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RESUMO

A qualidade dos produtos utilizados na alimentacdo de peixes de viveiro se tornou um
fator limitante para a atividade, pois estes alimentos constituem substratos ideais para
o desenvolvimento de fungos, que em condi¢des favoraveis podem favorecer a sintese
de micotoxinas. Objetivou-se determinar a ocorréncia de fungos e aflatoxinas em
racdes para peixes. Foram analisadas 36 amostras de racéo para peixes, sendo essas
com duas composi¢cBes protéicas (juvenil/engorda), e em duas formas de uso
(lacrado/aberto). Foi realizada a contagem, isolamento e a identificacdo das espécies
de Aspergillus e Penicillium, a capacidade toxigena das cepas da secdo Flavi, e ainda
fez-se a pesquisa de aflatoxinas na racdo. As médias das contagens fungicas variaram
de 2,96 a 4,00 UFC/g em logie. e néo foram observados diferenga significativas entre
os tratamento. Foram identificados os géneros Aspergillus, Penicillium, Cladosporium e
Fusarium, onde as espécies mais isoladas foram: Aspergillus flavus, Eurotion spp. e
Penicillium implicatum. As cepas de Aspergillus flavus testadas quanto a capacidade
toxigena nao apresentaram producdo de aflatoxina, bem como n&o foi detectada a
presenca de aflatoxinas na racdo pesquisada. Conclui-se que o0s resultados
encontrados demonstram que mesmo com uma contagem fungica significativa nao
foram detectadas cepas toxigenas, o que estda de acordo com os resultados
observados nas racdes, das quais ndo foram extraidas aflatoxina. Demonstrando, que
as condi¢cbes de armazenamento e ambientais e ainda das cepas presentes sao fatores
decisivos para a auséncia da aflatoxina na racéo.

Palavras-chave: micobiota, micotoxinas, Aspergillus, alimento animal, peixes



ABSTRAT

The quality of the products used in feed for farmed fish has become a limiting factor for
activity, because these foods are ideal substrates for the growth of fungi, which under
favorable conditions may favor the synthesis of mycotoxins. The objective was to
determine the occurrence of fungi and aflatoxins in fish. We analyzed 36 samples of fish
feed, and these compositions with two proteins (juvenile / fattening), and two forms of
use (sealed / open). Count was conducted, isolation and identification of species of
Aspergillus and Penicillium, the ability of toxigenic strains of the section Flavia, and still
has to be investigated for aflatoxins in feed. The mean fungal counts ranged from 2.96
to 4.00 CFU / g in logl0. and were not observed significant difference between
treatment. We identified the Aspergillus, Penicillium, Cladosporium and Fusarium,
where the most isolated species were: Aspergillus flavus, Eurotion spp. and Penicillium
implicatum. Aspergillus flavus strains tested showed no capacity toxigenic aflatoxin
production, and was not detected the presence of aflatoxins in the diet studied. We
conclude that the results demonstrated that even with a significant fungal counts were
not detected toxigenic strains, which is consistent with the results observed in diets,
which were not extracted aflatoxin. Demonstrating that the storage conditions and
environmental strains present are also decisive factors in the absence of aflatoxin in
feed.

Keywords: mycoflora, mycotoxins, Aspergillus, animal food, fish



1 INTRODUCAO

1.1 Racéo

Racédo é uma porcéo de alimento que é dada aos animais, sendo formuladas de
acordo com as necessidades nutricionais de cada individuo; fatores como a idade,
espécie interferem na composicdo dessas, e € composta de diversos ingredientes. A

racao representa um dos principais custos operacionais na producéo animal.

Para a sua formulacdo sdo empregados diversos ingredientes, e dentre os mais
usados nas formulacbes para peixes sdo o milho, soja e trigo, dentre outros
ingredientes como a farinha de carne e de peixe, que sédo balanceados para garantir
um bom desempenho na produtividade animal, os quais constituem substratos ideais
para o desenvolvimento de fungos e micotoxinas. Este desenvolvimento pode ser de
origem externa devido a utlizacdo de matéria—prima contaminada, transporte
inadequado, dentre outras formas, ou interna oriunda do interior da fabrica devido a
presenca de particulas da matéria—prima e racdes que se aderem as maquinas e
equipamentos em gerais (GIMENO, 2000; DANTIGNY et al., 2005).

1.2 Fungos

Os fungos sdo organismos eucariéticos cujos ndcleos sédo dispersos em um
micélio continuo ou septado. Sua nutricdo é obtida por absorcdo. Sao saprofiticos,
parasitos facultativos ou biotroficos. Crescem como célula Unica (leveduras) ou como
colénias filamentosas multicelulares (bolores). Encontram-se em abundancia no solo,
nos vegetais e nas aguas e se reproduzem por meios de ciclos teleomorfo e anamorfo
(TRABULSI et al, 2002).

Os fungos tém sido evidenciados como microrganismos de grande importancia
para os alimentos. Estes tém sido responsaveis por perdas econdmicas de relevancia,
0 que representa uma seérie de prejuizos em todo o mundo (DANTIGNY et al., 2005,
PEREIRA, et al.,, 2005), devido capacidade de produzir micotoxinas, que sao

metabolitos secundarios com potencial de toxicoses ao homem e aos animais, depois



de ingeridos O impacto causado por elas abrangem desde a queda na produtividade
animal, favorecendo a uma debilidade imunoldgica, apresentando propriedades
alergénicas, teratogénicos, carcinogénicos e mutagénicos (KAWASHIMA et al., 2002;
CAST, 2003; ROSSETTO et al., 2005).

