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RESUMO

BARBOSA, Tatiana SalomaoAvaliacdo micolégica e micotoxicolégica de racdes
fornecidas na dieta de tilapias em criatorios2011. 37 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnolodiaiversidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

A piscicultura é um ramo especifico da aquicultucdtada para a criacdo de peixes em
cativeiro. Por suas grandes vantagens as tilapidestacam como as rainhas da piscicultura
moderna e seu cultivo vem sendo apontado por edigéas como promissora atividade no
mundo e principalmente no Brasil em decorrénciaselo potencial hidrografico, condi¢cdes
climaticas excelentes e producéo satisfatéria @esgutilizados na fabricacdo de ragdo. Sabe-
se que estes graos sao altamente susceptiveisaanawecdo fangica com possivel formacao
de micotoxinas, o constitui um problema de gramagaortancia em nivel mundial. Dentre os
géneros fungicos envolvidos na producdo de micoésxidestacam-se @spergillus,
Penicillium e Fusarium As micotoxinas de maior prevaléncia sao as aflafs, ocratoxina

A, fumonisinas, zearalenona e tricotecenos. Es&as ssibstancias capazes de afetar os
parametros produtivos, com graves perdas econdmidasos para a saude animal e humana.
Assim, este estudo objetivou determinar a atividdgldgua e a micobiota total contaminante,
estabelecer a ocorréncia de espécies potencialmesdatoras de micotoxinas pertencentes
aos génerogspergillus, Penicilliume Fusarium determinar a presenca de aflatoxing B
ocratoxina A e fumonisina® caracterizar o perfil toxigeno de cepas de espésdladas de
amostras de racdes fornecidas na alimentacéoagéas! provenientes de pisciculturas. Para
isto, foram coletadas 60 amostras de racOes comeerdiretamente das propriedades
piscicultoras nas regides Centro e Sul do EstadBidale Janeiro. As amostras tiveram sua
atividade de 4gua aferida. Em seguida, a micokimtdl foi determinada pelo método de
diluicdo decimal seriada em placa. Depois de is@ads colonias foram identificadas em
nivel de género. A identificacdo d&spergillus spp. e Penicillium spp. seguiu chaves
taxondbmicas especificas. O perfil toxigeno foi ims@lo para as cepas potencialmente
produtoras de ocratoxina A e de aflatoxinaifbladas das amostras. A determinacdo da
incidéncia natural destas micotoxinas foi realizatieavés de cromatografia em camada
delgada. A determinacédo da presenca de fumonisima®amostras foi feita através ldes
ELISA. Os resultados foram submetidos & andliseadi@ncia (ANOVA) e comparacdo de
médias pelo teste de Tukey (p < 0,05). A médiadaldia A das amostras foi de 0,61 + 0,041
na Regido Centro e de 0,58 + 0,060 na Regido 8udas abaixo do valor considerado 6timo
para o crescimento fungico e producdo de micotexi@s niveis médios de contaminacao
fungica foram de 1,0 x 20UFC ¢" no Centro e de 4,7 x 1WFC ¢* no Sul do Estado,
ficando dentro dos padrbes recomendados pelas B@dicas de Fabricacdo internacional
para a alimentacdo animal, que é de 1,0°%UFC g* de amostra. Os géneros flingicos mais
isolados foramCladosporium(85%), Aspergillus (68%) e Penicillium (60%). As espécies
mais frequentes foram. citrinum(31%),A. nigeragregados (21%) &. flavus(20%). Todas

as cepas isoladas de nigeragregados foram negativas para o teste de capaqidadutora

de ocratoxina A. Dentre as cepasAddlavusisoladas, 16% foram positivas para a produgéo
de aflatoxina B. Quanto a incidéncia natural de micotoxinas, 9% amostras apresentaram
niveis detectaveis de fumonising B5% de aflatoxina Be 2% de ocratoxina A. A deteccédo
de micotoxinas em quase todas as amostras de amgdisadas ressalta a necessidade de
implantagcdo de boas praticas de agricultura e lolecédo, a fim de se garantir um alimento
mais seguro e reduzindo os riscos da ocorrénamickeoxicoses.

