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Deteccéo de acido ocadaico em mexilndes  Perna perna (LINNE,
1758) cultivados em fazenda de maricultura na baia de
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Resumo

Este trabalho foi realizado na fazenda de maricultura localizada na enseada de Maciéis, baia de Ilha Grande (Angra dos Reis,
RJ). No outono de 2004, mexilhdes (Perna perna) foram coletados para detectar a presenca da ficotoxina acido ocadaico (AO).
Esta toxina pode ser produzida por algumas espécies de dinoflagelados pertencentes aos géneros Prorocentrum e Dinophysis.
Os mexilhdes, ao se alimentarem destas microalgas, acumulam a toxina, principalmente em sua glandula digestiva
(hepatopancreas), desencadeando no ser humano a sindrome do Envenenamento Diarréico por Moluscos (EDM). A ficotoxina
AO ¢é o principal responsavel pela sindrome EDM, que é caracterizada por nauseas, dores abdominais, vomitos e diarréia, se
forem consumidos moluscos contaminados com concentragBes a partir de 48 ng AO.g*! de hepatopancreas de molusco.
Glandulas digestivas dos mexilhdes coletados foram homogeneizadas para extracdo e deteccdo de AO. As amostras foram
analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Deteccao Fluorescéncia (CLAE-DF). Os resultados cromatograficos
indicaram a presenca da toxina AO, em baixa concentragdo (~ 2ng AO.g! hepatopancreas de molusco), em apenas uma das
amostras da primeira coleta (mar¢o/2004) e sua auséncia nas coletas posteriores (abril e maio/2004).

Palavras-chave: cultivo de mexilhdo, baia de Ilha Grande, acido ocadaico.

Abstract

This work was conducted at the Sea Culture Farm at Maciéis bay, llha Grande Bay (Angra dos Reis-RJ). During the autumn of
2004, mussels (Perna perna) were collected from the cultivation area and were analyzed to verify the presence of the phycotoxin
okadaic acid (OA). This toxin is produced by dinoflagellates of the genders Prorocentrum and Dinophysis. Mussels that eat
these microalgae accumulate the toxin in their flesh, mainly in their hepatopancreas. The ingestion of these mussels by
humans can bring about the Diarrhetic Shellfish Poisoning (DSP) syndrome in human being. The toxin (OA) is the main
responsible for the DSP syndrome, which is characterized by nausea, stomachache, vomits and diarrhea, if mussels containing
over 48 ug of OA per gram of hepatopancreas are consumed. The mussels digestive glands were homogenized for the
extraction and derivatization of the diarrheic phycotoxin. The samples were analyzed by High Performance Liquid Chromatography
with Fluriometric Detection (HPLC-FD). The chromatographic results indicated the presence of the OA toxin in low concentration
(~2ng OA per mussel hepatopancreas grams) in only one of the samples from the first collection (March/2004) and its absence
in the following collections (April and May/2004).
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Introducéo

Os oceanos, através dos sistemas de cultivo ou,
simplesmente, pela extragdo direta, constituem uma
importante fonte de alimento para o Homem. Nos Ultimos
anos foi observada uma diminui¢do da contribuicdo da pesca

ao suprimento de alimentos de origem marinha, enquanto os
provenientes da aquicultura aumentam. Excluindo a China,
devido a nédo-confiabilidade dos dados reportados, os
suprimentos provindos da aquicultura, para o0 mundo como
um todo, cresceram de 1,6 kg per capita para 2,12 kg em

*Bidlogo, mestre.

**Qceandgrafa, mestre, professora substituta — Instituto de Biologia, UFRRJ.
***Médico-veterinario, doutor, professor adjunto — Instituto de Tecnologia de Alimentos, UFRRJ.
****Médico-veterinario, doutor, livre-docente — Instituto de Veterinaria, UFRRJ.
rxxxMédica-veterinaria, doutora, professora adjunta — Instituto de Veterinaria, UFRRJ.

*kxxxZootecnista, mestre.
*xikxxBiglogo, mestrando, Microbiologia Veterinaria, UFRRJ.

R. bras. Ci. Vet., v. 14, n. 2, p. 79-82, maio/ago. 2007



80

1998. E cerca de 44% da maricultura mundial é centralizada
no cultivo de moluscos filtradores (FAO, 2002).

Segundo o Ibama (2002), a producado da aquicultura nacional
(dgua doce e salgada) foi de 176530,5t em 2000, com um
crescimento de 190,8% em rela¢@o a 1996 (607000 t). Deste
montante, o cultivo de mexilhdes contribuiu (em toneladas)
com 11760, ostras com 1190 e vieiras 0,5. A baia de Ilha Gran-
de vem se tornando, desde 1995, um pdlo de desenvolvimento
na maricultura de moluscos bivalvos. Atualmente 20 fazendas
estdo em funcionamento e mais sete em fase de implantacéo.
Sao cultivados os moluscos bivalvos: mexilhdo (Perna perna),
ostra (Crassostrea gigas) e vieiras (Nodipecten nodosus). Os
parques de cultivo na llha Grande produziram, no ano de 2002,
20 toneladas de mexilhdo, 5000 dizias de
vieiras e 1000 duzias de ostras.*