Fungos produtores de micotoxinas podem ser classificados em trés grupos,
conforme o habitat e os substratos oferecidos para o seu desenvolvimento da seguinte
forma: fungos de campo: sdo aqueles que geralmente contaminam o alimento antes
mesmo das colheitas; fungos de armazenamento: sdo aqueles que se desenvolvem
durante o armazenamento do alimento e sdo o0s principais responsaveis pela
deterioracdo dos cereais, matérias primas e das racfes, e fungos de decomposicao:
que sdo os que tornam os alimentos improprios para o consumo (MiDIO; MARTINS,
2000; GIMENO, 2000).

Existem mais de 80 espécies fungicas micotoxigenas, que podem produzir mais
de 300 diferentes tipos de micotoxinas, sendo que algumas espécies sdo capazes de
produzir mais de um tipo que podem ser encontradas simultaneamente em um Unico
produto. Os principais fungos produtores pertencem aos géneros: Alternaria,
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Rhizoctonia e Stachybotrys, dentre eles destacam-
se 0s géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, que sédo considerados os de maior
importancia para alimentos e racdo, por serem 0sS mais encontrados e 0s maiores
produtores de micotoxinas (GIMENO, 2000; HUSSEIN; BRASEL, 2001; SASSAHARA
et al., 2003; YANAKA et al., 2004; PEREIRA et al., 2005 ROSA et al., 2006; SANTOS,
2006; SIMAS et al., 2007; KELLER et al., 2007; CALVET, 2008; NUNES, 2009). Estes
fungos podem ser encontrados em: arroz, milho, feijao, trigo, cevada, soja, castanha,
farelo de peixe, frutas, presunto, queijo, leite e vinho (BATISTA; FREITAS, 2000;
PEREIRA et al, 2005; HERMANNS et al, 2006; CHIOTTA, et al, 2009).

1.2.1 Aspergillus spp.

Os fungos deste género habitam em uma ampla variedade de ambientes, sendo
0os mais frequentes em solo e alimentos. Algumas espécies, principalmente o
Aspergillus oryzae tém importancia econémica na manufatura da fermentagdo de

alimentos, como na producéo de sake, assim como a utilizacdo de suas enzimas na



alimentacdo de bovinos. Os Aspergillus também podem causar impacto negativo na
economia tanto pela producdo de toxinas potentes, quanto pela deterioracdo de
alimentos (KLICH; PITT, 1988; PITT; HOCKING, 1999; SAMSOM, 2001; RIIBEIRO et
al., 2003; EMBRAPA, s.d.).

1.2.2 Penicillium spp.

O género Penicillium possui a maior quantidade de espécies e pode ser
encontrado em quase todos os substratos. Sdo considerados ubiquos e sapréfitos
oportunistas. A maioria das espécies habita o solo, e sua ocorréncia em alimentos da-
se de forma acidental. Algumas espécies causam patogenias graves e destrutivas em
frutos e cereais, crescendo com baixa presenca de oxigénio, atividade de agua minima
de 0.80. Varios séo psicotroficos e capazes de causar deterioracdo alimentar em
produtos mantidos sobre refrigeracao (PITT; HOCKING, 1999, SAMSOM et al, 2001).

Alguns fungos desse género sdo capazes de produzir diversas micotoxinas,
como a Ocratoxina produzida pelo Penicillium verrucosum, a citrinina produzida pelo P.

citrinum.

1.2.3 Fusarium spp.

Os fungos pertencentes ao género Fusarium desenvolvem-se em col6nias que
apresentam crescimento rapido e sdo largamente distribuidas no solo, principalmente
nos cultivados, estando presente na decomposicdo da celulose de algumas plantas.
Eles sdo a maior causa de deterioracdo em frutos e vegetais e sdo comumente
encontrados em cereais de forma geral (PITT; HOCKING, 1999, SAMSOM, 2001).
Muitas das espécies de Fusarium sdo patdgenas e destroem 0s cereais e outros
produtos. A producdo de micotoxinas ocorre antes ou logo apés a colheita, sendo as

mais estudadas as fumonisinas e zearalenona.



1.3 Micotoxinas

A pesquisa das micotoxinas assume um papel importante na area de alimentos,
tendo em vista o risco potencial que pode ocasionar aos consumidores, bem como as
perdas econémicas provocadas, que representam um percentual bastante elevado no
cenario mundial (PEREIRA et al., 2005). A micobiota e o nivel de contaminacdo das
micotoxinas em ragdes animais vém sendo monitoradas em diversas partes do mundo
(MAGNOLI et al., 1998; SIAME et al., 1998; ROSA et al., 2006 ).

As micotoxinas apresentam, de modo geral, grande estabilidade quimica que
permite sua permanéncia no alimento mesmo apés a remocdo dos fungos pelos
processos normais de industrializacdo como: congelamento, pasteurizacdo, cozimento,
secagem, salga, ou seja, mesmo que o alimento sofra o processamento a micotoxina
ainda podera esta presente (TRISTAN, 2002).

As micotoxicoses apresentam alteracbes que dificilmente sdo detectadas em
inspecdo animal, a ndo ser quando expostos a muito tempo, com a presenca de
tumores, hoje sabe-se que diversos alimentos contaminados com concentracfes
baixas de micotoxinas sdo amplamente utilizados na alimentacdo humana (DILKIN;
MALLMANN, 2004). As micotoxicoses apresentam-se de trés formas: aguda, subaguda
ou na forma crénica (FIGUEIRA et al., 2003). As micotoxicoses agudas sdo aquelas em
gue o efeito aparece em poucas horas ap0s a ingestdo da micotoxinas, normalmente
guando essa ingestdo e de grandes concentracfes, ja a de forma subaguda, séo
aquelas que a quantidade de micotoxina ingerida sdo menores que na forma aguda,
mas os sinais de intoxicacdes aparecem em alguns dias, ja a de forma crénica é aquela
em que a ingestdo de micotoxinas ocorre em pequenas doses e de forma continua,

sendo que os sinais vao aparecer a longo prazo, como exemplos temos 0s tumores.

