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ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE FUNGOS TOXIGENOS EM
CARCINICULTURA MARINHA

RESUMO

Este trabalho objetivou quantificar e identificar fungos toxigenos dos ambientes dos
galpbes de estocagem, das racGes e dos camardes de quatro das quatorze propriedades
carcinicultoras piauienses. Foi utilizada a técnica de sedimentacdo em placas de Petri para a
contagem no ambiente e 0 método da diluicdo decimal seriada para racdo e camardo. O
potencial toxigeno dos Aspergillus foi avaliado no Agar Leite de Coco. Prevaleceram as
espécies dos géneros: Aspergillus e seus teleomorfos e Penicillium Os ambientes dos galpdes
apresentaram (1,99 a 2,49 logip), com predominancia de A. terreus (30,7%) e P. citrinum
(43,3%). As contagens nas racoes que foram de 0,65 ufc/g a 2,66 ufc/g logo variaram entre as
propriedades em todos os periodos e fases de cultivo, independentemente do local de coleta e
das condicdes das embalagens, com prevaléncia de A. flavus (38,2%). As fazendas
pesquisadas foram semelhantes quanto as contagens em camardo, com presenca de
Aspergillus das se¢des Circundati, Terrei, Nigri e Flavi. As espécies isoladas A. flavus , A.
niger, A. awamori, A. ochraceus e A. terreus produziam micotoxinas, caracterizando o

sistema produtivo com fonte de contaminacdo para ra¢fes e manipuladores.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, micotoxinas, Aspergillus, Penicillium, camaréo
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ISOLATION AND IDENTIFICATION OF FUNGI TOXIGENICS IN CULTURE OF
MARINE SHRIMP

ABSTRACT

This study aimed to quantify and identify fungi toxigenics environments of the
warehouses of storage, and diets of shrimp, four of the fourteen properties shrimp culture of
Piaui. It used the technique of sedimentation in the countdown signs for the environment and
the method of serial dilution decimal to feed and shrimp. The potential toxigenic of
Aspergillus was evaluated in Coconut Medium Agar. The results were processed in 10g10,
correlated, submitted to the analysis of variance and application of SNK test for comparison
of means. The qualitative variables were analyzed by the Chi-square test. Prevalence of
species of the genera: Aspergillus and Penicillium and its teleomorfos. The environments of
the warehouses had similar counts, with a predominance of A. terreus (30.7%) and P.
citrinum (43.3%). The counts in diets ranged from the properties in all periods and stages of
cultivation, regardless of the place of collection and the conditions of packaging, with
prevalence of A. flavus (38.2%). The farms surveyed were similar on the counts on shrimp,
with the presence of Aspergillus sections Circundati, Terrei, Nigri and Flavi. The isolated
species A. flavus, A. niger, A. awamori, A. ochraceus e A. terreus produce mycotoxins,
characterizing the production system with a source of contamination for rations and

manipulators.

Keywords: Litopenaeus vannamei, mycotoxins, Aspergillus, Penicillium, shrimp
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INTRODUCAO

A producdo mundial de camardes cultivados e capturados, em 2006, foi da ordem de
6.624.387 milhdes de toneladas, das quais 47,77% oriundos dos cultivos (FAO, 2006). O
Brasil obteve, nesses ultimos anos, a lideranca mundial em produtividade e, em 2003, teve a
maior producdo do camardo Litopenaeus vannamei do hemisfério ocidental. Neste mesmo
ano, verificou-se a primeira queda na producdo e produtividade brasileira dos ultimos sete
anos, decorrente, principalmente, da incidéncia do virus IMNV (Mionecrose Infecciosa), da
baixa cotagcdo do dolar e o "dumping" promovido pelos Estados Unidos contra o produto
brasileiro. Em 2006, a producdo brasileira foi de 65.000 toneladas de camardo, dos quais 843
toneladas foram provenientes da carcinicultura piauiense garantindo o sexto lugar no ranking
nacional (ABCC, 2009).

A racdo representa um dos principais custos operacionais no sistema produtivo de
camardes, deste modo é fundamental que os carcinicultores avaliem, para reduzir os prejuizos,
todas as formas de prevencdo de perdas e as causas de alteracBes. Dentre as alteracOes
provaveis, os fungos devem ser pesquisados pela capacidade de deteriorar racdes e producédo
micotoxinas.

Os fungos sdo organismos eucarioticos cujos nucleos sdo dispersos em um micélio
continuo ou septado. Ndo possuem plastos ou pigmentos fotossintéticos e sua nutricdo é
obtida por absorcdo. Sdo saprofiticos, parasitos facultativos ou biotroficos. Crescem como
célula unica (leveduras) ou como colénias filamentosas multicelulares (bolores). Encontram-
se em abundéancia no solo, nos vegetais e nas aguas e se reproduzem por meios de ciclos
teleomorfo e anamorfo (TRABULSI et al, 2002).

Alguns fungos sdo capazes de produzir metabolitos secundarios que sdo toxicos e as
vezes carcinogénicos aos animais e ao homem. Estes sdo chamados de fungos toxigenos e
seus metabdlitos de micotoxinas. S&o conhecidas mais de 80 espécies de fungos toxigenos,
que produzem mais de 300 diferentes tipos de micotoxinas em quase todos os tipos de
produtos alimenticios, como arroz, milho, feijao, trigo, cevada, soja, castanha do Para, farelo
de peixe, frutas, presunto, queijo, leite, e até vinho (DETROY, 1971; BATISTA, 2000).

Os principais fungos toxigenos pertencem a seis géneros taxonémicos que Ssao:
Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Penicilium, Rhizoctonia e Stachybotrys. Os fungos dos
géneros Aspergillus, Fusarium, Penicilium sdo os mais importantes, os mais freqlientemente
encontrados e 0s maiores produtores de micotoxinas (BATISTA e FREITAS, 2000;
GIMENO,2000).
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Fungos produtores de micotoxinas podem ser classificados, de acordo com o habitat e
0 substrato oferecido para o seu desenvolvimento, em trés grupos: fungos de campo, que
geralmente contaminam plantas, antes mesmo que se realizem as colheitas; fungos de
armazenamento, que se desenvolvem durante o armazenamento do alimento; e fungos de
decomposic¢do, tornando o alimento improprio para o consumo devido & deterioracdo e
producdo de micotoxinas (CONCON, 1998 apud MIDIO e MARTINS, 2000; GIMENO,
2000).

As micotoxinas, produtos do metabolismo de fungos toxigenos e patogénicos sao
contaminantes de alimentos e ragGes. Esta contaminacdo pode acontecer diretamente e de
dificil controle e que podem acontecer nas vérias etapas de producdo, processamento e
armazenamento devido a processos naturais e ambientais (TAVEIRA e MIDIO, 1999; MiDIO
e MARTINS, 2000).

Dentre os contaminantes de alimentos, as micotoxinas parecem ser as mais
representativas e dentre estas, as aflatoxinas tém sido as mais estudadas pela sua grande
importancia do ponto de vista toxicolégico. A ingestdo de alimentos contaminados com estas
micotoxinas em baixos teores, com uma dada freqiiéncia e por tempo prolongado, pode levar
ao aparecimento de efeitos crénicos, representando um sério risco para a salude humana
(TAVEIRA e MIDIO, 1999).

A presenca de micotoxinas na cadeia alimentar pode ocorrer de forma direta e indireta.
Na forma direta, o substrato do alimento serve como meio para o desenvolvimento do fungo e
a producdo da toxina, podendo ocorrer em qualquer estagio, seja durante a producdo,
beneficiamento, transporte e armazenamento. Na forma indireta, os ingredientes do alimento
podem estar contaminados com a micotoxina, ou ainda, como no caso de produtos de origem
animal, de animais que consumiram racdo contaminada (CARVALHO, 1995).

Muitos surtos com alta mortalidade em animais de producédo tem sido causados por
micotoxinas, principalmente por aflatoxinas, fumonisinas, zearalenona e ocratoxina A. S&o
registradas perdas na producdo causadas pela combinacdo dessas micotoxinas e sua presenca
nas ragdes. Ocorre diminuicdo da produtividade, como declinio na produgdo de ovos,
problemas reprodutivos, vulnerabilidade a infecgdes aumentando a morbidade e, por Gltimo, a
mortalidade. A presenca de residuos de micotoxinas no leite, em ovos e na carne, tem
contribuido para as perdas econdmicas e queda da produtividade animal. Os mais afetados
tém sido as aves, 0s suinos, o gado leiteiro e os cavalos (BATH e VASANTHI, 1999).

No processo de elaboracdo das ragOes utilizadas na alimentacdo de camardes, séo

empregados diversos ingredientes balanceados para garantir um bom desempenho na
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produtividade animal. Destes que sdo utilizados, o milho, a cevada, o centeio, o trigo entre
outros, sdo as principais fontes energéticas oferecidas ao animal e representam substratos
ideais para o desenvolvimento de fungos e micotoxinas.

Baseados nestes dados foram formuladas a seguinte hipotese: as condigdes
inadequadas de armazenamento, utilizacdo de matérias-primas contaminadas, a manipulacdo
inadequada e fatores ambientais como o clima, podem influenciar consideravelmente na
presenca e no crescimento de fungos micotoxigenos e suas micotoxinas nas racdes utilizadas
na carcinicultura. A presenca destes fungos nas racdes pode contaminar os camardes.

Para testar as hipdteses, os objetivos do presente trabalho foram:

Verificar as condigdes de armazenamento de ragdo nas fazendas de camardo,
nos periodos secos e chuvosos;

Quantificar, isolar e identificar fungos toxigenos nos galpbes de
armazenamento das racoes pela técnica de sedimentacdo em placas de Petri;

Quantificar, isolar e identificar fungos toxigenos na racdo estocada e em uso
nas diferentes fases de cultivo dos camardes e;

Quantificar, isolar e identificar fungos toxigenos em camardes nas suas
diferentes fases de crescimento.

Para avaliar a presenca de fungos micotoxigenos em carcinicultura marinha, este
trabalho foi dividido estruturalmente em trés capitulos: “Isolamento e identificacdo de fungos
toxigenos em galpdes de armazenamento de ragdes em carcinicultura marinha”; “Fungos
toxigenos isolados e identificados em ragdes utilizadas em carcinicultura marinha” e
“Isolamento e identificacao de fungos micotoxigenos em camardes marinhos cultivados™.

