e ocratoxina (OTA),
apresentando assim maior risco aos animais. Conclui-se que ha a micotoxinas
em racdes prontas, bem como a coocorréncia destas nesses alimentos. A
avaliagdo da relagcdo IDE/IDT é interessante, pois permite uma melhor
avaliacdo do risco aos animais, entretanto essa interpretacdo € dificultada
devido ao fato de que diferentes extrapolacdes devem ser realizadas para que
se obtenham valores de IDT. Com isso, sugere-se que mais estudos sejam
realizados visando a avaliacado de doses toxicas especificas para as diferentes
espécies e que os efeitos das combinacdes entre micotoxinas sejam também

avaliados.

Palavras-chave: Contaminacdo. IDE. IDT. LC-MS/MS-LIT. Multi-

contaminacao.

1 INTRODUCAO

Nos ultimos 50 anos, a piscicultura vem crescendo rapidamente, porém
ela ainda é considerada nova na producédo de alimento (Oliveira et al., 2013).
As estimativas sdo de que em 2050 a populacao global chegue em 9,7 bilhdes
de pessoas, fazendo com que politicas dispostas a erradicar a desnutricdo e
possibilitar a populacdo uma dieta nutritiva ganhem destaque no cenario
internacional (FAO, 2018). Devido ao aumento da demanda por alimentos as
perspectivas sdo de que o consumo global de peixes até o ano de 2025 seja de

178 milhdes de toneladas/ano, para isso a piscicultura tende a assumir papel
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primordial na oferta de pescado, superando a pesca extrativista na quantidade
total de peixe ofertado (FAO, 2018).

Para que a producao seja eficiente, é necessario que se fornecam racdes
balanceadas nutricionalmente e com custo reduzido, aspectos que de forma
geral se alcancam através de uma maior incluséo de ingredientes de origem
vegetal. Esses ingredientes tendem a possuir maiores niveis de contaminagéo
por micotoxinas, levando assim a possiveis reducbes de desempenho
zootécnico e até mesmo maior risco de exposicdo as micotoxinas para o
consumidor final (Pietsch, 2020).

As micotoxinas sdo metabdlitos tdéxicos produzidos por fungos, podem
estar presentes em cereais (milho, trigo e cevada, entre outros) e também em
oleaginosas (soja, amendoim e algoddo, entre outros). A producdo das
micotoxinas pode ocorrer em diferentes etapas do ciclo produtivo, desde a
colheita até o armazenamento desses graos ou do produto acabado (Montanha
et al., 2018; Pietsch, 2020). Algumas dessas micotoxinas apresentam grande
estabilidade quimica, permanecendo nos alimentos mesmo apds a inativacao
dos fungos e o processamento do alimento por diferentes vias (Khazaeli et al.,
2014). Seus efeitos toxicos podem ocorrer ndo s6 em animais de producéo
vertebrados, mas também no homem de forma direta ou indireta (Escriva et al.,
2017).

Dentre os diversos tipos de micotoxinas que podem ser encontradas nos
alimentos e racfes, as mais relevantes sdo: aflatoxinas (AFs); ocratoxina A
(OTA); tricotecenos (toxinas T-2 e HT-2, deoxinivalenol [DON] e nivalenol
[NIV]), fumonisinas (FBs), zearalenona (ZEA) e outras emergentes como
beauvericina (BEA) e eniatinas (ENs) (Ashig, 2015; Jeswal e Kumar, 2015;
Nathanail et al., 2015; Adeyeye, 2016).

Os problemas e riscos associados a contaminacéao de alimentos e racdes
com micotoxinas tém levado ao desenvolvimento de métodos que buscam
cada vez mais precisdo, sensibilidade, exatiddo e reprodutibilidade para a
determinacao da presenca e dos niveis de micotoxinas nos produtos de origem
animal, principalmente com destino ao consumo humano (Pietsch, 2020).

O presente estudo teve por objetivo avaliar a possivel presenca de
micotoxinas e a coocorréncia das mesmas em racfes destinadas a peixes,

comercializadas em Curitiba, estado do Parand, sul do Brasil. E, também,
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estimar a ingestdo diaria estimada (IDE) dessas micotoxinas e comparar com

valores de ingestéo diaria toleravel (IDT) para peixes.

2 MATERIAL E METODOS
O estudo foi realizado na Pontificia Universidade Catolica do Parana
(PUCPR), Brasil e no Laboratério de Quimica e Toxicologia de Alimentos da

Universitat de Valencia, Espanha.

2.1 Quimicos e reagentes

Todos os solventes (acetonitrila, metanol, cloroformio e acetato de etilo)
foram adquiridos da companhia Merck (Darmstadt, Alemanha). A agua
deionizada (>18 MQ cm de resistividade) utilizada nas extracdes, foi obtida de
um sistema de purificacdo de agua Milli-Q (Millipore Corporation, Bedford, MA,
EUA). O formiato de aménio (HCO2NH4, 97%) e o acido formico foram
adquiridos via Sigma Aldrich (St. Louis, EUA).

2.2 Amostras de racao

Para a coleta de amostras de racdo de peixe, lojas agropecuarias foram
selecionadas em diferentes bairros de Curitiba. A selecao inicial dessas lojas
foi realizada através de busca na internet utilizando a plataforma de pesquisa
do Google® (Google, 2018). Os termos utilizados para a busca e sele¢do das
mesmas foram definidos de acordo com metodologia citada por Moutinho et al.
(2015), e foram: “agropecuaria” + “Curitiba” + “PR”.

Ao todo foram encontradas 114 lojas agropecuarias em Curitiba. Apos
contato inicial, somente 78 agropecuarias comercializavam racdes para peixe,
as quais foram listadas em planilha do software Excel® (Microsoft Corporation,
2011) para que posteriormente através do comando “aleatério” fosse
selecionado um total de 16 estabelecimentos.

Apés a selecdo das lojas a serem visitadas, 160 amostras de racdo para
peixes em crescimento foram coletadas durante um periodo de cinco meses,
em que a cada visita mensal eram obtidas 2 amostras de rac¢des de diferentes
marcas por local (2 amostras x 16 lojas = 32 x 5 meses = 160 amostras). Apos
as coletas, as amostras de ragdo contendo aproximadamente 50 g foram

moidas com peneira mesh 30 em moinho tipo Willey (Tecnal® Equipamentos
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cientificos), acondicionadas em sacos de polietileno, identificadas com
informagdes de data, local de coleta, marca e lote da ragcdo. As amostras foram
mantidas em temperatura de -20° C até as extracdes de micotoxinas e analises

cromatograficas.

2.3 Micotoxinas analisadas

Foram avaliadas 21 micotoxinas: aflatoxina B: (AFB:), aflatoxina B:
(AFB2), aflatoxina Gi (AFGi), aflatoxina G: (AFG), fumonisina Bi1 (FBuy),
fumonisina B> (FB2), fumonisina Bz (FB3), eniatina A (EN A), eniatina A1 (EN
A1), eniatina B (EN B), eniatina B1 (EN Bi), zearalenona (ZEA), ocratoxina A
(OTA), deoxinivalenol (DON), 3-acido deoxinivalenol (3DON), 15-acido
deoxinivalenol (15DON), nivalenol (NIV), neosolaniol (NEO), toxina HT-2 (HT-
2), toxina-T2 (T-2) e beauvericina (BEA).

2.4 Validagéo do método

Os métodos foram validados de acordo com as recomendacfes da
Comissdo da Unido Europeia (EC, 2006). Caracteristicas de desempenho,
incluindo limites de deteccdo e quantificacdo (LOD e LOQ), especificidade,
precisdo, recuperacdo, efeito matriz e linearidade foram obtidas de amostras
em branco da racdo para peixe. Para determinar a linearidade, as curvas de
calibracdo foram construidas a partir dos padrées preparados em MeOH e dos
padrdes preparados no extrato de amostra em branco.

O LOD foi medido como o valor minimo encontrado nos padrbes de
calibracdo de matrizes correspondentes a uma relacdo sinal/ruido de pelo
menos 3:1 e as LOQs de pelo menos 10:1.

A determinacdo da recuperacdo das extracfes foi realizada pela andlise
da concentracdo de micotoxina nas amostras antes e ap0s a extracdo,
calculando a proporcdo das areas de pico de cada micotoxina em cada
amostra. Trés niveis de adicdo foram injetados em amostras em branco para
essas determinacfes (LOQ, 10LOQ e 100LOQ), todas as analises foram
realizadas em triplicata durante 3 dias consecutivos. O desvio padrao relativo
(DPR) foi utilizado para expressar a precisao da recuperacao da extragao.

A comparacado da inclinacdo entre as curvas de calibracdo nos extratos

das amostras e nas curvas de calibracdo em solvente puro (MeOH) na mesma
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concentracdo foi utilizada para o calculo do efeito da matriz (EM). A
supressao/aprimoramento de sinal (SAS) devido ao EM foi realizada como o

seguinte calculo:

SAS (%) = (inclinagdo com matriz/inclinagdo em MeOH)*100

Valores proximos a 100% indicam que ndo ha EM significativo, enquanto
valores inferiores a 100% e superiores a 100% indicam supressao e

aprimoramento de sinal, respectivamente.

2.5 Procedimentos de extracao

Para as analises cromatograficas foi realizado o seguinte procedimento
de extracdo: 25 mL de solucdo de metanol foram adicionados a uma amostra
de 5 g de racao previamente moida e homogeneizada; ap0s essa etapa, a
amostra passou por nova trituragdo e homogeneizacdo em ultraturrax a 7.000
RPM durante 3 minutos; seguida por centrifugacdo a 4.000 RPM durante 5
minutos a 4° C; apos a centrifugacdo a camada superior foi entdo retirada e
acondicionada em um baldo de evaporacdo, posteriormente processada em
evaporador rotativo (80 RPM, a 50° C, com uma presséao de vapor de 5 bar) até
completa evaporacdo do solvente; apdés completa secagem, a amostra foi
reconstituida com 5 mL de metanol e introduzida em um tubo tipo Falcon® de
15 mL. O tubo foi colocado em um evaporador em banho maria contendo vapor
de nitrogénio para completa evaporacao do solvente; a amostra foi novamente
reconstituida com 1 mL de solu¢do de metanol a 50%, sendo posteriormente
filtrada (filtro nylon 0,22 ym) e armazenada em um vial para posterior analise
em cromatografo.

Todas as extracdes foram realizadas em triplicatas.

2.6 Anélises em LC-MS/MS-LIT

As andlises de LC-MS/MS-LIT foram conduzidas por um sistema de
cromatografia Agilent 1200 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA),
acoplada a um espectrometro de massa 3200 QTRAP® (AB Sciex, Foster City,
CA, EUA), equipado com uma interface turbo de ionizagdo por

eletropulverizacdo (ESI). O analisador QTRAP® combina um triplo quadrupolo
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totalmente funcional e um espectrobmetro de massa de armadilha de ions
lineares dentro do mesmo instrumento. A separacao foi realizada utilizando
uma coluna LC-Gemini-NX (Phenomenex, Barcelona, Espanha) (150 mm x 2
mm |.D., tamanho de particula 5 pm).

A taxa de fluxo foi ajustada para 0,8 mL/min e a temperatura do
equipamento foi de 40 °C, com um eluente de agua ligeiramente acidificada
com 0,1% de &cido férmico e formiato de amdnio 5 mM (fase mével A), e
eluente contendo metanol, formiato de aménio 5 mM e &cido férmico a 0,1%
(fase moével B). O gradiente de diluicdo comecou com 0% de solvente B,
aumentando para 100% em 10 minutos, diminuindo para 80% em 5 minutos e,
finalmente, diminuindo para 70% em 2 minutos. Durante os subsequentes 6
minutos, a coluna foi limpa, reajustada para as condic¢des iniciais e equilibrada
durante 7 minutos. O volume das injec¢des foi de 10 L.

A otimizacdo de parametros de MS como potencial de decomposicao
(PD), energia de colisdo (EC) e potencial de entrada de células de colisdo
(PEC) foi realizada por analise de injecdo de fluxo para cada micotoxina
padrdo. O potencial de entrada (PE) e o potencial de saida da célula de colisdo
(PSC) foram definidos em 10 e 4 V, respectivamente, para todos os analitos. O
MS foi operado no modo de monitoracdo de reacdo multipla (MRM) e com a

resolucdo ajustada para a resolucédo da unidade para Q1 e Q3.