Alguns fatores podem influenciar na toxicidade das micotoxinas como: a espécie
e raca dos animais; nivel e duracdo da contaminac¢éo; nutricdo e salude dos animais;
idade e sexo; infec¢cdes bacterianas, virais ou parasitarias; condicfes inadequadas de
habitat dos animais (temperatura, umidade e ventilacdo); presenca de varias
micotoxinas e sinergismos entre elas; tipos e variedades de matérias—primas
(GIMENO, 2000).



Rac¢bes contaminadas por micotoxinas, além de reduzir o desempenho e afetar o
estado geral de saude do animal (principalmente em aves, suinos, bovinos e cavalos),
causam reducdo da produtividade, declinio na producdo de ovos, problemas
reprodutivos, vulnerabilidade a infeccbes, aumento da morbidade e por Udltimo a
mortalidade, constituem um risco para 0s seres humanos, uma vez que produtos
animais contendo residuos de micotoxinas, como o leite, ovos e na carne, vém se
transformado em um grave problema de salde publica, pois ao serem consumidos por
pessoas podem causar possiveis danos a saude como: ocorréncia de doencas auto-
imunes, apresentando propriedades alergénicas, teratogénicos, carcinogénicos e
mutagénicos (BATH; VASANTHI, 1999; KAWASHIMA et al., 2002; CAST, 2003;
GONCALEZ et al., 2004; ROSSETTO et al., 2005).

A maioria de mortes em animais de producdo tem sido causada pelas
micotoxinas, principalmente as aflatoxinas, fumonisinas, zearalenona e ocratoxina. S&o
registradas perdas na producéo devidas a uma combinacdo dessas micotoxinas e sua
presenca nas racdes. (BATH; VASANTHI, 1999)

1.3.1 Aflatoxinas

Essas micotoxinas sao principalmente produzidas por fungos da espécie
Aspergillus flavus e A. parasiticus, que sao ubiquos no ambiente e potencialmente
capazes de produzir contaminacdo direta em uma grande variedade de alimentos,
como: cereais, tortas de oleaginosas, mandioca e toda uma série de alimentos para o
homem como arroz, frutas, frutos desidratados, produtos de salsicharia, vinhos,
leguminosas, e o leite e derivados (GIMENO, 2000; MIDIO; MARTINS, 2000; SAMSOM
et al, 2001; PEREIRA et al, 2005; HERMANNS et al, 2006; REDDY et al., 2009; ROIGE
et al., 2009; FERNANDEZ-CRUZ et al., 2010).

Existem, até o momento, 18 tipos de aflatoxinas (MIDIO; MARTINS, 2000;
GIMENO, 2000), sendo que a aflatoxina B1 € a mais prevalente e biologicamente ativa
dentre as aflatoxinas, e é considerado o mais potente hepatotdxico e carcinogénico,
alem de ser um imunossupressor natural conhecido por afetar humanos e animais
(CREPPY, 2002; WILLIAMS et al., 2004). E seus efeitos variam com a espécie, idade,

sexo e estado nutricional (CAST, 2003), ela possui caracteristicas nefrotoxicas,



mutagénicas, teratogénicas e também causam encefalopatias. Tem sido identificada
como fator associado ao cancer hepético, apés a ingestao de alimentos contaminados,
tanto em animais como no homem (GIMENO, 2000; FERREIRA et al., 2006).

A ocorréncia de aflatoxinas em produtos destinados a alimentacdo animal é
oriunda de varios estados do Brasil; Parand (SASSAHARA et al., 2003; HASHIMOTO
et al., 2003), Minas Gerais (PEREIRA et al., 2005), Sdo Paulo (OLIVEIRA et al., 2006),
Rio de Janeiro(ROSA et al., 2006; KELLER et al., 2007). Os sinais da intoxicacao por
aflatoxinas dependem principalmente de sua concentracdo no alimento, do tipo de
toxina de aflatoxina e do tempo de ingestdo (OGIDO et al.,, 2004). A ingestdo em
alimentos muito contaminados produz, em geral, efeitos agudos, caracteristicamente
hepatotoxico (necrose e degeneracdo gordurosa) recebendo a denominacdo de
aflatoxicose (MIDIO; MARTINS, 2000), também caracterizada pela imunodepresséo e
por anomalias 6sseas, hemorragias e despigmentacdo (MIAZZO et al., 2005).

Os efeitos bioldgicos da aflatoxina B1 em peixes sdo diretamente ligados a
espécie, nivel na alimentacdo e na idade do animal (EATON; GROOPMAN, 1994).
Animais jovens sdo mais suscetiveis a aflatoxicose do que os adultos e algumas
espécies de peixes como trutas sdo mais sensiveis do que tilapias para Aflatoxinas
(HENDRICKS, 1994; WILLIANS et al., 2009).

Os principais sinais de aflatoxicose em peixes sao a reducdo do peso corporal,
alteracdes hematologicas, necrose dos hepatécitos (JANTRAROTAI al.,, 1990;
SANCHEOZ et al., 1994; MANNING et al. 2005; EL-SAYED; KHALIL, 2009). Além
disso, a transmisséo de aflatoxinas com residuos toxicos em peixes pode representar
uma ameaca aos seres humanos por serem carcinogénicos, teratogénicos
imunossupressores e causadores de outros efeitos adversos (BINTVIHOK et al., 2003;
MANNING et al., 2005).

A no Brasil uma recomendacédo do Ministério da Saude, de que para qualquer
ingrediente a ser utilizado na formulacdo de ra¢cdes, ndo deve exceder os niveis de 50
png/kg de aflatoxinas, esse limite também vale para o produto final, ou seja a racao
(BRASIL, 2002).

Os niveis de aflatoxinas em ragfes para peixes pesquisadas em Londrina, PR
variaram desde nao detectavel a 15,60 ng/g (HASHIMOTO et al, 2003).