Os capitulos foram apresentados na forma de artigos cientificos obedecendo as normas

da Revista Ciéncia Rural, os quais foram submetidos a publicacéo.
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Isolamento e identificacdo de fungos toxigenos em galpdes de armazenamento de ragoes

em carcinicultura marinha

Isolation and identification of toxigenic fungi in warehouses for storage of feed on

marine shrimp culture

Rodrigo Maciel Calvet"™*; Maria Christina Sanches Muratori'; Maria Marltcia Gomes

Pereira; Regina Célia de Jesus Fialho"":; Aline Marques Monte""

, Atyla Peeter Batista
Veloso"": Ygor Flavio de Moraes Santos'"; Amilton Paulo Raposo Costa", Kelly Moura

Keller', Luiz Antonio Moura Keller'", Carlos Alberto da Rocha Rosa"

RESUMO

Os géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium sdo considerados como os principais
produtores de micotoxinas e estdo relacionados também a contaminacdo ambiental. Deste
modo, objetivou-se quantificar e identificar a micobiota toxigena dos galpdes de
armazenamento das racdes em carcinicultura piauiense, utilizando a técnica de sedimentacéo
em placas de Petri com Agar Dextrose Batata e acido tartarico a 10% que foram mantidas
abertas nos galp6es em trés pontos distintos por 20 minutos onde foram incubadas por cinco a
sete dias a 25,0° C. Apos incubacdo, contaram-se as coldnias fungicas e os resultados foram

expressos em ufc/cm? por semana (1,99 a 2,49 logyo), correlacionados, submetidos & anélise

'Médico Veterinario, Mestrando em Ciéncia Animal — CCA/Universidade Federal do Piaui, Teresina, Pl, Brasil
CEP 64.049-550. e-mail: rodrigocalvet@hotmail.com;

" Docentes Departamento de Morfofisiologia Veterinaria — CCA/ Universidade Federal do Piauf;

" Graduandos do Curso de Medicina Veterinaria — Universidade Federal do Piauf;

V' Médicos Veterinarios, Mestrandos em Ciéncias Veterinérias, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro;

V Professor Titular de Micologia e Micotoxicologia — DMIV/IV/ Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
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de variancia e aplicacdo do teste de SNK para comparacdo das médias. As variaveis
qualitativas foram analisadas pelo teste ndo paramétrico do y° (Qui-quadrado). A
interpretacdo da qualidade do ambiente seguiu os padrOes de Sadler e a identificacdo dos
géneros Aspergillus e Penicillium seguiu as chaves de identificagcdo de KLICH e PITT (2002).
O potencial toxigeno dos Aspergillus isolados foi avaliado no Agar Leite de Coco. As
contagens fungicas dos galpdes das propriedades ndo diferiram entre si (p<0,05%) e foram
classificados como “péssimos” por apresentarem contagens superiores a 1,30 x 10 ufc/cm? por
semana. Foram isoladas 130 cepas pertencentes a 11 géneros flingicos. Prevaleceram as
espécies dos géneros: Aspergillus e seus teleomorfos (40,0%) e Penicillium (32,3%). Foram
identificadas 39 cepas de Aspergillus, prevalecendo o Aspergillus terreus (30,7%) e 30 cepas
do género Penicillium, com maior predominancia de Penicillium citrinum (43,3%). Também
foram identificados Byssochlamys fulva e Fusarium verticillioides que apresentaram potencial
toxigeno. A presenca dos fungos produtores de micotoxinas como A. niger, A. awamori e A.
flavus caracteriza o ambiente dos galpdes de carcinicultura como uma fonte de contaminagéo

para rac0es, manipuladores e camardes.

PALAVRAS-CHAVE: Litopenaus vannamei, micotoxina, Aspergillus, Penicilium,

Byssochlamys fulva e Fusarium verticillioides

ABSTRACT

The genera Aspergillus, Fusarium and Penicillium are considerate like principal producers of
mycotoxins, and they are also related to environmental contamination. The aim of this
research was to quantify and identify the toxigenic mycobiota of warehouses storage of

rations in shrimp culture state of Piaui, using the technique of plating Petri with sedimentation
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in Potato Dextrose Agar and tartaric acid to 10% that have been kept open in warehouses at
three different points for 20 minutes where they were incubated for five to seven days at 25.0°
C. After incubation, counted up the fungal colonies and the results were expressed in
cfulcm?/week (1,99 a 2,49 logio), correlated, submitted to the analysis of variance and
application of SNK test for comparison of means. The qualitative variables were analyzed by
chi-square). The interpretation of the environment quality was followed the patterns of Sadler
and identification of the genera Aspergillus and Penicillium followed the keys of
identification by KLICH and PITT (2002). The potential toxigenic of Aspergillus alone has
been estimated at Coconut Medium Agar. The fungal counts of warehouses of the properties
did not differ from each other (p <0.05%), and were classified as "extremely poor" by present
counts greater than 1.30 x 10 cfu/cm?/week. There were isolated 130 strains belonging the 11
fungal genera. It showed species of the genera: Aspergillus and their teleomorph (40.0%) and
Penicillium (32.3%). We identified 39 strains of Aspergillus, it being the Aspergillus terreus
(30.7%) of bigger prevalence and 30 strains of the genus Penicillium with higher prevalence
of Penicillium citrinum (43.3%). It was identified Byssochlamys fulva and Fusarium
verticillioides that present potential toxigenic. The presence of the fungi producer of
mycotoxins as A. niger, A. awamori and A. flavus characterizes the environment of

warehouses, shrimp culture as a source of contamination for rations, handlers and shrimp.

KEY WORDS: Litopenaus vannamei, mycotoxin, Aspergillus, Penicilium, Byssochlamys

fulva e Fusarium verticillioides
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INTRODUCAO

Durante muito tempo os fungos foram considerados vegetais, mas a partir de 1969
passaram a ser classificados como pertencentes ao quinto Reino, o Reino Fungi. Os fungos
s80 seres Vivos eucaridticos que podem apresentar um ou mais nucleos, como as leveduras ou
como os fungos filamentosos e os cogumelos, respectivamente. N&o sintetizam clorofila nem
qualquer pigmento fotossintético (TRABULSI et al.,, 2002). Os conidios dos fungos
filamentosos séo abundantes e amplamente encontrados na natureza, crescem rapidamente no
solo, em plantas, em alimentos, em papel e até em vidros. De um modo geral, a umidade
presente no ambiente e as condicdes de estocagem favorecem a proliferacdo dos fungos em
alimentos (FONSECA, 2000).

Os géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium sdo considerados como os principais
géneros produtores de micotoxinas (BATISTA e FREITAS, 2000) e podem estar presentes na
microbiota fingica do ambiente.

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios tdxicos com baixo peso molecular que
quando presentes nos alimentos e racfes podem causar problemas para a salde do
consumidor, tais como: efeitos carcinogénicos, teratogénicos, convulsdes, alucinacdes,
hemorragias, até mesmo a morte (BATISTA e FREITAS, 2000; MIDIO e MARTINS, 2000;

BAPTISTA, 2004).

A microbiota ambiental contém muitas espécies de fungos, bactérias, virus entre
outros, sendo os dois primeiros 0s mais importantes na deterioracdo de alimentos (MELO et
al., 2000) e de racdes (DALCERO et al., 1997, ROSA et al., 2006). A contaminagdo das
racOes pode ser decorrente dos fungos presentes no ambiente de cultivo dos ingredientes, na
colheita, nas instalagdes da fabrica, durante o transporte e armazenamento inadequado em

galpdes com umidade elevada em seu interior (GIMENO, 2000).
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As condi¢cdes ambientais dos galpdes de armazenamento de racdes como umidade
relativa e temperatura, podem favorecer o desenvolvimento flngico caso ndo sejam
controladas. Portanto é necessario prevenir a contaminacdo do ar, e a complexidade da
situacdo requer uma analise cuidadosa destas variaveis e assim estabelecer a mais eficiente
técnica de controle para o ambiente (SIQUEIRA JUNIOR et al., 2005).

BOREM et al (2000), constataram fungos toxigenos no ar e em sementes de feijdo
armazenadas em ambiente com atmosfera modificada prevalecendo espécies de A. niger, A.
flavus, A. fumigatus, Fusarium semitectum e Alternaria spp.

GAVA (2000) ao avaliar ambientes de industrias alimenticias isolou Aspergillus flavus
na area de manipulacdo de doces, caracterizando o ambiente como fator de risco para os
produtos e manipuladores. O autor sugere que sejam estabelecidos padrdes brasileiros para
contaminacdo bioldgica de ambientes industriais.

O Penicillium citrinum é potencialmente produtor da citrinina, micotoxina de
toxicidade moderada que acomete os rins dos animais monogastricos ocasionando perda de
peso devido a degeneracdo renal, ja o P. citreonigrum é o principal produtor de citreoviridina,
causadora do beribéri cardiaco agudo, enfermidade que afeta 0 homem, podendo ocasionar a
morte em dias (ROSA et al, 1998, 2006, PITT, 2004).

LIN e DIANESE (1976) desenvolveram um método para identificacdo de fungos
toxigenos, que utiliza o Agar Leite de Coco (CAM), baseado na producdo de fluorescéncia
azul-violeta e uma pigmentacgéo especifica no meio de cultura na presenga de micotoxina. De
um modo geral, os métodos utilizados para a deteccdo de fungos toxigenos baseiam-se na
producdo de micotoxina em extrato solido ou liquido, extracdo da toxina com solventes
organicos, purificacdo, concentracdo e deteccdo por Cromatografia de Camada Delgada

(FILTENBORG e FRISVAD, 1980).
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Os fungos podem causar diversas enfermidades em humanos e em animais, dentre elas
ha a pneumonite por hipersensibilidade, causada por varios agentes, dentre eles o Penicillium.
Esta enfermidade € pouco diagnosticada e isto se deve a diversas razdes como: a ndo analise
da historia ocupacional, ambiental e rotina de pacientes com queixas respiratorias; a
inespecificidade dos sinais e sintomas e a normalidade do radiograma, tomografia
computadorizada de alta resolucdo e os testes de funcdo pulmonar (BAGATIN 2006).