2.7 Avaliacdo da ingestdo diaria estimada (IDE) e da ingestdo diaria
toleravel (IDT)

Para o calculo da IDE foi utilizado um peixe padrdao de 1,0 kg, com
consumo alimentar (CA) de 1,2% do peso corporal (PC) ao dia. Esse consumo
é referente a uma conversao alimentar de 1,2 kg de racéo para cada 1,0 kg de
peixe (ABP, 2019; Pietsch, 2020). Com isso, o consumo diario estimado de
racao para um peixe de 1,0 kg de PC é de 0,012 kg.

A partir do consumo diario de racéao foi calculada a IDE em pg/kg PC/dia.
Para isso a concentracdo de cada uma das micotoxinas na racdo (ug/kg) foi
multiplicada por 0,012 (quantidade de racdo ingerida), o resultado dessa
multiplicacao foi entéo dividido por 1,0 (peso do peixe em kg).

O célculo de IDE pode entdo ser expresso da seguinte maneira:
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IDE = (C*[PC*CA]) / PC

Sendo que "C" significa a concentracdo média de micotoxinas
encontradas na amostra de ragdo, expressa em ug/kg; "PC" significa peso
corporal em kg; "CA" representa o consumo alimentar em % do peso corporal.

Para o célculo da IDT em ug/kg PCl/dia, inicialmente buscaram-se na
literatura os niveis minimos de efeitos observados, na sigla em inglés LOEL
(lowest observed effect levels), que nada mais sdo do que 0s menores niveis
de exposicdo a micotoxinas em que determinados efeitos deletérios foram
observados e esse nivel é expresso em pg/kg de alimento.

Segundo Pietsch (2020) para avaliar o risco de exposi¢cao a determinado
composto, devem-se usar os valores de LOEL seguido de ajuste por um fator
de seguranca. No presente estudo, o fator de seguranca escolhido foi 50
devido aos possiveis problemas de extrapolacdo entre espécies, aos diferentes
efeitos deletérios observados entre micotoxinas e também ao fato de que o
trabalho que descreve o LOEL (Pietsch, 2020) avalia o efeito isolado de
determinada micotoxina e ndo sua combinacdo com outras, o que de fato se
torna complexo devido a grande variacdo entre esses compostos.

Além do LOEL e do fator de seguranca, foram utilizados também os
valores de ingestédo diaria de racao (1,2% do PC) e do peso corporal médio dos

peixes.

IDT = (LOEL/FS)*(PC*CA)

Sendo que "LOEL" significa os niveis minimos de efeitos observados; FS
€ o fator de seguranca adotado; "PC" € o peso corporal em kg e "CA"
representa o consumo alimentar em % do peso corporal.

Por fim, a relacdo entre o IDE e o IDT foi calculada e expressa em
porcentagem, ou seja, a IDE/IDT representa quanto do tolerdvel o animal

ingere por dia com base nas ra¢cdes e micotoxinas analisadas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Validag&o dos métodos

Para a otimizacdo do método, as amostras de racdo foram previamente
analisadas quanto a presencga de micotoxinas através de metodologia validada
no laboratério para utilizacdo em cereais. ApOs essas andlises, amostras
negativas para a presenca de micotoxinas foram utilizadas como amostras em
branco para realizar os ensaios de recuperacgéo e curvas de calibragao.

Antes de otimizar as condi¢cdes do LC-MS/MS-LIT, a varredura completa e
a varredura dos ions filhos em modo positivo e negativo foram realizadas. Além
disso, os compostos também foram caracterizados pelos tempos de retencao
(TR), conforme demostra a Tabela 1.

Foi obtida boa sensibilidade para as micotoxinas selecionadas quando
utilizado o modo positivo (ESI+), o pico de base observado foi [M+H]+ para
cada uma das micotoxinas estudadas.

Todas as amostras apresentaram boa linearidade em relacdo a faixa de
trabalho (10LOQ e 100LOQ) e o coeficiente de regressdo das curvas de
calibracédo foi superior 0,9724. Os LODs e LOQs foram estimados a partir de
um extrato de uma amostra em branco, fortificada com concentracdes
decrescentes das micotoxinas. As adicOes foram realizadas a partir de trés
amostras brancas diferentes. Os LODs e LOQs foram calculados usando o
critério de S/R =23 e S/R =210 para LOD e LOQ, respectivamente (Tabela 1).

Os resultados de recuperacao variaram entre 77,60% e 109,30%, o valor
de DPR foi inferior a 12,20%. Os valores de repetibilidade intra-dia (n=3) e
reprodutibilidade inter-dia (n=5), expressos em DPR variaram de 4,10% a
11,10% e 3,20% a 12,20%, respectivamente (Tabela 1).

57



Tabela 1. Parametros analiticos obtidos na validacdo do método. Efeitos de matriz (EM — SAS %), limites de deteccao (LODs),
limites de quantificacdo (LOQs), tempo de retencéo (TR), linearidade (R?), recuperacdes, variacées inter-dia e intra-dia para cada

uma das micotoxinas analisadas.

Recuperacgdes (%) £ DPR

EM LOD LOQ TR em
Micotoxina R? Variacao Inter-Dia Variacao Intra-Dia
(SAS %) (ng/kg) (ng/kg) MeOH (min)
10LOQ 100LOQ 10LOQ 100LOQ

AFB; 99,86 0,08 0,27 6,06 0,9987 89,30+ 7,10 87,30 £ 6,80 91,50 + 6,30 89,20 £ 7,20
AFB: 99,74 0,08 0,27 5,98 0,9986 84,50+ 7,30 81,20 £ 5,10 92,20 £ 6,90 88,80 £ 7,20
AFG; 99,64 0,16 0,53 5,89 0,9983 87,90+ 7,80 89,60 £ 6,30 86,20 £ 7,70 89,5+£6.20
AFG; 100,24 0,30 1,00 5,89 0,9942 88,20+ 8,80 84,50 £ 8,10 89,60 £ 6,40 86,9 £ 7,50
FB1 100,13 50,00 166,67 6,22 0,9956 78,40 £ 8,10 83,60 £ 3,20 88,40 £ 6,60 87,40 £ 6,70
FB: 100,80 30,00 100,00 6,65 0,9920 81,50+ 7,20 83,40 £ 7,90 86,40 £ 7,20 88,60 £ 7,80
FBs 101,02 30,00 100,00 6,66 0,9850 91,60 £ 8,30 95,80 £ 7,10 94,30 £ 8,60 96,50 + 8,10
ENA A 100,83 0,15 0,50 8,33 0,9848 99,40 £ 7,30 94,50 £ 6,10 92,20 £ 6,10 96,90 £ 5,70
ENA A; 101,62 0,08 0,25 8,18 0,9785 87,10 £ 12,20 86,90 £ 9,00 89,50 £ 10,10 90,10 £ 6,10
ENA B 100,18 0,03 0,10 7,81 0,9899 95,50 + 10,30 91,00 + 7,30 97,60 + 9,20 91,30 + 11,10
ENA B: 102,17 0,02 0,10 7,99 0,9754 88,00 + 6,80 89,60 + 6,30 88,30 £ 4,10 91,90 + 6,70
ZEA 95,19 7,80 26,00 6,85 0,9999 101,20 + 7,30 102,20 + 5,80 105,20 + 6,20 102,80 + 7,20
OTA 99,93 0,05 0,17 6,83 0,9985 98,20 + 7,60 96,10 + 6,60 95,20+ 7,10 89,40 + 8,10
DON 100,32 20,50 68,33 3,92 0,9937 82,60 + 8,10 89,90 + 7,30 82,40 + 8,60 86,30 + 7,60
3DON 99,96 20,50 68,33 5,64 0,9995 89,00 £ 9,30 93,70 £ 9,10 96,10 + 6,90 94,60 + 8,90
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15DON 100,56 20,50 68,33 5,65 0,9941 91,20+10,30 82,50+ 12,00 85,60 + 7,60 91,60 + 7,60

NIV 99,10 1,2 2,5 6,04 0,9837 103,40 £ 6,90 105,20 £7,10 106,50 + 7,40 109,30 +£6,70
NEO 97,32 2,5 5 5,42 0,9957 88,30 + 8,10 90,30 + 9,80 87,10 + 5,30 88,00 + 7,40
HT-2 96,69 4,95 5,87 6,29 0,9978 77,60 + 6,40 82,80 + 5,70 82,90 + 6,10 83,40 + 5,50
T-2 92,19 1,76 16,50 6,51 0,9992 102,90 £+ 5,80 105,20 +£4,50 101,30 £7,20 106,20 + 6,20
BEA 98,65 0,02 0,10 8,08 0,9724 93,00 +5,20 88,90 + 5,90 89,20 + 5,30 87,20 + 9,50

Nota: EM: efeito matriz; SAS: supressdo/aprimoramento de sinal; LOD: limite de deteccéo; LOQ: limite de quantificacdo; MeOH: metanol; min: minuto; DPR:
desvio padrdo relativo; AFB:1: aflatoxina Bi; AFB:: aflatoxina Bz; AFG:: aflatoxina G1; AFG2: aflatoxina G2; FBi1: fumonisina B1; FB2: fumonisina B2; FBa:
fumonisina Bs; ENA A: eniatina A; ENA A:x: eniatina A1; ENA B: eniatina B; ENA Bi: eniatina B1; ZEA: zearalenona; OTA: ocratoxina A; DON: deoxinivalenol;
3DON: 3-4cido deoxinivalenol; 15DON: 15-acido deoxinivalenol; NIV: nivalenol; NEO: neosolaniol; HT-2: toxina HT-2; T-2: toxina T-2; BEA: beauvericina
(BEA).
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3.2 Ocorréncia e coocorréncia de micotoxinas em ragédo comercial

Todas as amostras (n=160) apresentaram algum nivel de contaminacdo
por uma ou mais micotoxinas. Mesmo que 0s niveis muitas vezes ndo sejam
expressivos, esse resultado demonstra a importancia do monitoramento desses
contaminantes nos alimentos a serem destinados aos animais.

Dentre as 21 micotoxinas investigadas nas amostras de racdes, foi
evidenciada a presenga de oito delas: AFB», FB1, FB2, FB3, EN B, EN B, ZEA
e OTA. As demais nao apresentaram niveis detectaveis.

Entre a classe das aflatoxinas apenas AFB. foi detectada. Essa
micotoxina foi encontrada em 10,63% (n=17) das amostras, sendo suas
concentragdes minima e maxima de 2,04 e 6,98 pg/kg, respectivamente.

Pelo menos um tipo de fumonisina foi encontrada em cada amostra
analisada, com prevaléncia de 30,63% (n=49) para FB1, 49,38% (n=79) para
FB. e 33,75% (n=54) para FBz. O total de amostras que apresentou
contaminacao pelas trés fumonisinas em conjunto foi de 23,75% (n=38). A
concentracdo minima da classe foi de 102,38 ug/kg para FB2, enquanto a
concentragdo maxima foi de FBsz com um valor de 2.131,50 ug/kg. Vale
ressaltar que essa concentragcdo maxima também foi a maior entre todas as
micotoxinas detectadas.

Entre a classe das eniatinas, apenas EN B e EN B; foram encontradas
nas amostras, com prevaléncias de 87,50% (n=140) e 42,50% (n=68),
respectivamente, sendo a EN B a micotoxina de maior prevaléncia no estudo. A
guantidade minima de EN B encontrada foi bastante reduzida em relacdo as
demais, com concentracbes minima e maxima de 0,11 e 10,94 pg/kg,
respectivamente. A concentracdo minima de EN B: também foi de 0,11 pg/kg,
enquanto a concentracdo maxima foi de 18,26 ug/kg. EN B e EN B: foram as
micotoxinas com menor concentragcdo dentre todas as encontradas.

ZEA foi encontrada em 88,68% (n=139) das amostras, com uma
concentracdo minima de 28,78 pg/kg e maxima de 743,76 + 2,48 ug/kg.

Apenas 3,75% (n=6) das amostras de racao apresentaram contaminacao
por OTA, com o0s valores minimos e maximos de 0,95 e 17,32 ug/kg,

respectivamente.
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A Tabela 2 demostra as quantidades de amostras positivas para presencga

das micotoxinas, bem como as suas respectivas prevaléncias e concentragdes

(Mg/kg de racao).