1.3.2 Ocratoxinas

As ocratoxinas sdo uma das principais micotoxinas encontradas em racoes,
naturalmente produzidas por fungos das espécies Aspergillus ochraceus, Aspergillus
carbonarius e Penicillium verrucosum. Existem sete tipos de ocratoxinas, sendo a mais
toxica a ocratoxina A. (MAGNOLI et al, 2004, 2006; WELKE et al., 2009).

As ocratoxinas tém sido encontradas em diferentes tipos de alimentos incluindo
o trigo, milho, café, cacau, cevada, cerveja, figos secos, centeio, queijo, pdo, uva e
produtos derivados, feijdo seco, grdos de soja, frutas citricas, castanhas do Brasil,
tabaco mofado, presunto curado, amendoins e demais produtos similares. Os principais
metabolitos secundarios séo as ocratoxinas A, B e C (JAY, 2005; WELKE et al., 2009).

A Ocratoxina A (OTA) possui diversas propriedades toxicas, principalmente
nefrotoxicas (JECFA, 2001). Esta micotoxina foi associada a nefropatia endémica dos
Balcas, doenca caracterizada por progressiva reducdo das funcdes renais em
humanos. Em estudos com animais, a OTA tem demonstrado efeitos carcinogénicos,
mutagénicos, teratogénicos, imunossupressores, genotoxicos e neurotéoxicos (CAST,
2003).

1.3.3 Zearalenona

A zearalenona é produzida por diversas espécies de Fusarium, principalmente
pelas espécies, F. graminearum, F. equiseti e F. semitectum, sédo fungos considerados
invasores secundarios mais frequentemente associados ao solo (DESARDINS, 2006;
LESLIE; SUMMERELL, 2006). Dentre os alimentos que apresentam maior
probabilidade de contaminacdo, destacam-se: milho, trigo, cevada, aveia, sorgo,
banana, mandioca, sorgo, feijio, soja e nozes (CAZANAVE; MiDIO, 1998;
SCHWARZER, 2009)

E um composto ndo-esterdide que exibe atividade estrogenica em animais de
producdo como: bovinos, ovinos e suinos, 0s principais sinais nas femeas sao:

tumefacado vulvar, prolapso vaginal, atrofia dos ovarios, hipertrofia das mamas e Gteros,



j& nos machos causam atrofia dos testiculos e hipertrofia das mamas (GIMENO, 2000;
MIDIO e MARTINS, 2000; SCWARZER, 2009).

1.3.4 Fumonisinas

Fumonisinas (FBS) s&o um grupo de micotoxinas produzidas principalmente por
Fusarium verticillioides e F. proliferatum, que sdo os fungos mais frequentemente
associados a contaminagdo em gréos de milho, sendo o primeiro 0 mais prevalente
(RHEEDER et al., 2002; GONZALEZ PEREYRA et al., 2008; MORENO et al., 2009),
onde esta contaminacao, tanto pelos fungos como pelas micotoxinas, tem sido relatada
previamente em graos de milho no mundo todo (LOGRIECO et al., 2002; RHEEDER et
al., 2002).

Existem pelo menos sete diferentes compostos de ocorréncia natural que fazem
parte do grupo das fumonisinas: Fumonisinas B1, B2, B3, B4, Al, A2 e A3, sendo as
trés primeiras as mais frequentemente isoladas em milho e seus derivados (PITT,;
HOCKING, 1999; JAY, 2005) e aparetemente sdo as Unicas que sao produzidas em

guantidades significantes em condicfes naturais (AZIZ et al., 2005).

Fumonisina Bl é classificado como um carcinogénico humano (IARC, 2003), o
consumo de alimentos contaminados por fumonisinas tem sido relacionado a incidéncia
de céncer hepatico e de es6fago (RHEEDER et al., 1992; MARASAS et al., 2004) e
também na formacdo do tubo neural (MISSMER et al., 2006). Além disso, as
fumonisinas podem causar uma variedade de problemas de saude dos animais, com
isso reduzindo a sua produtividade. Os niveis de fumonisinas nos alimentos sao
dependentes do grau de contaminacéo e dos processos de transformacéo utilizados na
producdo do produto final. (KATTA, 1997). As fumonisinas sdo estaveis ao calor e
sobrevivem sob condi¢des de cozimento ou fritura, que é em torno de 70° C e 120°C,

respectivamente dependendo do tipo de alimento (HUMPF, 2004).

A partir do que foi citado, foi observado que fungos e suas micotoxinas podem
trazer diversos problemas tanto para a saude animal como para a humana, e como
ainda séo escassos os trabalhos com a pesquisa de fungos em ragéo principalmente

na nossa regiao, e esses se desenvolvem principalmente em condi¢bes inadequadas



de armazenamento, se da a importancia desse trabalho verificando as condi¢gdes em

gue essa ragao esta armazenada, se em uso ou nao.

Baseado nestes dados a seguinte hipétese foi formulada: as condi¢cdes de
armazenamento e a sua manipulagéo inadequada podem influenciar na presenca e no
desenvolvimento de fungos toxigénicos e suas micotoxinas nas racoes utilizadas em

piscicultura.
Para testar a hipétese, os objetivos do presente trabalho foram:
Avaliar a presenca de fungos micotoxigénicos na ragao estocada e em uso;

Quantificar a presenca de fungos e pesquisar aflatoxinas nos diferentes tipos de

racdes durante o periodo de crescimento do peixe;

Entdo para testar essa hipotese, esse trabalho tem um capitulo intitulado de
Monitoramento de fungos toxigénicos e aflatoxinas em racdes utilizadas na
piscicultura. Este trabalho foi escrito conforme a formatacdo da Revista Arquivos

Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia.
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Resumo