MexilhGes alimentam-se, através de filtragao,
do fitoplancton presente na coluna d"agua. O
fitoplancton é uma comunidade constituida
por diversos grupos de microalgas, entre elas
dinoflagelados pertencentes aos géneros
Prorocentrum e Dinophysis, potencialmente
capazes de produzir toxinas diarréicas
implicadas no Envenenamento Diarréico por
Moluscos (Yasumoto e Murata, 1993). O acido
ocadaico (AO) é a principal toxina diarréica e

O presente estudo teve por objetivo detectar e quantificar a
ficotoxina acido ocadaico em mexilhdes cultivados na enseada
de Maciéis.

Material e métodos

Area de estudos

A enseada de Maciéis localiza-se na baia de llha Grande, no
municipio de Angra dos Reis, litoral sul do estado do Rio de
Janeiro (Figura 1). Juntamente com a baia de Sepetiba, ambas
funcionam como um sistema estuarino parcialmente
misturado (Signorini, 1980).
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O mecanismo de agdo do 4cido ocadaico ndo
esta completamente elucidado. A nivel mole-
cular, sabe-se que as proteinas fosfatase 1 e
2A sao inibidas pelo &cido ocadaico (Bialojam
e Takai, 1988). A inibicdo da a¢do dessas
proteinas também tem sido relacionada com
a inflamagé&o do intestino e producao de diar-
réia (Hamano et al., 1986; Terao et al., 1986;
Cohen et al., 1990). Estudos tém demons-
trado que o acido ocadaico além de causar
distlrbios gastrointestinais apresenta uma
potente capacidade de promover tumores no

sistema digestorio, quando consumidas
regularmente (Daranas et al., 2001).

O envenenamento diarréico por moluscos
pode ser caracterizado, em evento agudo, com
ingestdo de doses acima de 48 pug (LOAEL)
(Van Egmond et al., 1992 apud Vieytes et al., 1997); os sintomas
sdo nauseas, dores abdominais, vomitos e diarréia. Surgem
no intervalo entre 30 minutos até poucas horas apés o
consumo de moluscos contaminados. Raramente o quadro
clinico manifesta-se passadas mais de 12 horas. Os sintomas
cessam apos trés dias, com ou sem tratamento médico
(Yassumoto et al., 1980).

* Comunicacéo pessoal. Bi6logo MSc Fernando Vitor de Abreu Moschen,
da Secretaria de Agricultura e Pesca da Prefeitura Municipal de Angra
dos Reis.
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Figura 1: Mapa da baia de llha Grande (referéncia 1) localizagdo Fazenda Marinha Boa
Vista de Maciéis — (Coordenada geografica do centro do cultivo 23 °03'03"S

/ 44° 13’ 33,9" W)

Amostragem

Os mexilhGes foram coletados em trés pontos diferentes da
fazenda na proporg¢éo de 50 individuos adultos por coleta (para
garantir a representatividade estatistica), na faixa de tamanho
utilizada para comercializagdo, ou seja, maiores que 6 cm
(Avelar, 1998).

Extrac&o da ficotoxina AO

O éacido ocadaico foi extraido segundo o procedimento descrito
por Sigma (1993). A ficotoxina AO foi extraida da matriz organica
do hepatopancreas dos moluscos com metanol aquoso. Em
seguida o extrato metandlico passou por etapas de limpeza
que utilizaram éter de petréleo e cloroférmio. Essa Ultima fase
foi evaporada a 60°C e sob fluxo de nitrogénio. O residuo foi
redissolvido em acetonitrila.



Como a molécula do AO nao fluoresce naturalmente, para ser
detectada necessitou passar pelo processo de derivagdo onde
um cromoforo (1-(bromoacetil)pireno) foi acrescentado na
porcao carboxilica da molécula da ficotoxina. Tal procedimento
foi otimizado por Silva (2001).

Identificagcdo e quantificacdo do AO

Aliquotas de 20ul da solugdo derivada foram injetadas no
sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Waters
Associats, inc, Miliford, M.A — USA) equipado com detector de
fluorescéncia Waters (modelo 420) com excitagdo 333nm e
emissdo 440nm. Utilizou-se injetor Reodyne, com “loop” de
20 pl. Os dados obtidos foram analisados pelo integrador
registrador Waters Data Module (modelo 740). As condigbes
cromatograficas utilizadas foram: fase movel com acetonitrila
e &gua ultrapura (85:15 v/v); fluxo de 1ml.minuto?; coluna
cromatografica Microsorb C18 (4,6 X 15 mm) Microsorb-VM™
10um (Varian-USA), a temperatura ambiente.