Tabela 2. Prevaléncia e concentracdo de micotoxinas encontradas em

amostras de ragcao comercial para peixes.

) ) Amostras Prevaléncia Concentracao (ug/kg)

Micotoxina

positivas (%) Minima Maxima Média + DP
AFB; 0/160 ND ND ND ND
AFB 17/160 10,63 2,04 6,98 4,13 +0,52
AFG; 0/160 ND ND ND ND
AFG, 0/160 ND ND ND ND
FB1 49/160 30,63 178,89 231,68 202,56 £ 16,91
FB> 79/160 49,38 102,38 1.259,64 384,09 £ 134,02
FBs 54/160 33,75 124,56 2.131,50 498,22 + 118,96
ENA A 0/160 ND ND ND ND
ENA A 0/160 ND ND ND ND
ENA B 140/160 87,50 0,11 10,94 1,57 +£0,48
ENA B1 68/160 42,50 0,11 18,26 0,92 £ 0,25
ZEA 139/160 86,88 28,78 743,76 148,66 + 22,49
OTA 6/160 3,75 0,95 17,32 5,09 £ 0,83
DON 0/160 ND ND ND ND
3DON 0/160 ND ND ND ND
15DON 0/160 ND ND ND ND
NIV 0/160 ND ND ND ND
NEO 0/160 ND ND ND ND
HT-2 0/160 ND ND ND ND
T-2 0/160 ND ND ND ND
BEA 0/160 ND ND ND ND

Nota: DP: desvio padrao; AFB:: aflatoxina B1; AFBz: aflatoxina B2; AFG:: aflatoxina G1; AFG2:

aflatoxina G2; FB1: fumonisina B1; FB2: fumonisina B2; FBs: fumonisina Bs; ENA A: eniatina A;
ENA Ai: eniatina Ai; ENA B: eniatina B; ENA Bi: eniatina Bi; ZEA: zearalenona; OTA:

ocratoxina A; DON: deoxinivalenol;

3DON: 3-acido deoxinivalenol;

15DON: 15-4cido

deoxinivalenol; NIV: nivalenol; NEO: neosolaniol; HT-2: toxina HT-2; T-2: toxina T-2; BEA:

beauvericina (BEA); ND: ndo detectado.
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Outros estudos também investigaram a presenca de micotoxinas em
racdes destinadas a alimentacdo de peixes.

Goncalves et al. (2016) utilizaram cromatografia liquida de alta
performance, para verificar a presenca de aflatoxinas (soma de AFBi:, AFB>,
AFG: e AFGy), ZEA, DON, OTA e fumonisinas (soma de FB1 e FB2) em 41
amostras de racdo provenientes do continente asiatico (n=31) e europeu
(n=10). Desse total 76,00% estavam contaminadas por mais de uma
micotoxina, 17,00% estavam contaminadas por apenas uma micotoxina e
7,00% foram negativas quanto a presenca desses contaminantes.

Estes mesmos autores relatam que as amostras provenientes do
continente asiatico apresentaram maiores niveis de contaminagdao por
aflatoxinas (51,80 pg/kg) e OTA (2,11 pg/kg) quando comparado as amostras
do continente europeu, as quais apresentaram valores de 0,04 e 0,15 pg/kg
para aflatoxinas e OTA, respectivamente. Ja os valores de fumonisinas foram
maiores nas amostras provenientes da Europa, com valores meédios de 341,99
Mg/kg, valores muito abaixo dos encontrados no presente estudo.

Olorunfemi et al. (2013) também realizaram uma analise multi-micotoxina
por LC-MS/MS de 94 amostras de racao para peixes de diferentes locais na
Zona Agro-Ecolégica da Nigéria. O valor médio de ZEA encontrado foi de 4,50
Mg/kg, muito menor em comparagao com o valor de ZEA no presente trabalho.
Além disso, as 94 amostras também apresentaram valores positivos para as
micotoxinas NIV, DON, 3DON, AFB:, AFG:, AFG2, que no presente trabalho
foram negativas.

Mohamed et al. (2017), ao analisarem 25 amostras de ra¢ao provenientes
do Egito, observaram que 24 delas encontravam-se contaminadas, sendo que
16 amostras tinham contaminacdo por AFB1, AFB2 e AFG2, 5 amostras tinham
presenca de AFB: e AFG2, 2 por AFB2 e AFG2 e uma amostra foi contaminada
apenas por AFG». No presente estudo, as ragbes que continham presenca de
AFB2 estavam em concentracdes baixas.

Tolosa et al. (2014) encontraram 100% de amostras de racdo para peixes
positivas para ENs e 95,00% positivas para BEA (todas com coocorréncia de
ENSs), entre as ENs, foram encontradas EN A e EN A3, resultados que diferem

do presente estudo pois, nenhuma destas foi encontrada, bem como BEA.
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A coocorréncia de micotoxinas distintas nas racdes € um aspecto que tem
sido avaliado em diferentes estudos. Essas combinacdes representam riscos
desconhecidos a saude e a produtividade animal, jA que a presenca de
diferentes tipos de micotoxinas pode ocasionar efeito sinérgico ou ainda de
potencializacdo (He et al., 2010). Os riscos dessas combinacbes sé&o
considerados desconhecidos, pois os efeitos deletérios podem depender dentre
outros fatores, das micotoxinas envolvidas, das suas concentracdes e da
categoria animal (Pietsch, 2020), além disso, Barbosa et al. (2013) citaram o
tempo de exposicdo e o0 estresse de producdo dos animais como fatores
agravantes.

Um exemplo é o relato de He et al. (2010), que trabalharam com DON e
AFB; inoculadas de forma combinada ou ndo em cultivo in vitro de hepatocitos
primarios de carpa (Cyprinus carpio). Relataram que a destruicdo e a inibicéo
do crescimento celular e a atividade das enzimas hepaticas, como alanino
aminotransferase, aspartato aminotransferase e a lactato desidrogenase, foram
maiores quando houve a combina¢édo dessas micotoxinas.

Barbosa et al. (2013) investigaram a presenca de micotoxinas em racdes
para peixes em pisciculturas do estado do Rio de Janeiro, Brasil. Das 60
amostras de racdo para tilapias do Nilo, 50,00% (n=30) apresentaram
coocorréncia de AFB: e FBi1, enquanto 3,30% apresentaram contaminagéo
pelas trés micotoxinas analisadas (AFB1, FB1 e OTA). Além disso, 55,00%
estavam contaminados somente por AFB: e apenas 3,30% das amostras
apresentaram OTA individualmente.

Em um estudo realizado por Marijani et al. (2017), a coocorréncia de
micotoxinas foi verificada em 54,10% das amostras de racdo analisadas. Com
relacdo a coocorréncia encontrada no presente estudo, 13,75% (n=22) das
amostras apresentaram somente uma classe de micotoxina (ex.: eniatinas),
43,75% (n=70) estavam contaminadas com pelo menos 2 classes (ex.:
fumonisinas + eniatinas) e 42,50% (n=68) das amostras apresentaram-se
contaminadas com 3 ou mais classes de micotoxinas (ex.. fumonisinas +
eniatinas + zearalenona). A Figura 1 ilustra a distribuicdo dessa coocorréncia
em 100% das amostras, visto que pelo menos uma micotoxina foi encontrada

em cada amostra.
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Figura 1. Distribuicdo da coocorréncia de micotoxinas nas amostras de racao

para peixes.

Essa coocorréncia dificulta a avaliacdo de risco desses alimentos, ja que
nao se sabe dizer quais os efeitos dessas combinacfes. Em outras espécies,
esse conhecimento parece estar um pouco mais avancado, pois sabe-se que
combinacdo de DON e FBi1, por exemplo, diminui a taxa de crescimento em
suinos (Pierron et al., 2016) e frangos (Murugesan et al., 2015).

Uma das possiveis explicacdes da presenca de micotoxinas em ragdes €
devido a resisténcia das micotoxinas as etapas de aguecimento, secagem e
resfriamento da racdo pronta, pois esses processamentos sao eficazes em
diminuir a populacdo fungica, mas ndo em reduzir a concentracdo de
micotoxinas como as AFs e FBs (Cakmak e Sahin, 2002; Tolosa et al., 2014).
Um exemplo é a FB1 que é inativada somente em temperaturas acima de 150°
C, permanecendo, assim, em racfes peletizadas e extrusadas, ja que as
temperaturas utilizadas nesses processos variam entre 70 e 90° C (Barbosa et
al., 2013).

Um ponto limitante no que se refere as referéncias disponiveis é o
namero de amostras utilizadas nos levantamentos, com trabalhos gerando
conclusdes relativas a uma grande area geografica com somente 20 amostras

analisadas.
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3.3 Avaliagcéo da IDE/IDT pelos peixes

Um dos limitantes para a avaliacdo da relagdo IDE/IDT foi a pequena
disponibilidade dos valores de LOEL de micotoxinas para peixes. Pietsch
(2020) realizou extensa revisdo para levantamento dessas informagdes e
descreveu valores de LOEL para as seguintes micotoxinas AFB1, ZEA, DON,
OTA, FBj1, T-2 e moniliformina (MON). Destas apenas 3 foram encontradas no
presente estudo (FBi, OTA e ZEA) e os valores de LOEL para AFB; foram
extrapolados considerando-se os valores de AFB..

Para as demais micotoxinas, ndao foram encontrados valores de LOEL na
literatura. Na Tabela 3 estdo descritos os valores de IDE, LOEL, IDT e a

relacdo IDE/IDT para as micotoxinas encontradas.

Tabela 3. Estimativas de ingestdo diaria estimada (IDE) e ingestdo diaria

toleravel (IDT) das diferentes micotoxinas encontradas no estudo.

Concentracdo IDE (ug/kg  LOEL (pg/kg IDT (ng/kg IDE/IDT

Micotoxina

meédia (ug/kg) PC/dia) racao) PC/dia) (%)
AFB: 4,13 0,05 317 0,08 65,14
FB1 80,09 0,96 30.600 7,34 13,09
FB> 384,09 4,61 N/A N/A N/A
FBs 498,22 5,98 N/A N/A N/A
ZEA 148,66 1,78 583 0,14 1.274,96
OTA 5,09 0,06 50 0,01 509,00
ENB 1,57 0,02 N/A N/A N/A
EN B:1 0,92 0,01 N/A N/A N/A

Nota: IDE: ingestdo diaria toleravel; PC: peso corporal; LOEL: niveis minimos de efeitos
observados; IDT: ingestdo diaria toleravel, AFBz: aflatoxina B2; FBi: fumonisina Bi; FB::
fumonisina B; FBa: fumonisina Bs; ZEA: zearalenona; OTA: ocratoxina A; ENA B: eniatina B;

ENA Bu: eniatina B1; N/A: néo se aplica.

A IDE de AFB: e FB;: foram inferiores a 100% da IDT. Demonstrando-se
dessa forma, que o consumo das racdes avaliadas no presente estudo
aparenta ser seguro, desde que mantidas as taxas de consumo. Apesar das
aflatoxinas serem uma classe importante sob o ponto de vista de toxicidade,

aparentemente elas ndo sdo encontradas em niveis elevados nos alimentos
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para peixes (Deng et al., 2010; Barbosa et al., 2013; Greco et al., 2015),
diminuindo assim os riscos de intoxicacoes.

Embora o IDE/IDT para OTA tenha sido maior que 100%, essa micotoxina
foi encontrada em uma proporcdo pequena das amostras (3,75%), ou seja,
parece nao apresentar um problema grave para a producdo de peixes. Além
disso, como essa micotoxina € produzida por Aspergillus spp., sua produgdo
geralmente ocorre no armazenamento, evidenciando que quando esta presente
o problema pode ter ocorrido apds a armazenagem dos graos ou fabricacéo da
racao.

Os valores de IDE para ZEA foram muito superiores aos limites
aceitaveis. Embora ao comparar as concentracdes encontradas com o LOEL
utilizado (148,60 pg/kg e 583,00 ug/kg, respectivamente) pareca ndo haver
problemas, jA com a utlizacdo do fator de seguranca essa concentracao
demonstra-se de fato insegura. O LOEL utilizado para ZEA refere-se a
imunossupressao, a qual por sua parte é relacionada a diferentes micotoxinas
(Matejova et al., 2017), quando comparado ao LOEL de efeitos estrogénicos
(1256,00 pg/kg) que é o principal efeito relatado para ZEA na produc¢éao animal,
o IDE/IDT tende a reduzir-se.