A qualidade dos produtos utilizados na alimentacdo de peixes de viveiro se tornou um
fator limitante para a atividade, pois estes alimentos constituem substratos ideais para o
desenvolvimento de fungos, que em condicGes favordveis podem favorecer a sintese de
micotoxinas. Objetivou-se determinar a ocorréncia de fungos e aflatoxinas em racGes para
peixes. Foram analisadas 36 amostras de racdo para peixes, sendo essas com duas composicoes
proteicas (juvenil/engorda), e em duas formas de uso (lacrado/aberto). Foi realizada a contagem,
isolamento e a identificacdo das espécies de Aspergillus e Penicillium, a capacidade toxigena das
cepas da secdo Flavi, e ainda fez-se a pesquisa de aflatoxinas na racdo. As médias das contagens
fungicas variaram de 2,96 a 4,00 UFC/g em logi,. e ndo foram observados diferenca
significativas entre os tratamento. Foram identificados os géneros Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium e Fusarium, onde as espécies mais isoladas foram: Aspergillus flavus, Eurotion
spp. e Penicillium implicatum. As cepas de Aspergillus flavus testadas quanto a capacidade
toxigena ndo apresentaram producdo de aflatoxina, bem como ndo foi detectada a presenca de

aflatoxinas na racdo pesquisada. Conclui-se que os resultados encontrados demonstram que
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mesmo com uma contagem fdngica significativa ndo foram detectadas cepas toxigenas, o que
estd de acordo com os resultados observados nas racfes, das quais ndo foram extraidas
aflatoxina. Demonstrando, que as condi¢des de armazenamento e ambientais e ainda das cepas
presentes sdo fatores decisivos para a auséncia da aflatoxina na racao.

Palavras-chave: micobiota, micotoxinas, Aspergillus, alimento animal, peixes
Abstrat

The quality of the products used in feed for farmed fish has become a limiting factor for
activity, because these foods are ideal substrates for the growth of fungi, which under favorable
conditions may favor the synthesis of mycotoxins. The objective was to determine the
occurrence of fungi and aflatoxins in fish. We analyzed 36 samples of fish feed, and these
compositions with two proteins (juvenile / fattening), and two forms of use (sealed / open).
Count was conducted, isolation and identification of species of Aspergillus and Penicillium, the
ability of toxigenic strains of the section Flavia, and still has to be investigated for aflatoxins in
feed. The mean fungal counts ranged from 2.96 to 4.00 CFU / g in log10. and were not observed
significant difference between treatment. We identified the Aspergillus, Penicillium,
Cladosporium and Fusarium, where the most isolated species were: Aspergillus flavus, Eurotion
spp. and Penicillium implicatum. Aspergillus flavus strains tested showed no capacity toxigenic
aflatoxin production, and was not detected the presence of aflatoxins in the diet studied. We
conclude that the results demonstrated that even with a significant fungal counts were not
detected toxigenic strains, which is consistent with the results observed in diets, which were not
extracted aflatoxin. Demonstrating that the storage conditions and environmental strains present

are also decisive factors in the absence of aflatoxin in feed.
Keywords: mycoflora, mycotoxins, Aspergillus, animal food, fish
Introducéo

A piscicultura no Estado do Piaui esta em fase de desenvolvimento e o crescente aumento
do consumo tem correspondido positivamente para este crescimento. Neste contexto, a qualidade
dos alimentos destinados ao consumo de peixe pode ser um fator limitante na cadeia produtiva e
a utilizacdo de alimentos com qualidade torna-se essencial para a producdo (Naylor et al., 2000).
Os piscicultores dispdem de ragGes comerciais formuladas especialmente para atender as

necessidades nutricionais dos peixes nas diversas fases de crescimento. Essa ragdo representa um
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dos principais custos operacionais na producgédo, onde para sua formulacdo sdo empregados
diversos ingredientes, dos quais fornecem nutrientes essenciais para o desenvolvimento dos
animais, bem como tontém os substratos ideais para o crescimento dos fungos e seus
metabdlitos, desde que haja condi¢Bes extrinsecas e intrinsecas favoraveis (Gimeno, 2000;
Dantigny et al., 2005). Os fungos tém sido evidenciados como microorganismos de grande
importancia para a industria de alimentos, essa contaminacdo por fungos pode causar inimeras
perdas econbmicas associadas a reducdo de nutrientes, da palatabilidade e a presenca de
micotoxinas, afetando tanto a salde humana como a animal (Scussel, 2002, Dantigny et al.,
2005, Pereira et al., 2005, Fonseca, 2006).

As principais causas das contaminagdes por fungos estdo relacionadas a utilizacdo de
ingredientes contaminados, algumas espécies podem resistir a0 processamento e conseguir se
desenvolver quando as racdes sdo armazenadas em condigdes inadequadas, expostas a elevada
umidade relativa (FAO, 2004). Vale ressaltar que parte das contaminagdes pode ocorrer no
momento do uso das ragfes nas propriedades, as quais apos a abertura das embalagens ficam

expostas ao ambiente e suas condicdes adversas (Martins e Martins, 2001).

Os fungos podem produzir micotoxinas, que sdo metabdlitos secundarios com potencial
para produzir toxicoses no homem e nos animais. O impacto causado por elas inclui queda na
produtividade animal, doencas auto-imunes, desencadeamento de alergias, alteragcdes
teratogénicas, carcinogénicas, mutagénicas, dentre outras, tanto para 0 homem como para 0S
animais (Cast, 2003; Rossetto et al., 2005).

A presenca de fungos na racdo ndo significa necessariamente a presenca de micotoxinas
(Pereira et al., 2002), entretanto, elevadas contagens fungicas sdo consideradas indicativo da
presenca de micotoxinas no alimento (FAO, 2004). Por isso, a micobiota € o nivel de
contaminacdo das ragdes animais com micotoxinas véem sendo monitoradas em diversas partes
do mundo e os géneros fungicos mais encontrados em ragdes comerciais sdo: Aspergillus,
Penicillium e Fusarium (Martins e Martins, 2001; Guerra et al., 2005; Pereira et al., 2005;
Magnoli et al., 2006; Rosa et al., 2006; Simas et al., 2007; Keller et al., 2007; Binder et al.,
2007; Kan e Meijer, 2007).