Por ndo existirem padrbes especificos para avaliar a qualidade microbiolédgica do
ambiente de industria alimenticia e de galpdes de armazenamento de racdo, sdo utilizados
para esta finalidade os parametros da Resolucdo n° 9, de 16 de janeiro de 2003, referente aos
Padrdes de Qualidade do Ar Interior, em Ambientes Climatizados Artificialmente de uso
Publico e Coletivo (BRASIL, 2003). De acordo com a Resolucdo n° 9, de 16 de janeiro de
2003, “¢ inaceitavel a presenga de fungos patogénicos e toxigenos em interiores de ambientes
publicos e coletivos” (BRASIL, 2003).

No litoral piauiense estdo localizadas propriedades carcinicultoras que adquirem
racOes comerciais para as diversas fases do ciclo de cultivo dos camarfes. Para manter o
estoque, as embalagens de racdes s@o armazenadas em galpdes de alvenaria sobre estrado de
madeira sem controle das condi¢cBes ambientais. Para o abastecimento diario, as mesmas sdo
transferidas para depdsitos proximos as margens dos viveiros. Deste modo, objetivou-se
quantificar e identificar a micobiota toxigena dos galpdes de armazenamento de racdes da

carcinicultura piauiense.

MATERIAL E METODOS

No periodo de agosto de 2006 a junho de 2007 avaliou-se as condi¢fes ambientais e a

microbiota fungica dos galpdes de armazenamento de racdo em quatro das quatorze
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propriedades carcinicultoras existentes no litoral piauiense (delimitado entre 2° 55° 51,39”’S —
2° 587 04,31°S a 41° 20° 09,350 — 41° 26° 33,52°°0), que foram sorteadas e identificadas
para fins de pesquisas como “A”, “B”, “C” ¢ “D”.

Para avaliar as condi¢Ges ambientais dos galpGes realizou-se a contagem flngica pela
sedimentacdo em placas de Petri contendo o Agar Dextrose Batata acidificado com acido
tartarico a 10% (SVEUM, 1992). A interpretacdo da qualidade do ambiente seguiu os padrdes
de Sadler (DI FABIO, 1990). As placas foram abertas dentro dos galpdes em trés pontos
distintos por 20 minutos. Durante este periodo a umidade relativa (UR) e a temperatura eram
medidas utilizando-se um termohigrometro Inconterm® Ap6s esse periodo, as placas foram
fechadas e lacradas com filme plastico, em seguida foram transportadas em recipientes
isotérmicos contendo gelo reciclavel até o Laboratério de Controle Microbioldgico de
Alimentos da Universidade Federal do Piaui, onde foram incubadas em estufa B.O.D. por um
periodo de cinco a sete dias a 25,0° C. Apo6s incubacédo, contaram-se as col6nias flngicas e 0s
resultados foram expressos em ufc/cm?® por semana, e realizagdo de calculos baseados na
recomendagédo de MOREIRA DA SILVA (1996).

Para identificacdo das colbnias fungicas isoladas foram utilizadas as técnicas descritas
por PITT & HOCKING (1999). As colbnias pertencentes ao género Fusarium foram
repicadas em V-8 juice agar (V-8J) e enviadas para o Laboratério do Nucleo e Pesquisas
Micoldgicas e Micotoxicoldgicas (Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto
de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro). As colénias dos géneros
Aspergillus e Penicillium foram armazenadas em Malt Extract Agar (MEA) e mantidas em
refrigeracéo ate identificagdo das espécies.

Para as cepas fungicas pertencentes ao género Aspergillus e Penicillium foram
utilizadas as chaves de identificacdo descritas por KLICH & PITT (2002), baseadas na

semeadura em quatro meios bésicos: Czapek Yeast Extract Agar (CYA); Malt Extract Agar
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(MEA), Czapek Yeast Extract Agar 20% Sucrose (CY20S) e Glycerol Nitrate Agar 25%
(G25N). Preparou-se uma suspensdo de conidios a partir de cada cepa em 0,5 mL de meio
constituido de 0,2% de agar-agar e 0,05% de Tween 80TM, distribuido em tubos de hemdlise
e previamente esterilizados a 121°C por 15 minutos (PITT & HOCKING, 1999). A seguir,
introduziu-se a agulha de platina na suspensdo de conidios transferido-os para trés pontos
equidistantes nas placas contendo CYA; MEA, CY20S e G25N. Estas placas foram incubadas
por sete dias a 25° C. Apo0s a incubacdo, visando a identificacdo das espécies, observaram-se
suas estruturas micromorfoldgicas e as caracteristicas macroscopicas das col6nias (diametro,
textura, forma, aspecto da superficie e do reverso, pigmentacdo dos conidios e pigmento
sollvel, producéo e cor de exsudato).

O potencial toxigeno dos Aspergillus isolados foi avaliado utilizando o Agar Leite de
Coco (CAM) apéds a inoculacdo e incubacdo por sete dias a 25° C. Posteriormente, verificou-
se a pigmentacdo produzida pelo fungo no meio, e a fluorescéncia através de um cromatovisor
com luz ultravioleta de (1 =366nm. A fluorescéncia caracteristica da produgdo de micotoxina
foi expressa com o simbolo (+) para positividade e (-) para negatividade (LIN e DIANESE,
1976).

Os resultados das contagens foram transformados em logyy correlacionados e
submetidos a andlise de variancia e aplicacdo do teste de SNK para comparacdo das médias
utilizando o Pacote Estatistico SIGMA STAT (1994). Para analise das variaveis quantitativas

foi utilizado o teste ndo paramétrico do %* Qui-quadrado (SAMPAIO, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A American Public Health Assossiation, citada por SVEUM et al., 1992, determina

gue um ambiente para manipulacéo de alimentos deve ter no maximo 3,0 x 10 ufc/cm? fungos
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filamentosos e leveduras por semana (1,48 em logs). Sadler (DI FABIO, 1990) classifica a
qualidade do ambiente pela contagem de colbnias de fungos presentes. Nesta tabela as
contagens médias das colénias no ambiente variam de zero a 1,20 x 10 ufc/cm? que sdo
classificados como “excelente” até “muito ruim”, respectivamente(ANEXO I). Contagens
fangicas iguais ou superiores a 1,30 x 10 ufc/cm? o autor classifica 0 ambiente como
“péssimo”. Os ambientes dos galpdes das propriedades pesquisadas apresentaram contagens
fangicas semelhantes (p= 0,454), com valores superiores a 1,30 x 10 ufc/cm? por semana. Os
resultados obtidos nos galpdes de armazenamento analisados quando comparados com a
tabela de Sadler foram classificados como “péssimos” pelas contagens obtidas (Tabela 1). O
que sugere a necessidade de controle do ar do ambiente.

Tabelal Média anual de umidade relativa (UR), temperatura e de unidades formadoras de
coldnias fungicas (ufc/cm?) isoladas dos galpdes de armazenamento de racdes das fazendas

carcinicultoras do litoral do Piaui.

Propriedades Parametro analisado
Umidade (%) Temperatura (° C) ufc/cm?/semana
A 68,5° 30,0° 2,42°
B 66,8° 30,8° 2,46°
C 58,8° 31,2° 2,49
D 72,0° 32,3 1,99°

ufc/cm?/semana = unidades formadoras de col6nias por centimetro quadrado. ® = letras iguais
resultados semelhantes nas mesmas colunas (p<0,05).

Os valores maximos recomendados (BRASIL, 2003) para umidade e temperatura em
um ambiente s@o 65,0% e 27,0° C, respectivamente, e ambientes quentes e imidos favorecem
o0 desenvolvimento de fungos filamentosos e de leveduras (TRABULSI et al., 2002), inclusive
em racOes estocadas previamente contaminadas (GIMENO, 2000). Durante o periodo
experimental, no momento da coleta a temperatura e umidade variaram de 29,4°C 2 32,1°C e

67,0 a 67,5%, respectivamente (Tabela 1). A regido possui clima tropical tmido com medias
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em 2007 de umidade e temperatura de 69% e 27°C, respectivamente, e precipitacdo que
variou de 3 a 226 mm (CONDICOES CLIMATICAS, 2007). As fazendas carcinicultoras s&o
instaladas no litoral piauiense proximo ao equador (latitude 0°), margeando estuarios, por este
motivo, o clima da regido interfere no ambiente dos galpdes favorecendo as elevadas
contagens fungicas observadas (Tabela 1). Deste modo, é necessario que as empresas
controlem os ambientes dos galpdes conforme recomendam SIQUEIRA JUNIOR et al.
(2005), para prevenir a contaminacdo FONSECA (2000) e deterioracdo (MELO et al., 2000)
das racOes estocadas para alimentar os camardes cultivados no litoral piauiense.

Os resultados em relacdo a prevaléncia dos géneros fangicos encontrados nos galpdes
de armazenamento de ra¢des utilizados na carcinicultura piauiense encontram-se na Tabela 2,
sendo isoladas 130 cepas pertencentes a 11 géneros fangicos.
Tabela 2 Fungos filamentosos isolados de galpdes de armazenamento de racbes em

carcinicultura

Género Fangico Numeros de Isolados Ocorréncia (%)
Aspergillus spp. e teleomorfos 52° 40,0
Penicillium spp. e teleomorfos 42° 32,3
Cladosporium spp. 08" 6,2
Curvularia spp. 05" 3,9
Alternaria spp. 04° 3,1
Fusarium spp. 03" 2,3
Aureobasidium spp. 02° 1,5
Ulocladium spp. 02° 1,5
Byssochlamys spp. 01° 0,8
Paecilomyces spp 01° 0,8
Epicocum spp 01° 0,8
Total 130 100,0

2P = letras iguais resultados semelhantes na mesma coluna (p<0,05). XZ: 333,7.
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As espécies fangicas prevalentes no ambiente dos galpdes pertenciam aos géneros
Aspergillus e seus teleomorfos (40,0%) e Penicillium (32,3%), os demais géneros também
tém importancia para a qualidade ambiental (Tabela 2). Foram identificadas 39 cepas de
Aspergillus, a maior prevaléncia foi de A. terreus (30,7%). Também foram isoladas outras
espeécies toxigenas importantes como o A. niger, A. flavus e A. parasiticus (Tabela 3). Destas
espeécies, apenas trés cepas do A. niger, duas do A. awamori e uma do A. flavus apresentaram
fluorescéncia no CAM, indicando que eles possuiam capacidade toxigena. As demais cepas
ndo apresentaram fluorescéncia no cromatovisor, 0 que ndo descaracteriza sua capacidade de
ser potencialmente toxigeno, tornando-se necessaria a confirmacdo utilizando o método de
Plug Agar conforme recomendam FILTENBORG e FRISVAD, (1980) e PEREIRA, (2003).