Um dos fatores limitantes para essa comparacao séo os valores de LOEL,
principalmente em relacdo a espécies e ao efeito deletério escolhido, que
muitas vezes nao sao padronizados. Como exemplos, pode ser citado o LOEL
utilizado para AFB:1 e FBi1, que sdo descritos para efeitos genotoxicos e de
limitacdo do crescimento, respectivamente. No tocante a espécie, os valores de
LOEL aqui referenciados representam uma meédia de trabalhos citados por

Pietsch (2020), os quais utilizaram diferentes espécies de peixe.

4 CONCLUSAO

Racdes para peixes podem conter diferentes micotoxinas em diferentes
concentracfes. Essa contaminacdo pode ocorrer ao longo da cadeia de
producéo, ja que foram encontradas tanto micotoxinas oriundas da producao
guanto também de armazenamento, entretanto com os resultados disponiveis

nao € possivel precisar a origem das mesmas.
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A coocorréncia de diferentes micotoxinas parece ser um problema real em
racoes para peixes, pois foi expressiva a propor¢cdo de amostras que
continham dois ou mais tipos desses compostos. Isso sugere que estudos
avaliando os efeitos de potenciais combinacbes de micotoxinas s&o
importantes para que niveis seguros sejam estabelecidos e que 0os mesmos
sejam proximos a realidade.

Um ponto importante relativo a presenga e a coocorréncia de micotoxinas,
€ que o monitoramento das matérias primas e dos produtos acabados sao
essenciais. O uso preventivo de tecnologias como o0s adsorventes de
micotoxinas também possui papel fundamental, visto que ndo h& um controle
total sobre a cadeia produtiva e de comércio desses produtos.

Outra categoria de estudos que apresenta potencial € o de definicbes de
LOEL para diferentes espécies, visto que muitas vezes a extrapolacdo para
outras espécies pode impactar negativamente a cadeia, ja que
superestimacdes dos efeitos deletérios podem ocorrer ao adotar niveis muito

baixos como sendo seguros.
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ABSTRACT

Due to increasing importance of fish in human nourishment, there is also a need
for better monitoring of contaminants in this type of food, in order to guarantee
the quality of products to consumers. The objective of this study was to evaluate
the presence of mycotoxins in fish samples of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) in the city of Curitiba, Parand, south Brazil; as well as to evaluate the
exposure risk of mycotoxins to humans. A total of 160 fish samples were
collected; these samples were investigated for the presence of 21 mycotoxins

through liquid chromatography coupled to a mass spectrometry detector (LC-
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MS/MS-LIT). The risk assessment was performed by comparing the estimated
daily intake (EDI) with the tolerated daily intake (TDI) of each mycotoxin. Only
the presence of enniatin B (EN B) was evidenced, the prevalence of EN B was
86.88% (n=139), its concentrations ranged from 0.012 to 0.124 pg/kg. The IDE
value was 1.35 x 102 ng/kg BW/day, but the risk assessment was not carried
out as there is no suggestion of the levels tolerated by humans for EN B. The
contamination of fish by mycotoxins is low or even non-existent, being
apparently safe for human consumption. Good quality of raw material and use
of nutritional additives in fish feed, may explain this low bioaccumulation in fish

tissues.

Keywords: Contamination. Humans. LC-MS/MS-LIT. Nile tilapia.

RESUMO

Devido ao aumento da importancia do pescado na alimentacdo humana,
também se eleva a necessidade de maior monitoramento de contaminantes
nesse tipo de alimento, visando garantir produtos seguros ao consumidor. O
objetivo desse estudo foi avaliar a contaminagdo de micotoxinas em amostras
de pescado de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) na cidade de Curitiba,
Paranda, sul do Brasil; bem como avaliar o risco de exposicdo de micotoxinas
para seres humanos. Foram coletadas 160 amostras de pescado, as quais
foram investigadas quanto a presenca de 21 micotoxinas, por meio de
cromatografia liquida acoplada a um detector de espectrometria de massas. A
avaliacdo do risco foi realizada comparando os valores de ingestdo diaria
estimada (IDE) com os valores de ingestdo diaria tolerada (IDT) de cada
micotoxina. Foi detectada a presenca somente de eniatina B (EN B), com uma
prevaléncia de 86,88% (n=139) e suas concentracbes variaram de 0,012 a
0,124 pg/kg. O valor de IDE foi de 1,35 x 102 ng/kg PC/dia, porém a avaliacéo
de risco ndo foi realizada pois ndo ha& sugestdo dos niveis tolerados por
humanos para EN B. A contaminacdo de pescado por micotoxinas é baixa ou
mesmo inexistente, sendo aparentemente seguro para 0 consumo humano sob
esse aspecto. Boa qualidade de matéria prima e uso de aditivos nutricionais

nas racoes, podem explicar essa baixa bioacumulag&o nos tecidos de peixes.
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Palavras-chave: Contamina¢do. Humanos. LC-MS/MS-LIT. Tilapia do Nilo.

1 INTRODUCAO

Segundo a Organizagcdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e
Agricultura (FAO) a aquicultura foi responsavel por 47,00% da producéo
mundial de pescado. As perspectivas sdao de que o consumo global de peixes
até o ano de 2025 seja de 178 milhdes de toneladas/ano, para isso a
piscicultura tende a assumir papel primordial na oferta de pescado, superando
a pesca extrativista na quantidade total de peixe ofertado (FAO, 2018).

O fato de o pescado ser um alimento saudavel e possuir alta qualidade
proteica, faz com que seja indicado para alimentacdo humana (Andrade et al.,
2003), alem disso, dependendo da localizacéo e da oferta, apresenta-se como
fonte proteica economicamente acessivel para familias de baixa renda
(Ikutegbe e Sikoki, 2014). Devido a estes fatores, o consumo de peixes tem
aumentado em todo o mundo, principalmente em funcdo do aumento da
disponibilidade, do relativo facil acesso e de precos competitivos em relacéo as
carnes bovina, suina e de aves (Anater et al., 2016).

O Brasil possui algumas caracteristicas importantes que colaboram para o
seu grande potencial na producéo aquicola, entre eles o clima tropical, a oferta
de agua e sua matriz energética renovavel (Rocha et al., 2013), além disso sua
grande extensao territorial e avancos na area ambiental fizeram a atividade
crescer nos ultimos anos (ABP, 2020).

Para que a producdo de peixes alcance bons indices zootécnicos e
econdmicos, é necessaria a utilizacdo de racdes balanceadas e com custo
reduzido, para isso uma maior participacdo de ingredientes vegetais é
imprescindivel. Porém, ingredientes vegetais tendem a conter maiores niveis
de contaminacdo por micotoxinas quando comparados aos de origem animal,
aumentando assim o risco de exposicao pelos animais e até mesmo maior
risco de exposicdo a micotoxinas pelo consumidor final (Pietsch, 2020).

As micotoxinas sdo compostos toxicos que podem induzir uma ampla
gama de efeitos deletérios tanto em animais com em humanos, incluindo
carcinogenicidade, hepatotoxidade, neurotoxicidade e prejuizo ao

desenvolvimento (Kolpin et al.,, 2014). Elas podem adentrar a cadeia de
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proteina animal através da alimentacdo dos animais de producéo, ja que as
matérias primas que compdem as racbes podem conter niveis significativos de
micotoxinas. Quando o animal ingere esses alimentos, h& a possibilidade de
deposicao de residuos desses contaminantes em seus tecidos, ou seja, ha um
efeito chamado de carry-over, em que carnes ou alimentos a base de carne
podem apresentar contaminacdo por micotoxinas (Pleadin et al., 2015;
Montanha et al., 2018).

Entretanto, é impossivel eliminar completamente a contaminacao da dieta
humana por micotoxinas, ja que as contaminacdes podem ser diretas ou
indiretas. O que se tenta fazer é diminuir o risco de exposicdo através de um
rigoroso programa de monitoramento de possiveis residuos no produto final
(Abd-Elghny e Sallam, 2015). Esse monitoramento geralmente é realizado por
meio de analises desses contaminantes em um ou outro ponto da cadeia,
porém avaliagdes dos impactos econdmicos e na saude de individuos expostos
também s&o interessantes, visando principalmente o desenvolvimento de
recomendacdes seguras de niveis maximos de exposicao (Wu, 2006).

O presente estudo teve por objetivo avaliar a possivel contaminacdo de
micotoxinas em amostras de pescado de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
comercializadas na cidade de Curitiba, Parana, sul do Brasil; bem como
comparar estimativas de consumo dessas micotoxinas atraves do pescado,

com niveis toleraveis pré-estabelecidos.

2 MATERIAL E METODOS
O estudo foi realizado na Pontificia Universidade Catdlica do Parana
(PUCPR), Brasil e no Laboratério de Quimica e Toxicologia de Alimentos da

Universitat de Valencia, Espanha.

2.1 Quimicos e reagentes

Todos os solventes (acetonitrila, metanol, cloroférmio e acetato de etilo)
foram adquiridos da companhia Merck (Darmstadt, Alemanha). Agua
deionizada (>18 MQ cm de resistividade) foi obtida de um sistema de
purificacdo de éagua Milli-Q (Millipore Corporation, Bedford, MA, EUA). O
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formiato de amoénio (HCO2NH4, 97%) e o &cido formico foram adquiridos via
Sigma Aldrich (St. Louis, EUA).

2.2 Amostras de pescado

Amostras de pescado foram coletadas em 16 peixarias da cidade de
Curitiba, PR, sul do Brasil. Essas peixarias foram selecionadas através de
busca na internet através da plataforma de busca do Google® (Google, 2018)
utilizando os termos “peixaria” + “Curitiba” + “PR”, de acordo com metodologia
descrita por Moutinho et al. (2015). Ao todo foram encontradas 38 peixarias,
das quais um total de 16 estabelecimentos foram selecionados por meio da
utilizagdo da ferramenta “aleatério” do software Excel® (Microsoft Corporation,
2011).

No total foram coletadas 160 amostras de pescado distribuidas da
seguinte forma: cinco visitas por peixaria em 5 meses seguidos, em cada visita
foram adquiridos 2 filés de pescado por estabelecimento, totalizando 10
amostras por peixaria. Todas as amostras foram provenientes de pescado de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). ApGs a coleta, as amostras de pescado
(peso médio de 105 g) foram liofilizadas (Liofilizador LH501 — Terroni®
Equipamentos Cientificos) e acondicionadas em sacos de polietileno a vacuo,
identificadas com o local e data da coleta, o peso natural e o peso seco e
mantidas em temperatura ambiente, protegidas de umidade e luminosidade até

as analises cromatograficas para determinacdo de micotoxinas.

2.3 Micotoxinas analisadas

Foram avaliadas 21 micotoxinas: aflatoxina Bi (AFBj), aflatoxina B:
(AFB>), aflatoxina Gi (AFG:), aflatoxina G2 (AFG), fumonisina Bi (FB1),
fumonisina B> (FB2), fumonisina Bz (FB3), eniatina A (EN A), eniatina A; (EN
A1), eniatina B (EN B), eniatina B1 (EN B:1), zearalenona (ZEA), ocratoxina A
(OTA), deoxinivalenol (DON), 3-acido deoxinivalenol (3DON), 15-acido
deoxinivalenol (15DON), nivalenol (NIV), neosolaniol (NEO), toxina HT-2 (HT-
2), toxina-T2 (T-2) e beauvericina (BEA).
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2.4 Validagdo do método

Os métodos foram validados de acordo com as recomendacgfes da
Comissdo da Unido Europeia (EC, 2006). Caracteristicas de desempenho,
incluindo limites de deteccdo e quantificacdo (LOD e LOQ), especificidade,
preciséo, recuperagdo, efeito matriz e linearidade foram obtidas de amostras
em branco do pescado. Para determinar a linearidade, as curvas de calibragéo
foram construidas a partir dos padrdes preparados em MeOH e dos padrdes
preparados com a amostra em branco.

O LOD foi medido como o valor minimo encontrado nos padrdes de
calibracdo de matrizes correspondentes a uma relacdo sinal/ruido de pelo
menos 3:1 e as LOQs de pelo menos 10:1.