Dentre as micotoxinas, as aflatoxinas (AFs) sdo as mais estudadas, sdo essencialmente
produzidas por fungos das espécies Aspergillus flavus e A. parasiticus, Estes sdo ubiquos no

ambiente e potencialmente capazes de produzir contaminagdo direta em uma grande variedade
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de alimentos. Existem, até o0 momento, 18 tipos de aflatoxinas (Midio e Martins, 2000; Gimeno,
2000) e a ocorréncia de contaminacdo por AFs é global, causando problemas graves,
especialmente nos paises em desenvolvimento. No Brasil, a ocorréncia de aflatoxinas em
produtos destinados a alimentacdo animal tem sido registrada em varias regides (Sassahara et al.,
2003; Yanaka et al., 2004; Pereira et al., 2005; Rosa et al., 2006; Simas et al., 2007; Keller et al.,
2007).

As AFs sdo altamente cancerigenas e podem causar toxicidade aguda quando em
concentracdes elevadas (Kabak e Dobson, 2006; Khanafari et al., 2007). Além idsso produzem
efeitos mutagénicos, teratogénicos e imunossupressores (Murthy et al., 2005). Por isso sdo
motivo de grande preocupacdo devido aos seus efeitos nocivos sobre a salde dos seres humanos

e animais.

Diante do exposto e da importancia da qualidade dos alimentos fornecidos a cadeia
produtiva de peixes e 0 que isso pode representar para a producdo e o consumidor torna-se
necessario o controle da qualidade dos alimentos fornecidos aos animais através da pesquisa de

fungos e aflatoxinas.
Material e Métodos

A pesquisa foi realizada na cidade de Teresina, Piaui. Realizou-se um levantamento do
numero de propriedades piscicultoras da regido e constatou-se a existéncia de 16 no total, destas
foram sorteadas trés fazendas para coleta das amostras e constatou-se que cada fazenda utilizava
dois tipos de racGes, uma para a fase juvenil e outra para a fase de crescimento, cada amostra
tinha em torno de 500 g, onde essa foi retirada de diferentes partes do saco de ra¢do. Foram
coletadas um total de 36 amostras, 12 amostras por propriedade, o correspondente, a seis
coletadas por fase (duas) e de cada fase trés coletas para embalagem lacrada e trés para
embalagem em uso. As analises foram realizadas no Laboratério de Controle Microbioldgico de
Alimentos, do Nucleo de Estudos e Pesquisas de Processamento em Alimentos (NUEPPA), da
Universidade Federal do Piaui - UFPI e no laboratério de Micologia da Universidad Nacional de

Rio Cuarto, Cordoba, Argentina.

O procedimento para cada amostra foi iniciado com a trituracdo em liquidificador e em
seguida foi retirada uma aliquota de 25g, que foi diluida em 225 mL de agua peptonada a 0,1%,
formando diluicdo inicial (10™), a partir desta foram preparadas diluicdes decimais seriadas até

10°. A inoculacdo foi feita em duplicata, foram aliquotas de 0,1mL por placa de Petri, na
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superficie do meio de cultivo Dichloran Rose Bengal Cloranfenicol (DRBC), de cada uma das
diluicdes (Pitt e Hocking, 1999). As placas de DRBC foram incubadas a 25° por sete dias, em
auséncia de luz. As contagens flungicas foram realizadas nas placas que apresentaram entre 10 a
100 UFC/g (Dalcero et al., 1997; Dalcero et al., 1998). Apds contagem de unidades formadoras
de colénia (UFC/g), as colbnias flangicas selecionadas para identificacdo (Aspergillus e
Penicillium) foram isoladas e repicadas em tubos contendo agar extrato de malte (MEA). A
identificacdo das espécies foi realizada de acordo com a chave taxondmica de Klich (2002); Pitt
(1988), respectivamente.

As cepas de Aspergillus flavus isoladas foram testadas quanto a producdo de Aflatoxinas,
elas foram cultivadas em placas MEA a 25 °C por 7 dias. O micélio foi transferido para um tubo
Eppendorf juntamente com 1000 uL. de cloroférmio. A mistura foi agitada a 4000 rpm por 20
minutos em temperatura ambiente, o micélio foi removido e o extrato de cloroférmio evaporado
sob fluxo de Nj. O residuo foi redissolvido em 200 pL de cloroféormio. Os extratos foram
analisados por cromatografia em camada delgada (CCD) em silica gel 60 F254, TLC chapas de
aluminio (20 x 20 cm, espessura, 250 pum, Merck, Alemanha). O liquido carreador foi o

cloroférmio: acetona (90:10 v/v). O limite de deteccdo do método utilizado € de 5 ug/g.

Para extracdo de aflatoxina na racdo, utilizou-se 25 g de cada amostra, que foi acrescida
em 100 mL de acetonitrila: &gua (84:16, v / v), e mantida em homogeneizacdo em shaker por 30
minutos. Apos a homogeneizacdo a mistura foi filtrada em papel Whatman N ° 4 (Whatman,
Inc., Clifton, New Jersey, E.U.A.). Retirou-se do filtrado uma aliquota de 5,0 mL que foi
transferida para um tubo de 10 mL. Purificou-se o filtrado com o uso de colunas Multifuncional
Mycosep 224 (MFC, Romer Labs ®, Inc., MO., E.U.A). Ap0s essa limpeza, foram coletados 2,0
mL do extrato purificado, que foram evaporados sob fluxo de N, No momento da utilizacdo, os
extratos foram re-dissolvidos utilizando 200 pL da fase mével. A detecgdo de aflatoxina Bl e
quantificacdo de cada amostra foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
de acordo com Truckess et al., (1994) Uma aliquota (200 uL) foi derivatizada com 700 pL de
acido acético-agua-acido trifluoroacético (20:10:70, v / v). Separacdes cromatogréaficas foram
realizadas em uma coluna de fase reversa (Silica Gel, 150 x 4,6 mm id, tamanho de particulas de
5 um, Varian, Inc. Palo Alto, E.U.A.). A fase movel empregada foi o acetonitrila:metanol:agua
(1:2:4 v/ v/ v), o volume injetado foi de 20 uL ¢ a velocidade do fluxo foi de 1,5 mL por min.