Resultados e discussao

Para que a toxina presente nas amostras pudesse ser
identificada, primeiramente foram realizadas inje¢Bes com o
padréo da toxina acido ocadaico. Através do tempo de retengéo
médio (16,524 minutos) encontrado o pico correspondente
ao AO foi identificado (Figura 2). E para posterior calculo das
concentragfes de toxina foi utilizada a drea média (88263,80)
gerada pelo padrdo (Tabela 1).

Tabela 1: Tempo de retencédo (em minutos) e area do padrao
do AO em sistema CLAE-DF, utilizando coluna C18
e fase movel acetonitrila: 4gua ultrapura, na
propor¢éo 85:15 (v/v).

Data Tempo de retengéo Area
26/jun 16,150 148434
16,571 80890
16,665 76240
16,601 42996
16,631 92759
Média 16,524 88263,80
Desvio-padrao 0,21 38369,19

AO

Figura 2: Cromatograma do padréo

acido ocadaico com tempo
LT de retencéo 16,150 e area
- - - de 148434.
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Foram realizadas trés coletas no outono de 2004 (margo,
abril e maio), com trés amostragens de mexilhdes cada. A
ficotoxina acido ocadaico foi detectada, com concentracao
de 2,65 ngAO . g de hepatopancreas de molusco, em
apenas uma amostra das trés coletadas no més de margo
(Figura 3: cromatograma A). Para que a identidade da toxina
fosse confirmada, foi realizada uma coinjecdo com o padrédo
(Figura 3: cromatograma B).

Figura 3: Cromatograma da amostra 1 da primeira coleta realizada na
enseada de Maciéis. A) cromatograma da amostra com a
presenca da toxina com tempo de retencdo de 16,675 e area
de 43711 e B) da coinjecdo com tempo de retengdo de 16,728
e 4rea de 65698.

Esta concentragdo encontra-se uma ordem de grandeza
abaixo do limite inferior aceito por paises como Japao e
Canadéa, que adotam niveis inferiores a 2,0 ng AO.g* de
hepatopancreas de molusco para a comercializacdo e o
consumo desses bivalvos (Andersen, 1996). Dessa forma,
os mexilhdes cultivados em Maciés estariam aptos ao
consumo humano, segundo as normas supracitadas. Em
nosso pais, no entanto, ainda ndo existe nenhum tipo de
normatizagdo em relacdo as toxinas produzidas por
microalgas.

A ficotoxina AO também foi detectada, em mexilhdes obtidos
de bancos naturais, na baia de Sepetiba, litoral do Rio de
Janeiro, em concentra¢cbes da mesma ordem de grandeza
(nanogramas) encontradas pelo presente trabalho (Oliveira,
2001 e Ferreira, 2004). Proenca (1998), em mexilhdes
cultivados no litoral de Santa Catarina, detectou a mesma
ficotoxina AO em concentragcdes uma ordem de grandeza maior
(microgramas), muito proximas dos limites aceitos
internacionalmente para a comercializagdo de moluscos.

Os mexilhdes analisados das coletas de abril e maio ndo
apresentaram a presenca da ficotoxina acido ocadaico (Figura
4: Cromatograma A). A auséncia da ficotoxina foi confirmada
com a realizagcdo da coinjegdo (Figura 4: Cromatograma B)
onde detectou-se o AO oriundo do padréo que foi injetado
juntamente com a amostra.
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AO

Figura 4 : Cromatograma da amostra 3 da segunda coleta realizada na
enseada de Maciéis. A) cromatograma da amostra sem a
presenca da toxina e B) da coinje¢cdo com tempo de retencédo
de 16,601 e area de 42996.
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Conclusao

O acido ocadaico foi detectado em apenas uma das trés
amostras coletadas no més de margo de 2004. Porém,
embora a ficotoxina tenha sido detectada, as concentracdes
encontradas estiveram abaixo do necessario para o
desencadeamento da sindrome EDM. Os mexilhdes
coletados nos meses de abril e maio ndo apresentaram a
presenca da ficotoxina AO.

Portanto, os mexilhes cultivados na enseada de Maciés
encontravam-se aptos ao consumo humano, durante o
periodo analisado, se consideradas as normas para
ficotoxinas diarréicas aceitas internacionalmente para a
comercializagdo de moluscos. Ainda ndo existem no Brasil
tais normas para a producdo e consumo de moluscos.

Salienta-se a necessidade imperativa de que sejam
intensificadas as pesquisas nesse ambito (monitoramento
das fazendas) para que se assegure tanto a sanidade dos
moluscos quanto a protecdo a saude publica.
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