A determinacdo da recuperacdo das extracoes foi realizada pela analise
da concentracdo de micotoxina nas amostras antes e ap0s a extracao,
calculando a proporcdo das areas de pico de cada micotoxina em cada
amostra. Trés niveis de adicdo foram injetados em amostras em branco para
essas determinacdes (LOQ, 10LOQ e 100LOQ) e todas as analises foram
realizadas em triplicata durante 3 dias consecutivos. O desvio padrao relativo
(DPR) foi utilizado para expressar a precisao da recuperacao da extracao.

A comparacado da inclinacdo entre as curvas de calibracdo nos extratos
das amostras e nas curvas de calibracdo em solvente puro (MeOH) na mesma
concentracdo foi utilizada para o célculo do efeito da matriz (EM). A
supressao/aprimoramento de sinal (SAS) devido ao EM foi realizada como o

seguinte calculo:

SAS (%) = (inclinacdo com matriz/inclinacdo em MeOH)*100

Valores proximos a 100% indicam que ndo ha EM significativo, enquanto
valores inferiores a 100% e superiores a 100% indicam supressdo e

aprimoramento de sinal, respectivamente.

2.5 Procedimentos de extracao
Para as analises cromatograficas foi realizado o seguinte procedimento

de extracdo: uma aliquota de 5 g foi utilizada de cada amostra de filé de
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pescado previamente triturada e homogeneizada, na qual foram adicionados 10
mL de solucdo de 4cido férmico a 2%, seguida de agitacdo durante 30 minutos
em agitador rotativo a 350 rpm; apds a etapa inicial foram adicionados 10 mL
de acetonitrila com posterior agitacdo durante 30 minutos em agitador rotativo a
350 rpm; foram entdo adicionados 4 g de sulfato de magnésio + 1 g de cloreto
de sodio, seguidos por vigorosa agitacdo manual durante 30 segundos + 30
segundos em agitacdo em vortex e posterior centrifugacéo a 5.000 rpm durante
10 minutos a 5 °C; ap6s completa centrifugacdo uma fracdo de 2 mL do
sobrenadante foi transferida para um tubo tipo Falcon® de 15 mL, no qual foram
acrescentados 0,1 g de Cis + 0,3 g de cloreto de sddio. Essa mistura foi entdo
agitada por 30 segundos em vortex e centrifugada a 5.000 rpm durante 10
minutos a 5 °C; e a amostra entdo foi filtrada (filtro nylon 0,22 pm) e
armazenada em vial para posterior analise em cromatografo.

Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

2.6 Anélises em LC-MS/MS-LIT

As andlises de LC-MS/MS-LIT foram conduzidas por um sistema de
cromatografia Agilent 1200 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA),
acoplada a um espectrometro de massa 3200 QTRAP® (AB Sciex, Foster City,
CA, EUA), equipado com uma interface turbo de ionizacdo por
eletropulverizagéo (ESI). O analisador QTRAP® combina um triplo quadrupolo
totalmente funcional e um espectrdmetro de massa de armadilha de ions
lineares dentro do mesmo instrumento. A separacdo dos analitos foi realizada
utilizando uma coluna LC-Gemini-NX (Phenomenex, Barcelona, Espanha) (150
mm x 2 mm |.D., tamanho de particula 5 pm).

A taxa de fluxo foi ajustada para 0,8 mL/min e a temperatura do
equipamento foi de 40 °C, com um eluente de agua ligeiramente acidificada
com 0,1% de &cido férmico e formiato de aménio 5 mM (fase movel A), e
eluente contendo metanol, formiato de aménio 5 mM e acido férmico a 0,1%
(fase movel B). O gradiente de diluicdo comecou com 0% de solvente B,
aumentando para 100% em 10 minutos, diminuindo para 80% em 5 minutos e,

finalmente, diminuindo para 70% em 2 minutos. Durante os subsequentes 6
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minutos, a coluna foi limpa, reajustada para as condic¢des iniciais e equilibrada
durante 7 minutos. O volume das inje¢des foi de 10 L.

A otimizacdo de parametros de MS como potencial de decomposicao
(PD), energia de colisdo (EC) e potencial de entrada de células de coliséo
(PEC) foi realizada por analise de injecdo de fluxo para cada micotoxina
padrdo. O potencial de entrada (PE) e o potencial de saida da célula de colisdo
(PSC) foram definidos em 10 e 4 V, respectivamente, para todos os analitos. O
MS foi operado no modo de monitoracao de reacdo multipla (MRM) e com a

resolucdo ajustada para a resolucéo da unidade para Q1 e Q3.

2.7 Avaliacdo da ingestdo diaria estimada (IDE) e da ingestdo diaria
toleravel (IDT)

Para o calculo da IDE foram utilizados valores médios de consumo de
pescado e de peso da populacdo brasileira. O consumo médio de pescado do
brasileiro € de 9,00 kg/ano (FAO, 2019), ou seja, 0,024 kg de pescado/dia;
enquanto que o peso médio do brasileiro maior de 18 anos é de 69,50 kg
(IBGE, 2015). Além desses valores, foi utilizada a concentracdo média das
micotoxinas encontradas no pescado. Dessa forma, para expressar a IDE em

Mg/kg PC/dia, pode-se usar o seguinte calculo:

IDE = (CA*C) / PC

No qual “CA” significa consumo do alimento em kg/dia, “C” é a
concentragdo média de determinada micotoxina no pescado em ug/kg do
alimento e “PC” é o peso corporal médio da populagao.

Dados relativos ao limite de ingestdo diaria de micotoxinas foram
compilados de uma publicacéo especifica sobre o tema, publicada em conjunto
pela FAO e Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (JECFA, 2001). Essa
ingestao € chamada de IDT e é expressa em ng/kg PC/dia. Para avaliacdo do
risco de exposicdo a micotoxinas através do consumo de pescado, a relacéo
IDE/IDT foi expressa em %, ou seja, o percentual ingerido em relagao ao total
toleravel, para isso a IDE foi transformada em ng multiplicando-se o valor em

Mg/kg por 1000.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Validag&o dos métodos

Para a otimizacdo do método, as amostras de pescado foram
previamente analisadas para verificagcdo da contaminagcdo pelas micotoxinas;
apos essas analises, amostras negativas para contaminagdo por micotoxinas
foram utilizadas como amostras em branco para realizar ensaios de
recuperacao e curvas de calibracdo.

Antes de otimizar as condi¢cdes do LC-MS/MS-LIT, a varredura completa e
a varredura dos ions filhos em modo positivo e negativo foram realizadas. Além
disso, os compostos também foram caracterizados pelos tempos de retencéo
(TR), conforme demostra a Tabela 1.

Foi obtida boa sensibilidade para as micotoxinas selecionadas quando o
modo ESI+ foi utilizado: o pico de base observado foi [M+H]+ para cada uma
das micotoxinas estudadas.

Todas as amostras apresentaram boa linearidade em relacéo a faixa de
trabalho (10LOQ e 100LOQ), o coeficiente de regressdo das curvas de
calibracao foi superior 0,9724.

Os LODs e LOQs foram estimados a partir de um extrato de uma amostra
em branco, fortificada com concentracdes decrescentes das 21 micotoxinas. As
adicbes foram realizadas a partir de trés amostras em branco diferentes. Os
LODs e LOQs foram calculados usando o critério de S/R 2 3 e S/R = 10 para
LOD e LOQ), respectivamente (Tabela 1).

Os resultados de recuperacdo permaneceram entre 77,80% e 112,00% e
o DPR foi inferior a 12,90%. Os valores de repetibilidade intra-dia (n=3) e
reprodutibilidade inter-dia (n=5), foram expressos em DPR e variaram de
2,80% a 12,40% e de 3,60% a 12,90%, respectivamente (Tabela 1).
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Tabela 1. Parametros analiticos obtidos na validacdo do método. Efeitos de matriz (EM — SAS %), limites de deteccao (LODs),

limites de quantificacdo (LOQs), tempo de retencéo (TR), linearidade (R?), recuperacdes, variacdes inter-dia e intra-dia para cada

uma das micotoxinas analisadas.

Recuperacgdes (%) £ DPR

EM LOD LOQ TR em
Micotoxina R? Variagéo Inter-Dia (%) Variagéao Intra-Dia (%)
(SAS %) (ng/kg)  (Mg/kg) MeOH (min)
10LOQ 100LOQ 10LOQ 100LOQ

AFB; 99,71 0,70 2,00 6.06 0,9987 91,50+ 10,30 94,70 £ 6,10 93,10 £ 6,80 93,90 £ 5,10
AFB: 99,97 2,00 4,00 5.98 0,9986  85,30+12,90 86,40 £ 4,60 96,90 £ 12,40 87,10 £ 3,30
AFG; 99,09 2,00 4,00 5.89 0,9983 84,00 = 6,20 86,80 £ 3,60 85,30 £ 5,30 86,40 £ 4,60
AFG; 92,02 2,00 4,00 5.89 0,9942 78,60 £ 7,50 89,30 £ 9,20 92,60 £ 9,20 93,90 £+ 3,30
FB1 90,26 8,00 17,00 6.22 0,9956 90,70 = 10,30 95,70 £ 6,40 94,50 £ 5,50 96,50 £ 4,70
FB: 88,95 10,00 15,00 6.65 0,9920 88,90+ 7,30 88,50 £ 6,30 78,90 £ 8,30 79,10 £+ 3,20
FBs 99,44 12,00 17,00 6.66 0,9850 103,40 £ 5,60 109,20 £ 9,50 112,00 £9,40 108,70 £4,30
ENA A 101,40 0,50 1,00 8.33 0,9848 96,00 £ 9,30 103,60 £ 8,20 96,60 £ 5,20 98,30+ 7,10
ENA A; 101,22 0,20 0,50 8.18 0,9785 94,00 = 10,10 92,30 £ 11,70 95,30+ 7,30 101,60 £ 5,80
ENA B 100,31 0,01 0,10 7.81 0,9899 91,00 + 9,90 99,70 + 9,60 92,00 + 3,30 94,00 + 6,50
ENA B: 102,15 0,01 0,10 7.99 0,9754 92,00 + 6,00 99,60 + 8,40 98,80 + 9,60 92,00 £ 5,40
ZEA 99,27 8,00 16,00 6.85 0,9999 87,70 £ 6,80 88,30 + 4,20 87,40 £ 6,30 86,40 + 4,80
OTA 99,76 7,00 12,00 6.83 0,9985 94,30 + 9,10 93,60 + 4,70 88,90 + 11,00 95,70 £ 4,30
DON 100,57 0,05 0,10 3.92 0,9876 95,30 + 9,60 88,00 + 4,90 96,90 + 7,30 99,30 + 2,80
3DON 98,19 2,00 4,00 5.64 0,9995 101,30 + 2,90 104,90 + 5,20 99,90 + 7,40 106,50 + 6,20
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15DON 99,69 2,00

NIV 100,33 0,50
NEO 88,62 2,00
HT-2 99,68 2,00
T-2 98,07 4,00
BEA 102,19 3,00

4,00
1,00
4,00
4,00
8,00

10,00

5.65
6.04
5.42
6.29
6.51

8.08

0,9941
0,9837
0,9957
0,9978
0,9992

0,9724

79,40 + 3,80 83,00 + 4,50 82,90 + 6,70
85,90 + 8,30 83,60 + 9,40 82,90 + 3,20
111,70 £5,70 108,60 * 6,60 99,40 + 4,10
84,50 + 5,30 84,90 + 6,80 83,90 + 6,70

81,30 + 10,10 89,10 + 11,70 92,00 +12,10
85,00 + 11,50 93,00 + 11,90 93,50 + 6,80

78,50 + 9,00
83,40 + 4,40
101,00 + 11,30
77,80 + 6,30
85,90 + 10,60
96,00 + 7,70

Nota: EM: efeito matriz; SAS: supressdo/aprimoramento de sinal; LOD: limite de deteccéo; LOQ: limite de quantificacdo; MeOH: metanol; min: minuto; DPR:

desvio padrdo relativo; AFB:1: aflatoxina Bi; AFB:: aflatoxina Bz; AFGi: aflatoxina G1; AFG2: aflatoxina G2; FBi1: fumonisina B1; FB2: fumonisina B2; FBa:

fumonisina Bs; ENA A: eniatina A; ENA Az eniatina A1; ENA B: eniatina B; ENA Bi: eniatina B1; ZEA: zearalenona; OTA: ocratoxina A; DON: deoxinivalenol;

3DON: 3-acido deoxinivalenol; 15DON: 15-acido deoxinivalenol; NIV: nivalenol; NEO: neosolaniol; HT-2: toxina HT-2; T-2: toxina T-2; BEA: beauvericina

(BEA).
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3.2 Ocorréncia de micotoxina em amostras de pescado

Dentre todas as 21 micotoxinas pesquisadas, somente EN B foi
encontrada. Sua presenca foi evidenciada em 86,88% das amostras (n=139),
sendo que suas concentracdes minima e maxima foram respectivamente 0,012
e 0,124 pg/kg, e sua concentracdo média foi de 0,039 ug/kg.