A deteccdo das aflatoxinas foi por fluorescéncia utilizadando um comprimento de onda de 360
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nm de excitacdo e 440 nm de emissdo. As curvas padrdao foram construidas com diferentes niveis
de AFB;. O limite de deteccdo do método foi de 0,4 ng/mL.

Os resultados das contagens foram transformados em logo, correlacionados e realizada a
analise de variancia com significancia (p<0,05), havendo diferenca serd aplicado o teste SNK
para a comparacao de médias, utilizando o programa estatistico Sigma Stat (1994).

Resultados e Discussao

Na tab. 1 se encontram os resultados das contagens de fungos filamentosos e leveduras
isolados de dois tipos de racdes para peixes, segundo as formas de armazenamento.

Tabela 1. Meédias das contagens de fungos filamentosos e leveduras por propriedade

isoladas de dois tipos de racGes para peixes

) ) ) ) Médias das ]
Tipos/ Médias | Médias | Medias o (%) > acima do
o Contagens Variacao S
condicdes P1 P2 P3 o limite indicado(*)
fangicas

JIL (n=9) 3,08 4,74 2,00 3,27 1,70-4,83 44,4 (n=4)
JIA (n=9) 3,80 4,88 3,33 4,00 2,20-5,00 66,6 (n=6)
C/L (n=9) | 3,48 2,53 2,88 2,96 1,70-3,87 0 (n=0)
C/A(n=9) | 3,21 3,21 2,96 3,07 1,70-4,59 22,2 (n=2)

UFC/g= unidade formadora de coldnias por grama em log;e. Nivel méximo recomendavel: 4,00 log;o UFC/g (GMP, 2008), (*):
(P = 0.30). J/L=juvenil/lacrado; J/A=juvenil/aberto; C/L=crescimento/lacrado; C/A= crescimento/aberto. N= amostras;P=

propriedades

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre as medias dos tratamentos
pesquisados, ou seja, as médias de contagem de fungos foram estatisticamente semelhantes nas
racbes do tipo juvenil e crescimento assim como ndo houve diferenca entre as racOes
armazenadas lacradas e as abertas, nem entre as propriedades.

No Brasil ndo ha padrdes legais para contagem de fungos em racdo animal, mas segundo
0 padrdo utilizado em outros paises do mundo para certificacdo de racdo animal (GMP, 2008),
ndo se deve ter contagens superiores que 4,00 UFC/g em log:o. Com base nesse padrdo, quando
considerado o valor de cada amostra, observou-se que 12 (33%) das 36 amostras, apresentaram
valores que excedem esses limites, considerados como padrdo que visa garantir a qualidade
higiénica do produto.

Estes resultados sugerem uma alta atividade de fungos, onde estes podem afetar a

palatabilidade da racdo e reduzir a absorcdo de nutrientes dos animais determinando um
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substrato de baixa qualidade, além da possibilidade desses produzirem micotoxinas, indicando
que possivelmente essas ragcdes ndo estariam armazenadas de maneira adequada (FAO, 2004). A
micobiota total (Tab. 1) foi semelhante aos valores relatados por outros autores em cereais e em
racdes (Dalcero et al., 1997; Magnoli et al, 2002; Accensi et al., 2004; Rosa et al., 2006; Keller
et al., 2007) e superior aos estudos realizados por Oliveira et al.(2007); Ribeiro et al.(2009). Esse
nivel de contaminacdo pode variar em funcdo das condic@es climéticas da regido, do periodo de
coleta, das condicBes de processamento do alimento e da forma em que estd armazenado
(Ribeiro et al., 2009).

O fato de ndo haver diferenga estatisticamente significativa entre as amostras lacradas e
abertas, revela uma boa condicdo de conservacdo ou condicdo de ambiente desfavoravel ao
crescimento de fungos visto que outros autores observaram que a contaminacgao e as contagens
fungicas tendem a ficar exacerbadas ap0s a abertura das embalagens, pela maior exposicédo ao
ambiente (Bernardini e Nascimento, 2005).

Na tab. 2, observa-se a ocorréncia de fungos filamentosos isolados da racéo para peixes,
pode-se constatar que o género de maior ocorréncia foi o Aspergillus e Teleomorfos com mais de
50% das cepas isoladas, seguidos de Penicillium, Cladosporium e Fusarium. Alguns autores
relataram resultados semelhantes (Magnoli et al., 2002; Keller et al., 2007).

Tabela 2. Ocorréncia (%) de fungos filamentosos isolados das amostras de ragcdo para

peixes.
Género Fungico N° de Isolados Ocorréncia (%)
Aspergillus e teleomorfos 41 56,16
Penicillium 14 19,18
Cladosporium 12 16,44
Fusarium 06 8,22
Total 73,0 100

De acordo com Ribeiro et al. (2003), o género Aspergillus é considerado como o
principal deteriorador de sementes e grdos, causando danos, descoloracdo e alteracdes
nutricionais. Russomanno et al. (2002), ao estudarem a presenca de fungos em 190 amostras de
racOes industrializadas, destinadas a alimentacdo de cdes e gatos, observaram a ocorréncia de
varias espécies de Aspergillus e Fusarium, diferentemente dos nossos resultados que mostram

poucas cepas de Fusarium isoladas, porém com presenca de outros géneros.
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Tabela 3. Densidade relativa (%) de espécies de Aspergillus isoladas das amostras de
ragcdo para peixes.