A gqualidade do ambiente dos galpfes de armazenamentos de racdes analisados nao se
enquadra nas recomendaces da legislacdo vigente para ambientes internos (BRASIL, 2003)
devido a presenca destas espécies potencialmente toxigena (BATISTA e FREITAS, 2000)
isoladas (Tabela 3).

Tabela 3 Ocorréncia das espécies de Aspergillus isoladas de galpdes de armazenamento de

rages em carcinicultura do litoral piauiense

Secéo NUmeros de Ocorréncia Isolados fungicos com
Isolados (%) fluorescéncia

Secdo Terreli

A. terreus 12 30,7 -
Secéo Nigri

A. awamori 08? 20,5 2(+)

A. niger o7? 18,0 3(+)
Secéo Flavi

A. oryzae 06° 15,4 -

A. flavus 04° 10,3 1(+)

A. parasiticus 02° 51 -

Total 39 100,00 6(+)
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2 = letras iguais resultados semelhantes na mesma coluna (p<0,05). y*= 10,5.

A. flavus e A. parasiticus no ambiente interno representam perigo potencial, pois pode
ocasionar enfermidades como aspergilose (GAVA 2000; AKAN et al., 2002), alergias e
problemas respiratdrios nos trabalhadores pelo contato e inalacdo de conidios. Estas espécies
foram isoladas nos ambientes dos galpdes de carcinicultura (Tabela 3) e por este motivo,
servem como reservatorio de fungos toxigenos, possibilitando a exposicdo dos manipuladores
a enfermidades respiratérias e a contaminacdo das racdes, principalmente quando as
embalagens ja estdo abertas.

No ambiente dos galpdes foram também identificadas trinta espécies do género
Penicillium e dentre elas a maior predominéncia foi do P. citrinum (43,3%) conforme pode
ser verificado na Tabela 4, que é potencialmente micotoxigeno conforme indicam PITT
(2004) e ROSA et al., (2006).

Tabela 4 Ocorréncia das espécies de Penicillium isoladas de galpdes de armazenamento de

rages em carcinicultura do litoral piauiense

Espécies Numero de Isolados Ocorréncia (%)
P. citrinum 13 43,3
P. funiculosum 05" 16,6
P. citreonigrum 04° 13,3
P. pinophilum 03" 10,0
P. fellutanum 01° 3,3
P. minioluteum 01° 3,3
P. brevicompactum 01° 3,3
P. implicatum 01° 3,3
P. purpurogenum 01° 3,3
Total 30 100,0

2P = Jetras iguais resultados semelhantes na mesma coluna (p<0,05). x*= 21,02.
A simples presenca de Penicilium em um ambiente ndo caracteriza o perigo levantado

por (PITT, 2004), entretanto, a constante inalacdo dos seus conideos pode favorecer
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enfermidades respiratorias (BAGATIN 2006) e alérgicas para pessoas que permanecam em
areas com elevadas contagens fangicas.

No ambiente dos galpdes foram identificadas também outras espécies de fungos
potencialmente toxigenos: Byssochlamys fulva e Fusarium verticillioides.

Para KELLER et al, (2005), a identificacdo e a determinacdo da micobiota
contaminante e de suas caracteristicas fisiologicas, nutricionais e toxigenas revestem-se de
grande importancia para o estabelecimento e a andlise do risco de exposi¢do do homem e dos
animais de criacdo a estes fungos e suas potenciais micotoxinas, para prevencdo dos varios
problemas para a salde inerentes ao consumo de alimentos e de racdo contaminada
(BATISTA e FREITAS, 2000; MIDIO e MARTINS, 2000; BAPTISTA, 2004). A origem dos
fungos isolados nos galpdes da carcinicultura piauiense (Tabela 3 e 4) pode estar relacionada
a utilizacdo de racdo previamente contaminada, a manipulacdo inadequada, a utensilios, a
fatores ambientais, presenca de vetores e animais domésticos no local. Pelo exposto
recomenda-se um controle efetivo da qualidade do ambiente interno dos galpdes para
armazenamento de racGes, visando prevenir a disseminacdo dos fungos nas ragdes e no

ambiente em geral.

CONCLUSAO

No ambiente de galpdes de carcinicultura piauiense estavam presentes fungos dos
géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Byssoclamis e Alternaria que se mostraram
potencialmente toxigenos em quantidades variadas.

As condi¢cdes ambientais de umidade relativa e de temperatura dos galpbes para
estocagem de racdo das propriedades carcinicultoras piauienses foram propicias ao

desenvolvimento de fungos.
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As especies A. niger, A. awamori, e A. flavus isoladas do ambiente interno dos galpdes
de armazenamento de ragfes em carcinicultura piauiense mostraram-se potencialmente
capazes de produzir micotoxinas.

A presenca de fungos toxigenos no interior dos galpdes caracteriza 0 ambiente como

uma fonte de contaminacao para as ra¢6es, manipuladores e camardes.
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ANEXO 1 Tabela de classificacdo dos padrdes de Sadler

Tabela 1 - Tabela de Sadler,

Classiticacdo N2 médio de
colonias-Bacteérias

N2 médio de
colénias-fungos

Excelente 0-10
Bom 11-25
Medio 26-46
Fuim 4766
Muito ruim 67-86

Péssimo + e 87

0
1-3
4-6
7-10

11-12
+de 13
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Fungos toxigenos isolados e identificados em racdes utilizadas em carcinicultura

marinha

Fungi toxigenic isolated and identified in feed used in marine shrimp culture
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RESUMO

No litoral piauiense estdo localizadas 14 propriedades carcinicultoras que sdo importantes
para o desenvolvimento socio-econémico da regido. A racdo € um dos principais custos e para
reduzir perdas econdmicas, deve ser devidamente estocada para evitar contaminagbes por
microrganismos. Realizou-se a contagem e identificacdo de fungos em ragdes de trés
propriedades carcinicultoras sorteadas randomicamente e identificadas como “A”, “B” e “C”.
As coletas foram realizadas nos galpdes de estocagem e nos depdsitos proximos aos Viveiros,
coletadas em embalagens de racdes fechadas e em uso. Em seguida, foram processadas para a

contagem de fungos (ufc/g) pelo método da diluicdo decimal seriada (10" a 10°%) em Agar
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Dichloran Rose Bengal Cloranfenicol, a 25,0 °C por cinco a sete dias. Foram utilizadas a
chave de identificacdo recomendada por KLICH e PITT (2002) para as cepas dos géneros
Aspergillus e Penicillium. O potencial toxigeno dos Aspergillus isolados foi avaliado no Agar
Leite de Coco. As contagens das racdes para camardo ndo diferiram entre si nas propriedades
“A” e “B” (1,33 a 2,66 ufc/g logip) em todas as fases de cultivo, independentemente do local
de coleta e das condi¢bes das embalagens (fechadas ou em uso). As menores contagens
fangicas ocorreram na propriedade “C” (0,65 ufc/g logio) em ragdes com embalagens integras
estocadas no viveiro da Fase Il. Ndo houve diferenca significativa nas demais contagens tanto
no periodo chuvoso quanto no seco. Os fungos prevalentes pertenceram aos géneros
Aspergillus e seus teleomorfos (66,1%) e Penicillium (10,7%). Foram identificadas 34 cepas
do género Aspergillus, sendo a maior prevaléncia de A. flavus (38,2%). As racdes utilizadas
nas diferentes fases de cultivos de carcinicultura apresentaram baixas contagens de fungos
(0,65 a 2,66 ufc/g logio), tanto nas ragbes estocadas em embalagens fechadas quanto nas em
uso, durante todo o ano. Algumas espécies de A. flavus , A. niger, A. awamori e A. terreus

isoladas séo potencialmente capazes de produzir micotoxinas.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, armazenamento de ragdo, camardo, fase de cultivo,

sazonalidade, microbiologia, boas préticas.

ABSTRACT

In Piaui coastal are located 14 properties shrimp culture that are important to the socio-
economic development of the region. The feed is a major cost and to reduce financial loses,
must be properly stored to prevent contamination by microorganisms. It was held on counting

and identification of fungi in feed of three properties shrimp culture drawn randomly and
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identified as "A", "B" and "C". The samples were collected in warehouses, storage depots and
in coming to nurseries, collected in packs of rations closed and use. Then were processed for
the counting of fungi (cfu/g) by the method of serial dilution decimal (10 to 10°%) in Agar
Dichloran Rose Bengal Chloranphenicol, 25.0 ° C for five to seven days. We used the key of
identification recommended by KLICH and PITT (2002) to the strains of the genera
Aspergillus and Penicillium. The toxigenic potential of Aspergillus alone has been estimated
at Coconut Agar Medium. The counting of feed for shrimp did not differ among on the
properties "A" and "B" (1.33 to 2.66 cfu/g logyo) at all stages of cultivation, regardless of the
place of collection and the conditions of packaging ( closed or in use). The lowest counts
fungal occurred on the property "C" (0.65 cfu/g logyo) in feeds with its quality packaging
stored in the nursery of Phase II. There was no significant difference in other counts both in
the rainy season and in dry. The fungi prevalent belonged to the genera Aspergillus and their
teleomorphos (66.1%) and Penicillium (10.7%). It was identified 34 strains of Aspergillus, the
most prevalent was A. flavus (38.2%). The feed used in the different stages of cultivation of
shrimp culture have low counts of fungi (0,65 to 2,66 cfu/g logip) , both in rations stored in
packages and in its quality in use by weather conditions throughout the year. Some species of
A. flavus, A. niger, A. awamori and A. terreus isolated are potentially capable of producing

mycotoxins.

Keywords: Litopenaeus vannamei, storage of feed, shrimp, stage of cultivation, seasonality,

microbiology, good practice.
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INTRODUCAO

O litoral piauiense possui 66 quildmetros de extensdo e a carcinicultura € uma
importante atividade econdmica, por gerar divisas e empregos diretos e indiretos para a
populacdo local. Nesta regido estdo implantadas 14 propriedades carcinicultoras que
produziram 843 toneladas de camardo em 2006, ocupando o sexto lugar na producédo
brasileira (ABCC, 2009).