Nenhuma das demais micotoxinas (AFB1, AFB2, AFG1, AFG,, FB1, FBo,
FBs, ENA A, ENA A1, ENA B1, ZEA, OTA, DON, 3DON, 15DON, NIV, NEO, HT-
2, T-2 e BEA) foi detectada. A Tabela 2 demostra as quantidades totais de
amostras positivas para presenca das micotoxinas, bem como as suas
respectivas prevaléncias e concentracdes (ug/kg de pescado).

A bioacumulacdo de micotoxinas nos tecidos animais geralmente ocorre
através da ingestdo das mesmas via ragdo, na toxicologia esse efeito €
chamado de carry-over effect. Para animais terrestres, esse efeito parece ser
pequeno, entretanto o fator de transferéncia (propor¢cdo do ingerido que é
acumulado nos tecidos) para peixes pode ser bastante diferente, levando a
uma subestimacao dos riscos a que esses animais estdo expostos (Goncalves
et al., 2020).

Na sequéncia serdo descritos alguns trabalhos que demonstram essa
bioacumulacdo em estudos com niveis controlados de micotoxinas nas racoes,
sendo que a AFB: é a principal micotoxina estudada, com um maior numero de
publicacdes que avaliam o efeito carry-over.

Deng et al. (2010) encontraram residuos de AFB; no figado de tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus) e tilapias azuis (Oreochromis aureus) apos
alimenta-las com diferentes niveis de AFB1 (19, 85, 245, 638, 793 e 1.641
Hg/kg). As concentracfes variavam de 10,20 a 24,00 pg/kg apos 15 semanas,
enquanto que na 20® semana de fornecimento encontraram uma concentragao
maxima de 47,40 pg/kg, ou seja, a deposicdo dessa micotoxina parece ser
gradativa, aumentando de acordo com um maior tempo de exposicao.

Em outro estudo realizado com robalos (Dicentrarchus labrax L.),
alimentados com uma dieta contendo AFB: durante 42 dias, foi detectada a
presenca AFB1 nos musculos dos animais através do método AflastestTm®, as
concentracbes de AFB1 nos muasculos variaram de 800 pg/kg no 14° dia para
2.500 pg/kg no 42° dia de exposicdo (El-Sayed e Khalil, 2009).
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Tabela 2. Resultados das analises de pescado para as diferentes micotoxinas

encontradas nas amostras.

) ) Amostras Prevaléncia Concentracao (ug/kg)
Micotoxinas
Positivas (%) Minimo Maximo Média £ DP

AFB; 0/160 ND ND ND ND
AFB; 0/160 ND ND ND ND
AFGy 0/160 ND ND ND ND
AFG; 0/160 ND ND ND ND
FB1 0/160 ND ND ND ND
FB> 0/160 ND ND ND ND
FBs 0/160 ND ND ND ND
ENA A 0/160 ND ND ND ND
ENA A, 0/160 ND ND ND ND
ENA B 139/160 86,88 0,012 0,124 0,039 £ 0,01
ENA B, 0/160 ND ND ND ND
ZEA 0/160 ND ND ND ND
OTA 0/160 ND ND ND ND
DON 0/160 ND ND ND ND
3DON 0/160 ND ND ND ND
15DON 0/160 ND ND ND ND
NIV 0/160 ND ND ND ND
NEO 0/160 ND ND ND ND
HT-2 0/160 ND ND ND ND
T-2 0/160 ND ND ND ND
BEA 0/160 ND ND ND ND

Nota: DP: desvio padrdo; AFB:: aflatoxina Bi; AFB;: aflatoxina B2; AFG:: aflatoxina G1; AFG2:
aflatoxina G2; FB1: fumonisina Bi1; FB2: fumonisina Bz; FBs: fumonisina Bs; ENA A: eniatina A,
ENA Au eniatina Ai; ENA B: eniatina B; ENA Bi: eniatina Bi; ZEA: zearalenona; OTA:
ocratoxina A; DON: deoxinivalenol; 3DON: 3-acido deoxinivalenol; 15DON: 15-4cido
deoxinivalenol; NIV: nivalenol; NEO: neosolaniol; HT-2: toxina HT-2; T-2: toxina T-2; BEA:

beauvericina (BEA); ND: ndo detectado.

Michelin et al. (2017) ao estudar lambaris (Astyanax altiparanae)
alimentados com dietas contendo trés concentracfes diferentes de AFB: (10,
20 e 50 pg/kg) durante um periodo de 120 dias, detectaram a presenca de

AFB:1 em musculo a partir de 90 dias de exposi¢do. As concentraces
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encontradas aos 90 dias foram de 6,64, 16,17 e 58,47 ug/kg para as dietas
contendo 10, 20 e 50 pg/kg de AFBi, respectivamente. Aos 120 dias de
intoxicagéo, essas concentra¢des foram ainda maiores, sendo de 18,76, 19,69
e 49,92 ug/kg de AFB1, respectivamente.

Além de AFB: ha trabalhos demonstrando o efeito carry-over de outras
micotoxinas em peixes. Bernhoft et al. (2017) ao fornecerem dietas contendo
DON e OTA para salmdo do atlantico (Salmo salar), encontraram niveis
crescentes de DON em musculo, os quais foram correlacionados positivamente
com a dose (maior dose = maior residuo), entretanto, 0 mesmo nao ocorreu
para OTA, em que os niveis encontrados nos musculos ficaram abaixo do LOQ
para esse estudo. A OTA parece ter uma rapida eliminacdo em organismos
aquaticos e mesmo com trabalhos demonstrando sua presenca em pescado, 0
periodo de jejum pré-abate parece ser suficiente para a sua depuracéo
(Gongalves et al., 2020), diminuindo assim o risco para humanos.

Assim como o presente estudo, ha também trabalhos que avaliaram
somente a presenca de micotoxinas no pescado, nao controlando a
contaminacdo dos alimentos que 0s peixes ingeriram, € 0 caso de Massocco
(2016), que ao avaliar amostras de pescado das espécies lambari (Astana
altiparanae), matrinxa (Brycon cephalus) e pacu (Piaractus mesopotamicus),
provenientes de criagdo em cativeiro, ndo encontrou residuos de AFBi1, AFBy,
AFG1, AFG2 e AFMs.

Tolosa et al. (2014) avaliaram a presenca de micotoxinas emergentes
(eniatinas [ENs] e BEA) em amostras de pescado de robalo (Dicentrarchus
labrax) e dourada (Sparus aurata) criados em cativeiro e todas as amostras
(n=20) foram adquiridas em supermercados da cidade de Valéncia, na
Espanha. BEA e EN A ndo foram encontradas em quaisquer amostras de
pescado, enquanto EN A1, EN B e EN B: foram encontradas em ambos os
pescados, com prevaléncias de 40,00%, 65,00% e 50,00% das amostras,
respectivamente. As maiores concentracdes foram encontradas para EN B,
com 13,50 pg/kg. No presente estudo o nivel médio de EN B encontrado foi de
0,039 £ 0,01 pg/kg de pescado, valores inferiores ao descritos por Tolosa et al.
(2014).

Além da adicdo das micotoxinas a racdo, um dos possiveis fatores pelo

gual o efeito carry-over € encontrado em experimentos controlados é a nédo
84



utilizagdo de aditivos alimentares que atuam contra micotoxinas, justamente
pelo objetivo dos trabalhos ser avaliar os efeitos/residuos dessas toxinas. Uma
das classes de aditivos mais eficaz e consequentemente mais utilizada para
minimizar os efeitos de dessas substancias na alimentacdo animal, é a classe
dos adsorventes, onde especificamente as bentonitas interagem com as cargas
elétricas de aflatoxinas por exemplo, minimizando ou impedindo sua absorcao
intestinal (Carraro et al., 2014). H& inclusive trabalhos demonstrando que
guando utilizados, os adsorventes impedem a bioacumulacdo de aflatoxinas
(Ayyat et al., 2018).

Essa utilizacdo de adsorventes na racdo dos animais pode explicar a
auséncia, ou mesmo o0s baixos niveis de residuos encontrados em trabalhos os
guais as amostras de pescado sao adquiridas aleatoriamente (sem controle da
ingestdo das micotoxinas), além de serem provenientes de criatorios
comerciais que fazem uso preventivo desses aditivos visando principalmente
um melhor desempenho animal.

Quanto a avaliacao de risco aos humanos, a IDE calculada de EN B foi de
1,35 x 102 ng/kg PC/dia, entretanto ndo possivel realizar a comparacéo com a
IDT para essa micotoxina, pois niveis seguros de EN B nao foram definidos na
publicacdo da JEFCA (2001). Isso sugere que mais pesquisas sejam realizadas
buscando definir esses niveis, ja que nos ultimos anos tém-se demonstrado
uma incidéncia importante de micotoxinas emergentes nos alimentos (Tolosa et
al., 2014).

Mesmo que ndo haja uma definicdo de niveis seguros para ENs, elas
parecem nao ser um problema grave para o consumo humano desde gque 0s
alimentos passem por processamento térmico. E o que demonstra os
resultados encontrados por Tolosa et al. (2017), que observaram reducdes
significativas (minimo 42,00% e maximo 100%) de ENs ap0s o cozimento de
pescado de robalo e dourada em diferentes maneiras.

Outro fator que contribui para minimizar o risco de ingestdo de
micotoxinas através de pescado por humanos, pelo menos no Brasil, é a baixa
ingestdo de pescado produzido em cativeiro. Enquanto o calculo da IDE foi
realizado levando em consideracdo um consumo per capita médio de 9,04
kg/ano, o consumo per capita de peixes produzidos em cativeiro é de cerca de

3,95 kg/ano no Brasil (FAO, 2018).
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4 CONCLUSAO

Aparentemente, com base nos resultados apresentados, a contaminacgéo
por micotoxinas em pescado de tildpia oriundo de producdo industrial é baixa
OU mesmo inexistente, com as principais micotoxinas nao sendo encontradas
em amostras adquiridas no comércio de Curitiba. A Unica micotoxina
encontrada (EN B) apresentou niveis bastante baixos, e mesmo que ndo haja
regulamentacdo para seus niveis tdxicos, parece ndo ser um contaminante
importante nesse tipo de alimento.

Esse baixo nivel de residuos no pescado pode estar correlacionado a
medidas tomadas pela indlstria de produgédo animal no que diz respeito a
alimentacdo dos animais, entre elas a selecdo de matérias primas com baixo
ou nenhum nivel de contaminacdo e também do uso de adsorventes de
micotoxinas, garantindo assim o desempenho animal e consequentemente
evitando e/ou diminuindo os residuos de micotoxinas no produto final.

Sob o ponto de vista do risco de exposi¢cdo aos humanos, nao foi possivel
realizar a comparacdo dos niveis estimados com o0s niveis toleraveis, pois
ainda ndo ha definicbes dos niveis seguros da Unica micotoxina encontrada no
pescado. Somente ha definicdo dos niveis toleraveis de ingestdo por humanos
de aflatoxinas Mi, fumonisinas, ocratoxina A e de tricotecenos, ou seja, ha uma
desatualizacdo nesses aspectos, principalmente no que se refere as
micotoxinas emergentes, como o caso da EN B. Sugere-se, portanto, a
realizacdo de novas investigacdes para definicdo de niveis seguros, visto que
as recomendac0des atuais parecem ser insuficientes para a gama de compostos

toxicos investigados nos alimentos.
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CAPITULO 5

CONSIDERACOES FINAIS

A presente tese contribui para um melhor entendimento do possivel risco
de exposicao as micotoxinas, as quais animais e humanos estdo sujeitos, seja
via ingestao de racao ou de pescado, respectivamente.