Espécies Total de cepas Frequéncia (%)
A. flavus 26 60,47
Eurotium spp. 08 18,61
A. oryzae 03 6,98
A.fumigatus 03 6,98
A. terreus 01 2,32
A. candidus 01 2,32
A. penicillioides 01 2.32
Total 43 100

Dentre as espécies de Aspergillus, podemos observar na tab. 3 que a espécie que
predominou com mais de 60% das cepas foi o A.flavus, concordando com estudos de outros
autores (Dalcero et al.,1998; Magnoli et al.,1998; Accensi et al., 2004), as demais espécies
encontradas foram o seu teleomorfo Eurotium, A. oryzae, A. fumigatus, A. terreus, A. candidus e
A.penicillioides. Russomanno et al. (2002) também encontraram a maioria das cepas isoladas de
A. flavus, em ragdes destinadas a cdes e gatos. A presenca de A. flavus nas ragdes representa um
perigo potencial, pois pode ocasionar enfermidades nos trabalhadores que diretamente estdo em
contato com ela, como a aspergilose (Akan et al., 2002), alergias e problemas respiratorios pelo
contato e inalagdo de conidios, como também causar problemas na producdo animal, por ser um
potencial produtor de micotoxinas. Todas as cepas de A. flavus foram analisadas, quanto a
capacidade de produzirem aflatoxina, porém nenhuma das cepas demonstrou capacidade
toxigena. A importancia dessa verificacdo é que caso fossem produtoras seria um grande risco na
alimentacdo dos peixes, pois a Aflatoxina B1 nas racGes pode acarretar, quando ingerida,
quadros de carcinoma hepatocelular, reducdo do peso corporal, alteracdes hematoldgicas,
necrose dos hepatocitos (Manning et al., 2005; Willians et al., 2009).

Na tab. 4, podemos observar a densidade relativa das espécies de Penicillium, apenas
quatro espécies desse género foram isoladas nesse estudo, diferentemente da variedade de
espécies encontradas por outros autores também trabalhando com racdo animal (Magnoli et al.,
2006; Rosa et al., 2006). As espécies pertencentes ao género Penicillium sdo considerados

fungos de armazenamento (Gimeno, 2000).
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Tabela 4. Densidade relativa (%) de espécies de Penicillium isoladas das amostras de

ragdo para peixes

Espécies Total Frequéncia (%)
P.implicatum 08 57,15
P.restrictum 03 21,43

P.citrinum 02 14,28
P.rugulosum 01 7,14
Total 14 100

Muitas das espécies isoladas nesse estudo estdo associadas com a perda da qualidade da
racdo e podem ser potenciais produtoras de micotoxinas. O isolamento dessas espécies a partir de
racdes animais tem sido realizado por outros pesquisadores (Magnoli et al., 2006; Rosa et al.,
2006; Keller et al., 2007).

Foi verificada alta incidéncia de fungos nas racdes para peixes, coletadas e avaliadas em
Teresina, com quantidade significativa de cepas de Aspergillus flavus (Tab. 3) e a alta contagem
fungica € considerado indicador da provavel presenca de micotoxinas (Farias et al., 2000). No
entanto, ndo foi detectada em nosso estudo a presenca de aflatoxina. Isso pode ser atribuido ao
curto espaco de tempo para a formacéo das toxinas ou mesmo ao numero reduzido de linhagens
fungicas com potencial toxigénico, de acordo com Pereira et al. (2002), como se foi observado,
as cepas de Aspergillus flavus isoladas ndo produziam aflatoxinas. Em trabalho realizado por
Guerra et al. (2005) com alimentos para eqiinos, também ndo foi detectada a presenca de

aflatoxinas nas 50 amostras.

Os niveis de aflatoxinas em ragdes para peixes utilizadas em Londrina, Parana variaram
desde ndo detectavel a 15,60 ng/g (Hashimoto et al., 2003). J& Nunes (2009) pesquisando
aflatoxinas em racGes para peixes oriundas da industria da cidade de Teresina, Piaui, constatou
também a presenca dessas micotoxinas em varias amostras de racdo, como também na matéria

prima utilizada para a sua formulacéo.

Existe uma recomendacdo do Ministério da Salde, de que para qualquer matéria prima
utilizada diretamente ou como ingrediente nas racGes, ou para a propria racdo, ndo deve

apresentar valores de aflatoxinas superiores a 50 pg/kg (BRASIL, 2002), portanto todas as
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amostras utilizadas nesse estudo estdo de acordo com o padréo no que corresponde a presenca de
aflatoxinas, pois em nenhuma das 36 amostras foi detectada.

Portanto, a importancia da determinagdo da micobiota flngica e de suas micotoxinas nos
alimentos utilizados na alimentacdo animal, sdo de que esses estudos podem fornecer
informacGes inerentes qualidade do produto, no tocante a presenca de fungos e suas micotoxinas,
no que devem ser observados o uso de agdo preventiva nas fases de producdo, colheita e
armazenamento, etapas iniciais para o controle dos fungos e seus metabdlitos, sobre quais
micotoxinas podem ser potencialmente encontradas nas amostras, préaticas adicionais s&o
necessarias para reduzir a contaminacdo dos alimentos e procedimentos para o tratamento de
muitos alimentos e que sdo de suma importancia para evitar perdas na producdo animal e riscos

para saude de animais € humanos.
Conclusdes

Conclui-se que os resultados encontrados demonstram que mesmo com uma contagem
fungica significativa ndo foram detectadas cepas toxigenas, o que esta de acordo com o0s
resultados observados nas ragdes, das quais ndo foram extraidas aflatoxinas. Demonstrando, que
as condicOes de armazenamento e ambientais e ainda das cepas presentes sao fatores decisivos

para a auséncia da aflatoxinas na racao.
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