A produtividade depende da qualidade dos insumos utilizados, dentre eles a racdo que
tem elevado custo financeiro. Deste modo, ¢ de fundamental importancia, a adocdo de
mecanismos eficientes para controlar a qualidade dos alimentos fornecidos para os camardes,
desde a producdo a estocagem nas propriedades camaroneiras. Como medida de controle, os
estabelecimentos procuram implementar as Boas Praticas Agropecuarias € o sistema de
Anadlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle para evitar a contaminacdo por
microrganismos indesejaveis dentre eles, os fungos e as leveduras (ABCC, 2006).

O potencial do Nordeste para o desenvolvimento da carcinicultura coloca esta
atividade como uma alternativa viavel para acelerar o desenvolvimento do meio rural na faixa
costeira, contribuindo na fixacdo do homem em seu habitat natural e a reversao do éxodo rural
(ROCHA, 2007).

Na carcinicultura as ragdes sdo armazenadas em galpdes e em “casas” proximas aos
viveiros para facilitar o manejo e devem ser estocadas sob condi¢fes de cuidados rigorosos,
sobretudo nas regides de clima quente e imido, por favorecerem o crescimento de organismos
contaminantes, como coliformes, enterobactérias, fungos e leveduras (FAO, 2004).

Alguns fungos sdo capazes de produzir substancias denominadas micotoxinas e 0s
géneros de maior importancia para o alimento e ragdo sdo os Aspergilus, Penicillium e

Fusarium. Para ocorrer o crescimento fangico e producdo de micotoxinas é necessario que
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haja uma série de fatores, como atividade de agua (Aa) e temperatura aumentadas, substrato
adequado e interacdes microbianas (PEREIRA, 2003). A contaminacdo pode ocasionar
reducdo na capacidade de germinacdo de grdos, perda do valor nutricional e producdo de
micotoxinas. Tais substancias sdo responsaveis por transtornos tanto para a saude animal
quanto para 0 homem (QUEIROZ, et al., 2005; KELLER, et al., 2005).

LIN e DIANESE (1976) desenvolveram um método para identificacdo de fungos
toxigenos, que utiliza o Agar Leite de Coco (CAM), baseado na producdo de fluorescéncia
azul-violeta e uma pigmentacéo especifica no meio de cultura na presenca de micotoxina. De
um modo geral, os métodos utilizados para a deteccdo de fungos toxigenos baseiam-se na
producdo de micotoxina, em extrato sélido ou liquido, extracdo da toxina com solventes
organicos, purificacdo, concentracdo e deteccdo por Cromatografia de Camada Delgada
(FILTENBORG e FRISVAD, 1980).

A racdo pode ser contaminada por fungos presentes no ambiente, nos ingredientes,
pelas instalacbes da fabrica, pelo transporte e armazenamento inadequado em galpGes com
infiltracdo e condensacdo de agua em seu interior (GIMENO, 2000). Os fungos tém sido
evidenciados como microrganismos de grande importancia para os alimentos, responsaveis
por perdas econémicas de relevancia, representando uma série de prejuizos em todo mundo
(PEREIRA, 2003).

A legislacdo brasileira ndo estabelece limites para contagem de fungos em racao
(BRASIL, 1991), entretanto, fungos filamentosos e leveduras sdo degradadores e podem
produzir micotoxinas em alimentos (ICMSF, 1996), portanto, é necessario estabelecer padréo
para contagens fungicas, para que as ragOes favorecam a producdo de animais saudaveis.
Ressalta-se que a presenca de fungos em alimentos e ra¢fes nao implica na ocorréncia de

micotoxinas (HUSSEIN E BRASEL, 2001) e que na auséncia fungica pode ocorrer
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micotoxinas produzidas previamente por fungos inativados, durante o processamento da
racao.

SMITH E MOSS (1985) apud MARTINS E MARTINS (2001) indicam que racdes de
boa qualidade microbiolégica e seus ingredientes devem ter no maximo 10° ufc/g (5,0 logio)
de fungos, e racdes com valores superiores a 10" ufc/g (7,0 logao) conferem odor de mofo, e
podem conter substancias zootoxicas.

SANTOQOS, (2006) e CALVET et al (2007) evidenciaram fungos de géneros variados
em racgdes e galpdes de estocagem da carcinicultura piauiense, agravado principalmente pelo
armazenamento inadequado da mesma, o que favoreceu o desenvolvimento e multiplicacdo da
microbiota fingica encontrada.

Deste modo, objetivou-se quantificar e identificar a microbiota fangica toxigénica

presente nas ragdes utilizadas na alimentacdo de camardes.

MATERIAL E METODOS

No periodo de outubro de 2006 a junho de 2007 foram avaliadas as condicdes da
microbiota fungica das racdes em trés das quatorze propriedades carcinicultoras, existentes no
litoral piauiense (regido delimitada entre 2° 55” 51,39°’S —2° 58 04,31”’S a 41° 20* 09,35”°0O
—41° 26’ 33,52°°0). As propriedades foram selecionadas por sorteio e identificadas para fins
de pesquisas como “A”, “B” e “C”. Para amostragem por propriedade foi sorteado um viveiro
para cada uma das trés fases de cultivo (p6s-larva — fase I, juvenil — fase Il e engorda — fase
I11) sendo realizadas seis coletas, totalizando 108 amostras de 1,0 kg de racéo.

As amostras de racdo foram obtidas em esquema fatorial de 3 x 2 (tipos de racdo e
formas de armazenamento), com seis repeticdes, cada uma representada por amostras de 1,0

kg de racdo comercial.
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A coleta de racéo das trés fases de cultivo foi realizada no galpao de armazenamento e
nos depositos proximos aos viveiros, a partir de embalagens integras e de embalagens em uso,
na ocasido eram medidas a temperatura e umidade relativa do ambiente utilizando um
termohigrometro Inconterm® portatil. As amostras foram acondicionadas em sacos plésticos
estéreis Nasco Whirl-Pak® devidamente identificados e em seguida foram transportadas para
o Laboratorio de Controle Microbioldgico de Alimentos do Nucleo de Estudos e Pesquisa e
Processamento de Alimentos da Universidade Federal do Piaui.

Para contagem de fungos filamentosos e leveduras, utilizou-se a metodologia decimal
seriada (10% a 10°) recomendada por PITT e HOCKING (1999). Foram pesadas
assepticamente 25g das amostras diretamente nos frascos contendo 225,0mL de agua
peptonada tamponada estéril a 0,1% para a obtencdo da diluicdo 10™. Em seguida foram
preparadas diluicdes decimais até 10°. De cada diluicdo, transferiram-se aliquotas de 1,0mL
para placas de Petri onde se verteu o Agar Dichloran Rose Bengal Cloranfenicol. Apds
solidificacdo as placas foram incubadas em estufa de cinco a sete dias a 25,0° C. As placas
eram observadas diariamente e selecionando-se as que apresentavam contagens entre 10 a 100
unidades formadoras de colonias por grama (ufc/g), de acordo com DALCERO et al., (1997).

As colbnias fungicas pertencentes ao género Aspergillus e Penicillium foram
identificadas utilizando as chaves de identificagdo descritas por KLICH & PITT (2002),
baseadas na semeadura em quatro meios basicos: Czapek yeast extract agar (CYA); malt
extract agar (MEA) e Czapek yeast extract agar 20% sucrose (CY20S). Preparou-se uma
suspensdo de conidios a partir de cada cepa em 0,5 mL de meio constituido de 0,2% de agar-
agar e 0,05% de Tween 80TM, distribuido em tubos de hemdlise e previamente esterilizados a
121°C por 15 minutos (PITT & HOCKING, 1999). A seguir, introduziu-se a agulha de platina
na suspensdo de conidios transferido-os para trés pontos equidistantes nas placas contendo

CYA; MEA, CY20S e G25N. Estas placas foram incubadas por sete dias a 25° C. Apos a
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incubacdo, visando a identificacdo das espécies, observaram-se suas estruturas
micromorfoldgicas e as caracteristicas macroscopicas das coldnias (diametro, textura, forma,
aspecto da superficie e do reverso, pigmentacdo dos conidios e pigmento solvel, producdo e
cor de exsudato). O potencial toxigeno dos Aspergillus isolados foi avaliado utilizando o Agar
Leite de Coco (CAM) apds a inoculacéo e incubacdo por sete dias a 25° C. Posteriormente,
verificou-se a pigmentacdo produzida pelo fungo no meio, e a fluorescéncia através de um
cromatovisor com luz ultravioleta de [1 =365nm. A fluorescéncia caracteristica da produgao de
micotoxina foi expressa com o simbolo (+) para positividade e (-) para negatividade (LIN e
DIANESE, 1976).

Apds a obtencdo dos resultados, realizou-se a analise de variancia e aplicacédo do teste
de SNK para comparacdo das médias utilizando o Pacote Estatistico SIGMA STAT (1994).
Os resultados foram também correlacionados e transformados em logo, Para analise das
variaveis quantitativas foi utilizado o teste ndo paramétrico do y? Qui-quadrado (SAMPAIO,

2002).
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Os resultados referentes as contagens de fungos filamentosos e leveduras em racdo de camardo entre as diferentes fases de crescimento

estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1 Médias das contagens de fungos filamentosos e leveduras (ufc/g) em racGes de camardo nas diferentes fases de crescimento cultivados no

litoral piauiense

Propriedades Fase | Fase Il Fase Ill
Embalagem no Embalagem no Embalagem no Embalagem no Embalagem no Embalagem no
Galpédo Viveiro Galpéo Viveiro Galpéo Viveiro
Uso Fechada Uso Fechada Uso Fechada Uso Fechada Uso Fechada Uso Fechada
A 2,00 2,102 1,532 - 1,332 1,602 1,952 - 1,752 1,622 1,672 1,467
B 2,662 2,082 1,418 1,682 1,692 1,978 - 1,552 1,912 1,972 - 1,692
C - 1,642 2,328 2,162 2,012 1,67° 1,82° 0,65° 2,012 1,492 1,532 0,752

ab= letras diferentes representam resultados diferentes na mesma linha (p>0,05%); ufc/g= unidades formadoras de col6nias por grama em logso.
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As contagens fungicas das ragcdes para camardo foram semelhantes nas propriedades
“A” e “B” em todas as fases de cultivo, independentemente do local de coleta e das condig¢des
das embalagens (integras ou em uso) como pode ser observado na Tabela 1. As menores
contagens fungicas ocorreram na propriedade “C” em ragdes de embalagens integras
estocadas no viveiro da Fase Il (Tabela 1). Foi possivel verificar que as propriedades
adquiriram ragdes para camardes de todas as fases de crescimento com contaminacdo fangica
pré-existentes pelas contagens observadas nas amostras provenientes de embalagens integras.
Esta possibilidade foi discutida por GIMENO (2000). Deste modo, a forma de manipulacéo e
de armazenamento das racdes nas propriedades ndo interferiu nas quantidades flangicas

isoladas.