Com base nos resultados da pesquisa com consumidores, conclui-se que
a tildpia é o peixe mais adquirido e consumido na regido de Curitiba. Essa
preferéncia se deve ao fato da maior oferta e facilidade para aquisicdo e
preparo. Entretanto, foi encontrado em certo nivel de desconhecimento por
parte da populacdo no que diz respeito sobre o que sdo e quais os efeitos as
micotoxinas podem causar. De certa forma, isso é compreensivel devido a
pouca disseminacéo desse tema fora das areas académica e técnica.

A coocorréncia de micotoxinas parece ser comum em racdes para peixes,
além disso, a concentracdo de algumas delas como a zearalenona extrapolam
0S niveis considerados seguros para 0s peixes. Isso pode levar a um maior
risco de exposicado e consequentemente piora do desempenho animal. Devido
a limitacdo de dados sobre doses toleraveis para peixes, sugerem-se mais
estudos visando recomendacdes de LOEL para diferentes espécies, visto que
muitas vezes a extrapolacdo para interespécies pode superestimar os efeitos
deletérios das micotoxinas.

Outro possivel impacto dessa contaminacdo aparentemente excessiva € a
bioacumulacdo nos tecidos do peixe, ja que o efeito carry-over é comprovado
para diversas micotoxinas. Mais trabalhos sdo necessarios para avaliar a
origem desses contaminantes, se adentram a cadeia ainda da alimentacéo
animal ainda nas matérias primas, ou se a contaminagcdo ocorre durante a
armazenagem da racao ja pronta.

Sob o aspecto de exposicao da populacdo as micotoxinas, o pescado de
tilapias criadas em cativeiro parece nao oferecer riscos importantes. Entretanto,
a definicdo de niveis seguros para o consumo humano é necessaria para que
se tenha maior seguranca nessa avaliacdo. Além disso, 0 monitoramento

constante e efetivo é importante para a garantia da qualidade do produto final.

90



REFERENCIAS

Adejumo TO, Adejoro DO. Incidence of aflatoxins, fumonisins, trichothecenes
and ochratoxins in Nigerian foods and possible intervention strategies.
Food Sci Qual Manag 2014;31:127-146.

Adeyeye SAO. Fungal mycotoxins in foods: A review. Food Sci Technol 2016;
2:1213127.

Ah-Seo J, Won Lee Y. Natural occurrence of the C series of fumonisins in
moldy corn. Appl Environ Microbiol 1999;65:1331-1334.

Ahangarkani F, Rouhi S, Azizi IG. A review on incidence and toxicity of
fumonisins. Toxin Rev 2014;33(3):95-100.

Anater A, Manyes L, Meca G, Ferrer E, Luciano FB, Pimpao CT, Font G.
Mycotoxins and their consequences in aquaculture: A review. Aquaculture
2016;451:1-10.

Anukul N, Vangnai K, Mahakarnchanakul W. Significance of regulation limits in
mycotoxin contamination in Asia and risk management programs at the
national level. J Food Drug Anal 2013;21(3) 227-241.

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucdo n° 7, de 18/02/
2011. Diério Oficial da Unido n°® 37, de 22/02/2011. Secéao |, p. 72.

Ashiqg S. Natural occurrence of mycotoxins in food and feed: Pakistan
perspective. Compr Rev Food Sci F 2015;14:159-175.

Bennett JW, Klich M. Mycotoxins. Clin Microbiol Rev 2003;16(3):497-516.

Caldas ED, Silva SC, Oliveira JN. Aflatoxinas e ocratoxina A em alimentos e
riscos para a saude humana. Rev Saude Publica 2002;36:319-323.

Castillo JMS. Micotoxinas en alimentos. 1 ed. Madrid: Ediciones Diaz de
Santos; 2007. 424 p.

Dalié DKD, Deschamps AM, Richard-Forget, F. Lactic acid bacteria — Potential
for control of mould growth and mycotoxins: A review. Food Control
2010;21:370-380.

DOU - Diario Oficial da Unido, 1988. Portaria MA/SNAD/SFA n° 07, de
09/11/88. Diario Oficial da Unido, de 09/11/88. Secéo I, p. 21968.

EC — European Commission. Commission Regulation (EC) No 1152/2009 of 27
November 2009 imposing special conditions governing the import of

certain foodstuffs from certain third countries due to contamination risk by
91



aflatoxins and repealing Decision 2006/504/EC. Official Journal of the
European Communities 2009; L 313, 1-10.

EC — European Commission. Commission Regulation (EC) No 1881/2006 of 19
December 2006 setting maximum levels for certain contaminants in
foodstuffs. Official Journal of the European Union 2006; L 364, 5-24.

EC — European Commission. Commission Regulation (EC) No 792/2002 of 7
May 2002 amending temporarily Regulation (EEC) No 218/92 on
administrative cooperation in the field of indirect taxation (VAT) as regards
additional measures regarding electronic commerce. Official Journal of the
European Communities 2002; L 128, 1-3.

EC — European Commission. Commission Regulation (EU) No 519/2014 of 16
May 2014 amending Regulation (EC) No 401/2006 as regards methods of
sampling of large lots, spices and food supplements, performance criteria
for T-2, HT-2 toxin and citrinin and screening methods of analysis. Official
Journal of the European Communities 2014; L 147, 1-15.

Escriva L, Font G, Manyes L, Berrada H. Studies on the presence of
mycotoxins in biological samples: An overview. Toxins 2017;9(251):1-33.

Escriva L, Font G, Manyes L. In vivo toxicity studies of Fusarium mycotoxins in
the last decade: A review. Food Chem Toxicol 2015;78:185-206.

FAO — Food and Agriculture Organization of the United Nations. Economic
analysis of supply and demand for food up to 2030 — Special focus on fish
and fishery products. Audun Lem, Trond Bjorndal, Alena Lappo: 2014.
Rome.

Ferrdo J, Bell V, Chabite IT, Fernandes TH. Mycotoxins, food and health
mycotoxins, food and health. J Nutr Health Food Sci 2017;5(7):1-10.

Fonseca H. Legislacdo sobre micotoxinas. Piracicaba, 2010. Disponivel em:

<Www.micotoxinas.com.br>. Acesso em: 12 maio 2020.

Freire FCO, Vieira IGP, Guedes MIF, Mendes FNP. Micotoxinas: Importancia
na Alimentacdo e na Saude Humana e Animal. Fortaleza: Embrapa
Agroindustria Tropical, 2007. 48 p.

Gajecka M, Stopa E, Tarasiuk M, Zielonka t, Gajecki M. The expression of
type-1 and type-2 nitric oxide synthase in selected tissues of the
gastrointestinal tract during mixed mycotoxicosis. Toxins 2013;5:2281-

2292.
92



Gomes STA. Micotoxinas do Fusarium sp. — Uma questdo sanitaria. Brasilia.
Monografia [Especializagdo em qualidade de alimentos] — Universidade
de Brasilia; 2003.

Gongalves B, Santana L, Pelegrini P. Micotoxinas: Uma revisdo sobre as
principais doengas desencadeadas no organismo humano e animal. Rev
Saude Pub 2017;4(1):1-12.

Guerre P. Fusariotoxins in avian species: Toxicokinetics, metabolism and
persistence in tissues. Toxins 2015;7:2289-2305.

Hesseltine CW. Conditions leading to mycotoxin contamination of foods and
feeds. In: Rodricks JV, editor. Mycotoxins and other fungal related food
problems. Washington DC: American Chemical Society; 1976. p. 1-22.

IARC — International Agency for Research on Cancer. Chemical agents and
related ocupations: A review of human carcinogens. 2012; 100F. Lyon,
France.

IARC — International Agency for Research on Cancer. Some naturally occurring
substances: Food items and constituents, heterocyclic aromatic amines
and mycotoxins. 1993; 56F. Lyon, France.

JECFA - Joint Expert Committee on Food Additives. WHO Food additives
series 47:. Safety Evaluation of certain mycotoxins in foods. Joint
FAO/WHO expert committee on food additives. 2001. 701pp.

Jeswal P, Kumar D. Mycobiota and natural incidence of aflatoxins, ochratoxin A,
and citrinin in Indian spices confirmed by LC-MS/MS. Int J Microbiol
2015;242486:1-8

Khazaeli P, Najafi ML, Bahaabadi GA, Shakeri F, Tahami AN. Evaluation of
aflatoxin contamination in raw and roasted nuts in consumed Kerman and
effect of roasting, packaging and storage conditions. Life Sci J
2014;10:578-583.

Leggieri MC, Decontardi S, Bertuzzi T, Pietri A, Battilani P. Modeling growth
and toxin production of toxigenic fungi signaled in cheese under different
temperature and water activity regimes. Toxins 2017;9(4):1-17.

Liew WPP, Mohd-Redzwan S. Mycotoxin: Its impact on gut health and
microbiota. Front Cell Infect Microbiol 2018;8(60):1-17.

Liuzzi VC, Fanelli F, Tristezza M, Haidukowski M, Picardi E, Manzari C, Lionetti

C, Grieco F, Logrieco AF, Thon MR, Pesole G, Mulé G. Transcriptional
93



analysis of Acinetobacter sp. negl capable of degrading ochratoxin A.
Front Microbiol 2017;7(2162):1-9.

Matejova I, Svobodova Z, Vakula J, Mares J, Modra H. Impact of mycotoxins on
aquaculture fish species: A review. J World Aquacult Soc 2017;48(2):186-
200.

Minami L, Meirelles PG, Hirooka EY, Ono EYS. Fumonisinas: efeitos
toxicologicos, mecanismo de acdo e biomarcadores para avaliacdo da
exposigcdo. Semin Cienc Agrar 2004;25(3):207-224.

Montanha FP, Anater A, Burchard JF, Luciano FB, Meca G, Manyes L, Pimp&o
CT. Mycotoxins in dry-cured meats: A review. Food Chem Toxicol
2018;111:494-502.

Nathanail AV, Varga E, Meng-Reiterer J, Bueschl C, Michimayr H, Malachova
A, Fruhmann P, Jestoi M, Peltonen K, Adam G, Lemmens M,
Schuhmacher R, Berthiller F. Metabolism of the Fusarium mycotoxins T-2
toxin and HT-2 toxin in wheat. J Agric Food Chem 2015;63:7862-7872.

Nones J, Savi GD, Pereira LF, Frozza R, Riella HG, Nones J. Procedimentos
para colheita de amostras e analises laboratoriais de micotoxinas
presentes em dietas humanas e animais. Pubvet 2017;11(3):229-242.

Oliveira MS, Prado G, Abrantes FM, Santos LG, Veloso T. Incidéncia de
aflatoxinas, desoxinivalenol e zearalenona em produtos comercializados
em cidades de Minas Gerais no periodo de 1998-2000. Rev Inst Adolfo
Lutz 2002;61(1):1-6.

Pereira MMG, Carvalho EP, Prado G, Rosa CAR, Veloso T, Souza LAF, Ribeiro
JMM. Aflatoxinas em alimentos destinados a bovinos e em amostras de
leite da regido de Lavras, Minas Gerais — Brasil. Ciénc agrotec
2005;29:106-112.

Piacentini KC, Rocha LO, Fontes LC, Carnielli L, Reis TA, Corréa B. Mycotoxin
analysis of industrial beers from Brazil: The influence of fumonisin B1 and
deoxynivalenol in beer quality. Food Chem 2017;218:64-69.

Pietsch C. Risk assessment for mycotoxin contamination in fish feeds in
Europe. Mycotoxin Res 2020;36:41-62.

Pinton P, Oswald IP. Effect of deoxynivalenol and other type B trichothecenes
on the intestine: A review. Toxins 2014;6:1615-1643.

94



Pitt JI. Mycotoxins. In: Riemann HP, Cliver DO. Foodborne infections and
intoxications. 3. ed. Amsterda: Elsevier Inc.; 2013. p. 409-418.

Prencipe S, Siciliano |, Gatti C, Garibaldi A, Gullino ML, Botta R, Spadaro D.
Several species of Penicillium isolated from chestnut flour processing are
pathogenic on fresh chestnuts and produce mycotoxins. Food Microbiol
2018;76:396-404.

Richard JL. Some major mycotoxins and their mycotoxicoses — An overview.
2007. Int J Food Microbiol 2007;119(1-2):3-10.

Rocha MEB, Freire FCO, Maia FEF, Guedes MIF, Rondina D. Mycotoxins and
their effects on human and animal health. Food Control 2014;36:159-165.