As amostras de racOes analisadas apresentaram valores inferiores a 3,0 ufc/g (Tabelas
1 e 2) indicando boa qualidade microbiolégica conforme recomendam SMITH E MOSS
(1985) apud MARTINS E MARTINS (2001). As contagens fungicas foram semelhantes
(p>0,05%) nas coletas realizadas durante o periodo chuvoso e seco nas propriedades (Tabela
2), resultados semelhantes foram obtidos por SANTOS (2006).
Tabela 2 Médias das contagens de fungos filamentosos e leveduras (ufc/g) em ragdes de

camardo no periodo seco e chuvoso

Propriedades Periodo chuvoso Periodo seco
(TM= 27 °C, UR = 71,5%) (TM= 30,9 °C, UR =62,5%)
Embalagem no Embalagem no Embalagem no Embalagem no
Galpéo Viveiro Galpéo Viveiro
Uso Fechada Uso Fechada Uso Fechada Uso Fechada
A 2,062 1,642 2,702 - 1,522 1,852 1,252 -
B 2,042 1,992 2,618 1,642 2,292 2,188 - 1,982
C 2,012 1,592 2,178 1,562 1,602 2,092 1,482 2,118

a= Letras iguais na mesma linha e mesma coluna ndo apresentam diferenca p>0,05 %; TM=
Temperatura Média; UR= Umidade relativa.
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Durante o periodo experimental, a temperatura e umidade variaram de 27 °C a 30,9 °C
e 62,5% a 71,5 % no periodo da seca e chuva respectivamente (Tabela 2). A regido possuli
clima tropical iumido com médias de umidade e temperatura em 2007 de 69% e 27°C,
respectivamente, e precipitacdo que variou de 3 a 226 mm (CONDICOES CLIMATICAS,
2007). Pelo exposto, apesar do clima observado no litoral piauiense favorecer o
desenvolvimento fungico, as contagens foram constantes nas embalagens integras e em uso
em todas as épocas do ano. Isto se deve a alta rotatividade de estoque das ragdes, aos baixos
indices de umidade declarados pelos fabricantes (média de 13%) e ao processo de fabricacéo
de ragdes utilizadas em carcinicultura e piscicultura.

Os fungos prevalentes em racfes utilizados na carcinicultura piauiense (Tabela 3)
pertenciam aos géneros Aspergillus e seus teleomorfos (66,1%) e Penicillium (10,7%). Os
demais géneros também tém importancia para a qualidade da racéo.

Tabela 3 Fungos filamentosos isolados de ragdes utilizadas na carcinicultura piauiense

Género Fungico NUmeros de Isolados Ocorréncia (%)
Aspergillus spp. e teleomorfos 37t 66,1
Penicillium spp. e teleomorfos 06" 10,7
Mucorales 05° 8,9
Cladosporium spp. 03" 5,4
Curvularia spp. 03" 5,4
Trichoderma spp. 01° 1,8
Moniliella spp. 01° 1,8

Total 56 100,0

2P = Jetras iguais resultados semelhantes na mesma coluna (p<0,05). x*= 145,9.

Foram identificadas 34 cepas de Aspergillus, a maior prevaléncia foi de A. flavus
(38,2%). Também foram isoladas outras espécies toxigenas importantes como o A. niger e A.
versicolor (Tabela 4). Destas espécies, apenas uma cepa de A. flavus, A. awamori, A. niger e

A. terreus apresentaram fluorescéncia no CAM, indicando que eles possuiam capacidade
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toxigénica. As demais cepas de Aspergillus testadas ndo apresentaram fluorescéncia no
cromatovisor, 0 que ndo descaracteriza sua capacidade de ser potencialmente toxigeno,
tornando-se necessaria a confirmacdo utilizando o método de Plug Agar conforme
recomendam FILTENBORG e FRISVAD, (1980) e PEREIRA, (2003).

Tabela 4 Espécies do género Aspergillus isoladas de ragdes utilizadas na carcinicultura

piauiense
Secgéo NUmeros de Ocorréncia Isolados fungicos com
Isolados (%) fluorescéncia

Secéo Flavi

A. flavus 13° 38,2 1(+)

A. oryzae 11° 32,4 -
Secéo Nigri

A.niger 04° 11,8 1(+)

A. awamori 01° 2,9 1(+)
Secdo Versicolores

A. versicolor 03" 8,8 -
Secdo Terreli

A. terreus 01° 2,9 1(+)
Secdo Sparsi

A. sparsus 01° 2,9 -
Total 34 100,00 4(+)

2 = Jetras iguais resultados semelhantes na mesma coluna (p<0,05). ¥°= 36, 4.

A alta incidéncia de A. flavus observada nas rac6es para camardes (Tabela 4) indica a
possivel presenca de aflatoxina (PEREIRA, 2003). Os fungos encontrados nas ragdes que
estavam estocadas nos galpdes em embalagens fechadas podem ser decorrentes da utilizacao
de matéria-prima contaminada ou ainda, durante sua fabricagdo, conforme indica GIMENO
(2000). A possivel ingestdo destas micotoxinas pelos camarfes pode acarretar perdas
econémicas por interferir em seu metabolismo sobrecarregando o hepatopéancreas e como

afirmam BOONYARATPALIN et al., (2001), ao submeter racGes contaminadas com
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aflatoxinas para camardes, constataram a presenca da mesma na sua musculatura apos quatro
semanas.

SANTOS (2006) ao pesquisar fungos em racdes utilizadas na carcinicultura piauiense,
evidenciou os seguintes géneros: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Absidia, Cladosporium,
Rhizopus e Mucor. KELLER et al. (2005), ao avaliar racGes destinadas a alimentacdo de
equinos, constataram uma prevaléncia de 36% de A. flavus e sugerem um monitoramento
micotoxicoldgico rotineiro das racdes. Ja PEREIRA (2003) ao analisar racdes utilizadas na
alimentacdo animal evidenciou 31 cepas de A. flavus das quais 38,71% eram produtoras de
aflatoxina B, e de aflatoxina B, Estes fatos evidenciam a necessidade de pesquisar o potencial
micotoxigeno dos fungos encontrados e a presenca de micotoxinas nas racdes utilizadas na

carcinicultura piauiense.

CONCLUSAO

As ragOes utilizadas nas diferentes fases de cultivos de carcinicultura apresentaram
baixas contagens de fungos, tanto nas ragdes estocadas em embalagens fechadas quanto nas
em uso.

As contagens fangicas ndo diferiram entre si nas diferentes propriedades analisadas,
durante todo o ano, tanto nas ragdes estocadas em embalagens fechadas quanto nas em uso.

Algumas espécies de A. flavus, A. niger, A. awamori e A. terreus isoladas de racoes
utilizadas na carcinicultura piauiense eram potencialmente capazes de produzir micotoxinas

que podem ser ingeridas pelos camardes.
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Micobiota toxigena em camardes marinhos cultivados

Mycobiot toxigenic in marine shrimp grown
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RESUMO

Os fungos sdo usados como parametros na avaliagdo microbioldgica determinando as
condigdes higiénicas dos locais de coleta. S&o importantes pela capacidade de produzir
micotoxinas ou deteriorar alimentos. Devido a estes fatores, objetivou-se quantificar, isolar e
identificar a micobiota toxigena dos camardes marinhos cultivados no litoral piauiense.
Quatro das quatorze propriedades carcinicultoras existentes no litoral do Piaui foram
selecionadas randomicamente e identificadas como “A”, “B”, “C” e “D” para coletas de
amostras de camardo das trés fases de cultivo em delineamento fatorial 4x3 (quatro
propriedades e trés fases) representado por trés amostras de 100g de camarao, totalizando 84

amostras que foram identificadas e processadas para contagem de fungos pela metodologia
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decimal seriada utilizando placas de Petri contendo o Agar Dichloran Rose Bengal
Cloranfenicol e incubadas em estufa por cinco a sete dias a 25,0° C. O potencial toxigeno dos
Aspergillus isolados foi avaliado no Agar Leite de Coco. Ndo houve variacdo nas contagens
de fungos entre as fazendas pesquisadas em camarao nas diferentes fases de cultivo (1,82 a
2,73 ufc/g logi). A identificacdo das cepas fungicas pertencentes ao género Aspergillus
seguiram as chaves de identificacdo de KLICH e PITT, (2002). Isolou-se 64 cepas de sete
géneros flangicos. Os fungos prevalentes pertenceram aos géneros Aspergillus (34,4%) e
Penicillium (25,0%). Foram identificadas dezoito cepas do género Aspergillus. O A.
ochraceus, A. terreus, A. awamori, A. niger e A. flavus apresentaram fluorescéncia positiva no
CAM. Os camardes cultivados recém capturados apresentam baixas contagens de fungos. As
espécies de A. ochraceus, A. terreus, A. awamori, A. niger e A. flavus isoladas em camardes

apresentaram capacidade toxigena.

PALAVRAS-CHAVE: Litopenaeus vannamei, contagens, fungos, carcinicultura, micotoxinas

ABSTRACT

The fungi are used as parameters in microbiological evaluation showing the hygienic
conditions of places of gathering. They are important for the ability to produce mycotoxins or
foods deteriorate. With these factors, it was aimed to quantify, isolate and identify the toxic
mycobiot of marine shrimp grown in the Piaui coast. Four of the fourteen shrimp culture
existing properties on the coast of Piaui were randomly selected and identified as "A", "B",
"C" and "D" for collection of samples of the three stages of shrimp cultivation in 4x3 factorial

design (four properties and three phases) represented by three samples of 100g of shrimp,
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totaling 84 samples that were identified and processed for counts of fungi it was use the
methodology decimal series of Petri plates containing the agar Dichloran Rose Bengal
Chloranphenicol and incubated in oven for five to seven days to 25.0° C. The potential
toxigenic of Aspergillus alone has been estimated at Coconut Medium Agar. There was no
variation in the counts of fungi from the farms surveyed in shrimp at different stages of
cultivation (1.82 to 2.73 ufc/g logig). The identification of the fungal strains belonging to the
genera Aspergillus followed the keys od identification by KLICH and PITT (2202). It found
64 strains of seven fungal genera. The fungi prevalent belonged to the genera Aspergillus
(34.4%) and Penicillium (25.0%). There were identified eighteen strains of the genus
Aspergillus. The A. ochraceus, A. terreus, A. awamori, A. niger, and A. flavus showed
positive fluorescence in CAM.. The newly cultivated shrimp caught have low counts of fungi.
The species A. ochraceus, A. terreus, A. awamori, A. niger and A. flavus isolated in shrimp

had capacity toxigenic.

KEYWORDS: Litopenaeus vannamei, count, fungi, shrimp culture, mycotoxins

INTRODUCAO

O Brasil produziu 65.000 toneladas de camardo em 2006, dos quais 843 toneladas
foram provenientes da carcinicultura piauiense garantindo o sexto lugar no ranking nacional
(ABCC, 20009).

A carcinicultura marinha foi introduzida no Piaui na década de 80, com a implantacao
de fazendas em 550 hectares no litoral. Na ocasido, a espécie mais cultivada foi o Paneus

japonicus amplamente difundida na Asia e apresentando elevada produtividade, mas os
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resultados ndo corresponderam as expectativas esperadas porque o camardo nao se adaptou as
condicdes locais, pela falta de infra-estrutura, a falhas técnicas e gerenciais dos
empreendimentos. A partir da década de 90 o Litopenaeus vannamei foi introduzido na regido
tornando-se um marco para a carcinicultura piauiense (MORAES, 2001), considerada como
uma das mais importantes espécies para o desenvolvimento da carcinicultura.

Entretanto, doencas bacterianas, virais e flangicas podem comprometer o
desenvolvimento do setor. Fungos sdo amplamente distribuidos na natureza por este motivo
podem ser usados como parametro na avaliagdo microbioldgica determinando as condigdes
higiénicas do ambiente de cultivo.

A pesquisa de fungos em alimentos é importante pela capacidade de produzir
micotoxinas ou causar deterioracdo (ICMSF, 1996), no entanto, a RDC n° 12 de 02 de janeiro
de 2001, ndo estabelece valores para a quantificacdo destes microrganismos em camardes nem
para a maioria dos alimentos de origem animal (BRASIL, 2001). Ja a Portaria n° 451
revogada, possuia parametros para bolores e leveduras para diversos alimentos, onde 0s niveis
de aceitacéo de contagens oscilavam entre 10° a 10° ufc/g ou mL (BRASIL, 1997).

Por este motivo as contagens fungicas ndo sdao mais realizadas como rotina para a
avaliacdo da qualidade de alimentos, especialmente em produtos de origem animal. Assim,
produtos que tenham carga fungica elevada podem ser comercializados e podem comprometer
a saude do consumidor pela presenca de micotoxinas (BATISTA e FREITAS, 2000; MIDIO e
MARTINS, 2000; BAPTISTA, 2004). As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos
com baixo peso molecular que possuem efeitos carcinogénicos, teratogénicos, podendo causar
convulsdes, alucinacdes e hemorragias. Os géneros de maior importancia para o alimento por
serem produtores deste metabolito s@o os Aspergilus, Fusarium e Penicillium (PEREIRA,

2003).
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REIS et al. (2004) obtiveram contagens de fungos filamentosos e leveduras em
camardes frescos de dgua doce comercializados in natura sem gelo que variaram de 5,11 a
7,68 ufc/g. Eles justificaram estes resultados as variagdes de temperatura caracteristicas das
regides tropicais e subtropicais e também a contaminacdo da agua.

LIN e DIANESE (1976) desenvolveram um método para identificacdo de fungos
micotoxigenos, que utiliza o Agar Leite de Coco (CAM), baseado na producdo de
fluorescéncia azul-violeta e uma pigmentacdo especifica no meio de cultura na presenca de
micotoxina.

De um modo geral, os métodos utilizados para a deteccdo de fungos toxigenos
baseiam-se na producdo de micotoxina em extrato sélido ou liquido, extracdo da toxina com
solventes organicos, purificacdo, concentracdo e deteccdo por Cromatografia de Camada
Delgada (CCD), conforme descrito por FILTENBORG e FRISVAD (1980).

De acordo com VILLARREAL-CAVAZOS et al. (2004) embora tenham poucos
estudos sobre micotoxinas em camardes peneideos, este metabolito pode afetar o
hepatopancreas, 6rgaos mandibulares, hematopoiético e a glandula antenal, e por isso, alterar
a velocidade de crescimento pela reducdo da conversdo alimentar e do peso comercial
(BOONYARATPALIN, et al., 2001).

A carcinicultura € uma atividade em expansdo no litoral piauiense e os camardes
produzidos sdo congelados para distribuicbes no mercado interno e externo, para ser
consumido das mais diversas formas, inclusive cru. Portanto, as condi¢des higiénicas e
sanitarias dos camardes devem ser avaliadas para verificar a seguranca do produto
comercializado. Deste modo, neste trabalho objetivou-se quantificar, isolar e identificar

fungos toxigenos em camardes cultivados no litoral do Piaui.
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MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas randomicamente, quatro das 14 propriedades carcinicultoras
existentes no litoral do Piaui (regido delimitada entre 2° 55 51,39”’S — 2° 58* 04,31”’S a 41°
20’ 09,35°0 — 41° 26’ 33,52°°0), e identificadas para fins de pesquisa como “A”, “B”, “C” e
“D” onde se coletou amostras de camardo das trés fases de cultivo: “I” (p6s-larvag — PLg a
PL1g), “II” (PL1g a 90 dias) e “III” (90 a 120 dias) em delineamento fatorial 4x3 (quatro
propriedades e trés fases) representado por trés amostras de 100g de camarao, totalizando 84
amostras.

Apbs as coletas as amostras eram armazenadas em sacos plasticos estéreis Nasco
Whirl-Pak® lacradas, identificadas e transportadas em recipientes isotérmicos contendo gelo
reciclavel até o Laborat6rio de Controle Microbiolédgico de Alimentos do Nucleo de Estudos,
Pesquisa e Processamentos de Alimentos da Universidade Federal do Piaui para contagem de
fungos, pela metodologia decimal seriada (10™ a 10"®) recomendada por PITT e HOCKING
(1999). Foram pesadas assepticamente 25g das amostras diretamente nos frascos contendo
225,0mL de 4gua peptonada tamponada estéril a 0,1% para a obtencdo da diluicdo 10™. Em
sequida foram preparadas diluicdes decimais até 10°. De cada diluicdo foram transferidas
aliquotas de 1,0mL para placas de Petri onde se verteu o Agar Dichloran Rose Bengal
Cloranfenicol. Apos solidificacdo as placas foram incubadas em estufa por cinco a sete dias a
25,0° C e eram observadas diariamente, selecionando-se as que apresentavam contagens entre
10 a 100 unidades formadoras de coldnias por grama (ufc/g) (DALCERO et al., 1997).

As colbnias fuangicas pertencentes ao género Aspergillus e Penicillium foram
identificadas utilizando as chaves de identificagdo descritas por KLICH & PITT (2002),

baseadas na semeadura em quatro meios basicos: Czapek yeast extract agar (CYA); malt
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extract agar (MEA) e Czapek yeast extract agar 20% sucrose (CY?20S). Preparou-se uma
suspensdo de conidios a partir de cada cepa em 0,5 mL de meio constituido de 0,2% de agar-
agar e 0,05% de Tween 80TM, distribuido em tubos de hemdlise e previamente esterilizados a
121°C por 15 minutos (PITT & HOCKING, 1999). A seguir, introduziu-se a agulha de platina
na suspensdo de conidios transferido-os para trés pontos equidistantes nas placas contendo
CYA; MEA, CY20S e G25N. Estas placas foram incubadas por sete dias a 25° C. Apos a
incubacdo, visando a identificagdo das espécies, observaram-se suas estruturas
micromorfolégicas e as caracteristicas macroscopicas das coldnias (diametro, textura, forma,
aspecto da superficie e do reverso, pigmentacdo dos conidios e pigmento soltvel, producédo e
cor de exsudato).

O potencial toxigeno dos Aspergillus isolados foi avaliado utilizando o Agar Leite de
Coco (CAM) apéds a inoculacdo e incubacéo por sete dias a 25° C. Posteriormente, verificou-
se a pigmentacdo produzida pelo fungo no meio, e a fluorescéncia através de um cromatovisor
com luz ultravioleta de (1 =365nm. A fluorescéncia caracteristica da produgdo de micotoxina
foi expressa com o simbolo (+) para positividade e (-) para negatividade (LIN e DIANESE,
1976).

Apos a obtengdo dos resultados, realizou-se a analise de variancia e aplicagdo do teste
de SNK para comparacdo das médias de contagens flingicas utilizando o Pacote Estatistico
SIGMA STAT (1994). Os resultados foram também correlacionados e transformados em
logso. Para andlise das variaveis qualitativas foi utilizado o teste ndo paramétrico do x? Qui-

quadrado (SAMPAIQ, 2002).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos durante a fase experimental estdo resumidos em tabelas que
serdo apresentadas a seguir. As contagens fangicas dos camardes das fazendas pesquisadas
ndo diferiram entre si em todas as fases de cultivo (Tabela 1). Estas fases s@o caracterizadas
em funcéo do crescimento e ganho de peso dos animais.

Os camardes analisados eram recém capturados, bem nutridos, sadios e possuiam boa
imunidade. As baixas contagens flngicas observadas nas diferentes fases de cultivo (Tabela
1) podem estar relacionadas a diversos fatores, dentre eles: o equilibrio da microbiota externa
do corpo do animal e ao tempo decorrido entre a coleta das amostras até a analise. Porém,
existe a possibilidade dos fungos presentes nos camardes multiplicarem-se ap0s a despesca e
durante o processamento do produto, caso seja armazenado em temperatura inadequada, pois
ao encontrarem condicdes ideais, os fungos possuem um importante papel no processo de
deterioracdo ocasionando perdas da qualidade do produto final e producdo de micotoxinas
como afirmam a INTERNACIONAL COMISSION ON MICROBIOLOGICAL
SPECIFICATIONS FOR FOODS, (1996).