Udomkun P, Wiredu AN, Nagle M, Miller J, Vanlauw B, Bandyopadhyay R.
Innovative technologies to manage aflatoxins in foods and feeds and the
profitability of application — A review. Food Control 2017;76:127-138.

Xie L, Chen M, Ying Y. Development of methods for determination of aflatoxins.
Crit Rev Food Sci Nutr 2016;56:2642-2664.

Zinedine A, Soriano JM, Molt6 JC, Mafies J. Review on the toxicity, occurrence,
metabolism, detoxification, regulations and intake of zearalenone: An

oestrogenic mycotoxin. Food Chem Toxicol 2007;45:1-18.

95



ANEXO 1 - Parecer de aprovacgido do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da

Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR).
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagédo do Nivel do Consumo do Pescado de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
e da Conscientizacdo dos Consumidores Quanto a Possivel Contaminagdo por
Micotoxinas em Curitiba-PR

Pesquisador: FRANCISCO PIZZOLATO MONTANHA

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 74862817.5.0000.0100

Instituicao Proponente: Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.310.264

Apresentagao do Projeto:

Conforme descrito pelo pesquisador: "Tilapia do nilo representa um dos pescados mais consumidos,
atualmente, no Brasil. 25% de todos os alimentos consumidos estdo contaminados

por micotoxinas, sendo que estas muitas vezes passam pelos consumidores de forma imperceptivel. As
micotoxinas representam um problema global e de saude publica para seres humanos e animais." A
pesquisa entdo sera por meio de: "Aplicacdo de questionario a populagdo representativa da cidade de
Curitiba, estado do Parand, para avaliar o nivel do consumo do pescado de tilapia do nilo (Oreochromis
niloticus) e da conscientizacdo dos consumidores quanto a possivel contaminagdo por micotoxinas em
Curitiba-PR"

Objetivo da Pesquisa:

O pesquisador apresentou o seguinte objetivo da pesquisa: "Objetivo Primario: Este projeto tem como
objetivo avaliar o nivel do consumo do pescado de tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) e da
conscientizagdo dos consumidores quanto a possivel contaminagéo do pescado por micotoxinas na cidade
de Curitiba, Parana."

Endereco: Rua Imaculada Conceigéo - 1155 - 3° andar

Bairro: Prado Velho CEP: 80.215-901
UF: PR Municipio: CURITIBA
Telefone: (41)3271-2103 Fax: (41)3271-2103 E-mail: nep@pucpr.br
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Continuagao do Parecer: 2.310.264

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

No projeto, o pesquisador descreveu o seguinte:

1) Riscos: "Os riscos que podem acontecer aos participantes da pesquisa esta relacionado ao
constrangimento que estes podem sofrer ao serem questionados sobre a tematica."

2) Beneficios: "Os beneficios que podem acontecer aos participantes sera a explanagao sobre o tema da
pesquisa, esclarecendo, dessa forma, aos participantes que tiverem duvidas sobre o que sdo micotoxinas,
como podem ocorrer as contaminagdes do pescado, como

identificar se ha ou ndo micotoxinas nos alimentos, quais os sinais de exposicdo dos consumidores as
micotoxinas, entre outros questionamentos que poderdo surgir da parte dos

individuos que responderado a pesquisa.”

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa de relevancia académico-cientifica.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Foram apresentados todos os termos obrigatérios, em conformidade com as Resolugcdes n°s 466/12 e
510/16.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Projeto de pesquisa aprovado, pois em consonancia com os ditames éticos e legais das Resolugdes n°s
466/12 e 510/16.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Lembramos aos senhores pesquisadores que, no cumprimento da Resolucdo 466/12, o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) devera receber relatérios anuais sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer
tempo e a critério do pesquisador nos casos de relevancia, além do envio dos relatos de eventos adversos,
para conhecimento deste Comité.

Salientamos ainda, a necessidade de relatério completo ao final do estudo. Eventuais modificacdes ou

emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP-PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a

parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor ISituagéol
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do Projeto ROJETO 980137.pdf 14:43:45
Outros QUESTIONARIO.doc 18/09/2017 | FRANCISCO Aceito
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Projeto Detalhado / |PROJETO.doc 16/08/2017 | FRANCISCO Aceito
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(Coordenador)
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ANEXO 2 — Termo de Consentimento Livre Esclarecimento (TCLE) utilizado no

estudo.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Pag. 1/3

[ TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO |

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntério(a) a participar do estudo Avaliagdo do Nivel do
Consumo do Pescado de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e da Conscientizacao dos
Consumidores Quanto a Possivel Contaminagédo por Micotoxinas em Curitiba-PR e que tem
como objetivo avaliar o nivel do consumo deste pescado na cidade de Curitiba e da
conscientizagdo dos consumidores quanto a contaminagdo desta carne por micotoxinas.
Acreditamos que esta pesquisa seja importante porque a partir desta sera possivel elucidar a
respeito do conhecimento da populagdo sobre contaminagdes por micotoxinas em pescado e o
que representam as micotoxinas para a saude dos consumidores, uma vez que a ocorréncia
destas toxinas nos alimentos ndo é rara, além de ilustrar, representativamente, o nivel de
consumo de tilapia do nilo em Curitiba-PR, da qual, este resultado ird fundamentar uma nova
pesquisa, tema de estudo de Pés-Doutorado do Programa de Pés Graduagdo em Ciéncia
Animal, Escola de Ciéncias da Vida - PUCPR.

PARTICIPACAO NO ESTUDO

A sua participacdo no referido estudo serd de responder ao questionario, em lingua
portuguesa, pertinente ao tema da pesquisa que sera aplicado em mercados e/ou peixarias da
cidade de Curitiba-PR.

RISCOS E BENEFICIOS

Através deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido vocé estd sendo alertado de que,
da pesquisa a se realizar, pode esperar alguns beneficios, tais como: esclarecimentos sobre o
assunto pertinente a pesquisa, como micotoxinas e qualidade dos pescados. Bem como,
também que é possivel que acontecam os seguintes desconfortos ou riscos em sua
participacéo, tais como constrangimento para responder ao questionario. Para minimizar tais
riscos, nés pesquisadores tomaremos as seguintes medidas: o consumidor podera se recusar
a responder o questionario ou qualquer pergunta em que nao se sinta a vontade com a mesma,
a qualquer momento durante a aplicagéo do questionario.

SIGILO E PRIVACIDADE

Nos pesquisadores garantiremos a vocé que sua privacidade sera respeitada, ou seja, seu
nome ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de qualquer forma, lhe identificar, sera
mantido em sigilo. NOs pesquisadores nos responsabilizaremos pela guarda e
confidencialidade dos dados, bem como a nao exposi¢cao dos dados de pesquisa.

AUTONOMIA

Noés Ihe asseguramos a assisténcia durante toda pesquisa, bem como garantiremos seu livre
acesso a todas as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas
consequéncias, enfim, tudo o que vocé queira saber antes, durante e depois de sua
participacdo. Também informamos que vocé pode se recusar a participar do estudo, ou retirar
seu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por desejar sair da
pesquisa, nao sofrerd qualquer prejuizo a assisténcia que vem recebendo.

RUBRICA DO SUEITO DE PESQUISA

RESSARCIMENTO E INDENIZACAO

Caso tenha qualquer despesa decorrente da participacao nesta pesquisa, tais como transporte,
alimentagao entre outros, bem como a seu acompanhante, havera ressarcimento dos valores
gastos na forma seguinte: pagamento em dinheiro no ato da pesquisa.

RUBRICA DO PESQUISADOR
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De igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente de sua participagéo no estudo, vocé sera
devidamente indenizado, conforme determina a lei.

CONTATO

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo Bruno Machuca Thon e Francisco
Pizzolato Montanha, ambos vinculados a Pontificia Universidade Catélica do Parana e com
eles vocé podera manter contato pelos telefones (043) 998270528 e (041) 999000345.

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) é composto por um grupo de
pessoas que estdo trabalhando para garantir que seus direitos como participante de pesquisa
sejam respeitados. Ele tem a obrigagdo de avaliar se a pesquisa foi planejada e se esta sendo
executada de forma ética. Se vocé achar que a pesquisa nao esta sendo realizada da forma
como vocé imaginou ou que esta sendo prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR (CEP) pelo telefone (41) 3271-2292
entre segunda e sexta-feira das 08h00 as 17h30 ou pelo e-mail nep@pucpr.br.

DECLARAGCAO

Declaro que li e entendi todas as informagdes presentes neste Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido e tive a oportunidade de discutir as informagdes deste termo. Todas as minhas
perguntas foram respondidas e eu estou satisfeito com as respostas. Entendo que receberei
uma via assinada e datada deste documento e que outra via assinada e datada seré arquivada
nos pelo pesquisador responsavel do estudo.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a
natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre consentimento em participar,
estando totalmente ciente de que nao ha nenhum valor econémico, a receber ou a pagar, por
minha participagao.

Dados do participante da pesquisa

Nome:
Telefone:
e-mail:
Curitiba, de de
Assinatura do participante da pesquisa Assinatura do Pesquisador

RUBRICA DO SUJEITO DE PESQUISA

RUBRICA DO PESQUISADOR
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ANEXO 3 - Questionario aplicado aos consumidores.

QUESTIONARIO

PUCPR

GRUPO MARISTA

ASPECTOS DE CONSUMO DE PESCADO E DA CONSCIENTIZAGAO DO CONSUMIDOR
SOBRE MICOTOXINAS

Regiao: Bairro:
Idade: Sexo: () Feminino () Masculino
Profissao:

Escolaridade:

() Ensino fundamental incompleto () Ensino fundamental completo
() Ensino médio incompleto () Ensino médio completo
() Ensino superior incompleto () Ensino superior completo

Classe social:

() A (superior ou igual a R$ 18.740,01) ( )B(de R$ 9.370,01 a R$ 18.740,00)
( ) C(de R$ 3.748,01 a R$ 9.370,00) ( )D(1.874,01 a R$ 3.748,00)

() E (inferior ou até R$ 1.874,00)

01. Vocé é responsavel pela compra de alimentos da sua casa?
() Sim ( )Nao

02. Voceé é vegetariano?
() Sim ( )Nao

03. Por qual motivo vocé consome pescado?
() Qualidade nutricional () Custo () Acessibilidade
() Sabor () Outro:

04. Com qual frequéncia vocé consome pescado?
() Nao consumo ()1 vezpor semana ( )2a3vezes por semana
(

() Mais de 3 vezes semana () Todos os dias ) Outro:

05. Com que frequéncia vocé compra peixe para consumir em casa?
() N&o compro () 1vez por semana ) 2 a 3 vezes por semana

(
() Mais de 3 vezes semana () Todos os dias () Outro:

06. Onde voceé prefere comprar o peixe para consumir?
() Mercado () Peixaria ( ) Feiras
() Pesque-pague () Outro:
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07. Como vocé prefere o peixe para consumo?
( )Cru () Assado () Frito
() Ensopado () Grelhado () A milanesa

08. Por qual espécie de peixe vocé tem preferencia em consumir?
( ) Caranha () Tucunaré () Pintado
() Tambaqui () Tilapia () Outro:

09. Qual espécie de peixe vocé compra para consumir?

( ) Caranha () Tucunaré () Pintado
() Tambaqui () Tilapia () Outro:
10. Como vocé prefere comprar o pescado?

() Congelado () Fresco ( ) Salgado
() Defumado () Resfriado ( ) Conserva

11. Qual a sua preferéncia pelas formas de apresentacédo do pescado para venda?
() Eviscerado () Inteiro
() Filé () Posta

12. Como vocé avalia a qualidade do pescado a ser comprado?
() Aparéncia () Prazo de validade
() Tempo de prateleira () Outro:

13. O que vocé acha do preco do pescado no mercado?
() Muito caro ( )Caro () Regular
( ) Barato () Muito barato

14. Vocé acha que ao processar o peixe na cozinha, ele deixa de apresentar riscos para o
consumidor, como uma contaminacao, por exemplo?

()Sim ( )Nao

15. Vocé sabe alguma doenga ou quais doengas podem ser carreadas do pescado para o
consumidor?

( )Sim: ( )N&o

16. Vocé sabe o que sdao micotoxinas?
()Sim ( ) Né&o

17. Vocé sabe o que as micotoxinas podem causar para a saude do consumidor?
() Sim: ( )Nao

Muito obrigada pela participacéo!
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