Tabela 1 Médias das contagens de fungos nos camardes produzidos no litoral piauiense em

trés fases de cultivo

Fases de Cultivo Propriedades
CGA” CGB')’ G{.C” GLD'),
I 2,73 1,85° 2,40 2,13
I 2,38 2,01° 1,98° 2,11°
i 2,65°% 1,82° 2,03 1,85°

% = letras iguais representam resultados semelhantes (p<0,05); ufc/g = unidade formadoras de

col6nias por grama em log 1.
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A legislacdo vigente ndo possui parametros para a quantificacdo de fungos e leveduras
para pescado (BRASIL, 2001), por isso ndo se podem comparar os resultados encontrados a
padrdes de referéncia. No entanto as contagens fungicas nos camardes das diferentes fases
recém despescados é relativamente baixa quando comparada aos resultados de REIS et al.
(2004) e a manipulacéo indevida posterior a despesca pode acrescentar novos microrganismos
contaminantes, assim como favorecer o desenvolvimento de fungos pré-existentes.

Foram isoladas 64 cepas de fungos pertencentes a sete géneros (Tabela 2) nas amostras
de camardo das diferentes fases de cultivo. As espécies prevalentes pertenciam aos géneros
Aspergillus (34,4%) e Penicillium (25,0%). REIS, et al. (2004) afirmam que camardes podem
ser contaminados por fungos pela agua do ambiente, no caso dos rios. A contaminacao
fangica observada nos camarfes cultivados no litoral piauiense pode ter ocorrido pela
presenca destes fungos na racdo contaminada que se adaptou as condicdes de cultivo pela sua
ampla difusdo na natureza.

Tabela 2 Fungos filamentosos isolados de camardes cultivados no litoral piauiense

Género Fungico NUmeros de Isolados Ocorréncia (%)
Aspergillus spp 228 34,4
Penicillium spp 16° 25,0
Trichoderma spp 09" 14,1
Cladosporium spp 08" 12,5
Fusarium spp 02° 3,1
Alternaria spp 02° 3,1
Curvularia spp 02" 3,1

Total 64 100,0

2P = Jetras iguais resultados semelhantes na mesma coluna (p<0,05). x*=148,36.
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Foram identificadas dezoito cepas do género Aspergillus, pertencentes as segdes
Circundati, Terrei, Nigri e Flavi. As espécies isoladas estdo descritas na Tabela 3. Destas
especies A. ochraceus, A. terreus, A. awamori e A. niger apresentaram fluorescéncia no CAM,
indicando que eles possuiam capacidade toxigénica. As cepas de A. flavus, A. japonicus e de
A. oryzae ndo apresentaram fluorescéncia no cromatovisor, 0 que ndo descaracteriza sua
capacidade de ser potencialmente toxigeno, tornando-se necessaria a confirmacéo utilizando o
método de Plug Agar conforme recomendam FILTENBORG e FRISVAD, (1980) e
PEREIRA, (2003).

Tabela 3 Espécies do género Aspergillus isoladas de camardes cultivados no litoral piauiense.

Secao NUmeros de Ocorréncia (%)  Isolados fungicos com
Isolados fluorescéncia

Secdo Circundati

A. ochraceus 04 22,2 2(+)
Secdo Terreli

A. terreus 04 22,2 3(+)
Secdo Nigri

A. awamori 03? 16,7 3(+)

A. niger 02° 11,1 2 (+)

A. japonicus 02° 11,1 -
Secéo Flavi

A. flavus 02° 11,1 -

A. oryzae 01° 5,6 -
Total 18 100,0 10(+)

a

= letras iguais resultados semelhantes na mesma coluna (P<0,05). %?=3,89 : (-)=
Fluorescéncia negativa.

Durante a despesca dos viveiros os camardes sdo transferidos para recipientes
contendo agua do canal de abastecimento, metabissulfito de sddio e gelo para manter a

temperatura proxima a 0,0°C. Em seguida estes depositos sdo conduzidos para a industria
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onde os camarfes sdo lavados com agua clorada a 5,0 ppm, congelados a -35°C e
armazenados a -20°C até expedicdo. A concentracdo de cloro utilizada é eficiente como
bactericida, entretanto, ndo ha comprovacao da eficacia em fungos presentes em camardes.

Os sulfitos podem ser utilizados como fungicidas para fungos fitopatogenos
produtores de esclerdcitos (PATSOUKIS e GEORGIOU 2007) e as temperaturas utilizadas
durante o processamento dos camardes inibe o desenvolvimento dos fungos e sua consequente
producdo de micotoxinas (JAY, 2005).

As amostras de camardo analisadas apresentaram espécies de fungos micotoxigenos
gue caso ndo sejam adotadas medidas que inibam seus desenvolvimentos no produto
armazenado podem se multiplicar posteriormente e produzir micotoxinas. A presenca destas
espécies no camardo, ndo indica necessariamente a existéncia de micotoxinas, pois para isso,
é preciso que o fungo encontre condicGes ideais para seu crescimento. Entretanto, 0s
camarBes podem conter micotoxinas no hepatopancreas pela ingestdo de racdes previamente
contaminadas.

As racdes contaminadas por fungos micotoxigenos pré-existentes na matéria prima sao
consideradas como fontes de micotoxinas em carcinicultura. Isto se deve ao fato das racGes
possuirem substratos potenciais para crescimento fingico e producdo destes metabdlitos
quando sdo armazenadas expostas a fatores ambientais. Os fungos também podem contaminar
0s camardes cultivados e interferir na qualidade do produto final e na vida de prateleira pela
sua capacidade proteolitica.

No entanto, ndo existem padrdes referenciais quanto a prevaléncia de fungos
micotoxigenos em alimentos, necessitando um aprofundamento nas pesquisas com intuito de
se verificar a potencialidade destas espécies e a possivel presenca de micotoxinas em

camardes cultivados.
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CONCLUSAO

Os camardes cultivados no litoral piauiense quando recém capturados apresentaram
baixas contagens flngicas em todas as fases de cultivo.

Os fungos prevalentes nos camardes cultivados pertenceram aos géneros Aspergillus
spp e Penicillium spp. Também foram isolados os géneros Trichoderma spp, Cladosporium
spp, Fusarium spp, Alternaria spp e Curvularia spp.

As espécies A. ochraceus, A. terreus, A. awamori, A. niger e A. flavus isoladas em

camard@es apresentaram capacidade toxigena.
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CONCLUSOES FINAIS

No ambiente de galpdes de carcinicultura piauiense estavam presentes fungos dos
géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Byssoclamis e Alternaria que séo potencialmente
micotoxigenos em quantidades variadas, caso as condi¢cdes ambientais de umidade relativa e
de temperatura do interior dos galpdes para estocagem de ragcdo Sejam propicias ao
desenvolvimento de fungos.

As espécies de A. niger, A. awamori, e A. flavus isoladas do ambiente interno dos
galpdes de armazenamento de ra¢cdes em carcinicultura piauiense sdo potencialmente capazes
de produzir micotoxinas caracterizando o ambiente como uma fonte de contaminacao para as
racdes, manipuladores e camardes.

As racdes utilizadas nas diferentes fases de cultivos da carcinicultura piauiense
apresentaram baixas contagens de fungos, tanto nas racdes estocadas em embalagens integras
quanto nas em uso. Isto se deve as condicBes climaticas do litoral do Piaui que favoreceram
contagens fangicas semelhantes em rac6es para camarfes durante todo o ano.

Algumas espécies de A. flavus, A. niger, A. awamori e A. terreus isoladas de ragdes
utilizadas sdo potencialmente capazes de produzir micotoxinas que podem ser ingeridas pelos
camardes e prejudicar seu desenvolvimento.

Os camardes cultivados no litoral piauiense quando recém capturados apresentaram
baixas contagens flngicas em todas as fases de cultivo.

Os fungos prevalentes nos camardes cultivados pertenceramm aos géneros Aspergillus
spp e Penicillium spp. Também foram isolados os géneros Trichoderma spp, Cladosporium

spp, Fusarium spp, Alternaria spp e Curvularia spp
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As espécies A. ochraceus, A. terreus, A. awamori, A. niger e A. flavus isoladas em

camardes sdo potencialmente capazes de produzir micotoxinas
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CONSIDERACOES FINAIS

A carcinicultura marinha é uma atividade em plena expansdo mundial gerando

recursos, divisas e empregos onde é implantada. Para continuar se expandindo, € necessario

que sejam desenvolvidas pesquisas e novas tecnologias para assegurar o desenvolvimento

desta atividade. Deste modo sdo inimeras as pesquisas em prol da carcinicultura como

atividade econdmica, lucrativa e benéfica para paises em desenvolvimento.

Os resultados apresentados nestes trabalhos vém acrescentar informac6es validas para

o desenvolvimento da carcinicultura piauiense e também mundial, pois se sabe da importancia

dos fungos e suas micotoxinas nas racfes e no desenvolvimento dos camardes. No entanto

necessita-se que sejam recomendadas sugestfes para futuras pesquisas que possam contribuir

para o pleno desenvolvimento da carcinicultura. Dentre elas temos:

Avaliar se a implantacdo das ‘“Boas Praticas Agropecudrias” nas fazendas
carcinicultoras com treinamento periddico de toda médo-de-obra, pode contribuir para o
controle de fungos toxigenos em todos os setores da producéo;

Controlar as condi¢Bes climaticas e ambientais do interior dos galpBes de
armazenamento das racdes, evitando entrada e fluxo de pessoas e de animais
domesticos;

Realizar anélises microbioldgicas, micotoxicologicas e bromatologicas periodicamente
das racoes;

Realizar analises microbiologicas dos efluentes dos viveiros antes de serem lancgados;
nos estuarios e a implantagdo de um sistema de tratamento destas aguas e evitar a

disseminacdo de microrganismos no ambiente;
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V-  As propriedades devem adquirir ragdes de empresas reconhecidas e legalizadas por
orgao fiscais oficiais e;

VI-  As empresas que fabricam e fornecem racdes para carcinicultura, devem implantar no
fluxograma de processamento de racGes, o sistema de Boas Praticas de Fabricacéo e o
sistema de Andlises de Perigos e Pontos Criticos de Controle, assim como adquirir
matéria-prima de procedéncia segura e 0 minimo de contaminantes ambientais,

assegurando deste modo, produtos seguros e de qualidade;
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