Palavras chavefungos, micotoxinas, peixe



ABSTRACT

BARBOSA, Tatiana SalomaoMycological and mycotoxicological evaluation of fed
supplied in the diet of tilapias in breeding.2011. 37 p. Dissertation (Master's Degree in
Science and Technology of Food). Technology In&jtékederal Rural University of Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Pisciculture is a specific branch of aquacultureea at raising fish in captivity. For its great
advantages tilapia stand out as the queens of mquiseciculture and its cultivation has been
pointed out by experts as a promising activityhia world and especially in Brazil due to its
potential hydrological, climatic conditions and eltent satisfactory production of grains used
in manufacturing ration. It is known these grainge &ighly susceptible to fungal
contamination with possible formation of mycotoxia®d this constitutes a major problem
worldwide. Among the genera evolved in mycotoxinsdoiction isAspergillus, Penicilliurre
Fusarium The most prevalent mycotoxins are aflatoxins, raixin A, fumonisins,
zearalenone and trichothecenes. These are substeapable of affecting the productivity
with serious economic losses and risks to animdllarman health. Then, this study aimed to
determine the water activity and the total contamtrmycoflora, to establish the occurrence
of species potentially mycotoxin-producing belomgio the generéspergillus Penicillium
and Fusarium to determine the presence of aflatoxify 8chratoxin A, fumonisin Band to
characterize mycotoxins profile of toxigenic steaigolated from feed supplied in the diet of
tilapia in piscicultures. ,Samples (60) were cdbecfrom commercial feed directly from the
fish-farming properties in Central and South regiaf Rio de Janeiro. Water activity was
measured . The total mycoflora was determined Ioxalsgecimal dilution plate and fungal
colonies were identified at genera level. The idieation of Aspergillusspp. andPenicillium
spp. followed specific taxonomic keys. The profikas conducted to toxigenic strains
potentially ochratoxin A and aflatoxin ;Bproducers isolated from the samples. The
determination of the natural incidence of ochratoXiand aflatoxin Bwas performed by thin
layer chromatography and fumonisin Bas determined by ELISA kits. Data were submitted
to analysis of variance (ANOVA) and comparisonsm&ans by Tukey's test (p < 0.05). The
average of theyaof the samples was 0.61 + 0.041 in the Centrald®egnd 0.58 + 0.060 in
the South, both below the value considered optifoal fungal growth and mycotoxin
production. Mean levels of fungal contamination ev&rO x 16 CFU g'l in the Central and
4.7 x 18 CFU g' in the South region, being within the recommendeandards for
international Good Manufacturing Practice for feadhich is 1.0 x 16 CFU g* The most
isolated genera wer€ladosporium(85%), Aspergillus (68%) andPenicillium (60%). The
most frequent species wepe citrinum (31%),A. nigeraggregate (21%) amdl flavus(20%).

All isolates of A. niger aggregate were negative for the capacity to predcahratoxin A.
Among theA. flavusstrains, 16% were positive for the production tabten B;. Concerning
the natural incidence of mycotoxins, the samplesdetectable levels of fumonisin B28%),
aflatoxin B, (55%) and ochratoxin A (2%). The detection of ntgems in almost all the feed
samples analyzed highlights the need to implememtd gagriculture and manufacturing
practices, in order to ensure the safety of feed @mnreduce the risk of mycotoxicosis
occurrence.

Key words: fungi, mycotoxins, fish



Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

LISTA DE TABELAS
Principais micotoxinas, fungos produtores, alimentomais
contaminados e condicfes favoraveis para sua oooaré

Carga flingica das amostras de racdo analisadasssgp em UFC
nas regides Centro e Sul do Estado do Rio de daneir

Valores de FBobtidos das amostras analisadas.
Relacdo entre as espécies isoladas das amostrapresenca de

micotoxinas nestas, nas Regifes Centro e Sul dad&sdo Rio de
Janeiro.

Pagina

22

28

27



Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:
Figura 4:
Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

Figura 14:

Figura 15:

LISTA DE FIGURAS

Caracteristicas morfoldgicas do génAspergillus.

Estrutura morfoldgica e tipos de conidiéforosREmnicillium spp.: (a)
monoverticilado (b)  biverticilado, (c) tervertialla, (d)
guaterverticilado.

Conidios do génerBusarium (a) macroconidios; (b) microconidios.
Estrutura quimica das aflatoxinas (AFs),B,, Gie & .

Estrutura quimica das ocratoxinas.

Estrutura quimica da R das bases esfingdides.

Esquema de diluicdo de amostra e contagem padraonidedes
formadoras de colénias (UFCg

Esquema utilizado para identificacdo de cepa isodelAspergillus
spp. nos meios de cultivo CYA, CY20S e MEA em dearsdicdes de
temperatura (25 °C e 37 °C).

Pagina

11

13

17

Esquema do sistema utilizado para identificacadude cepas isoladas
de Penicillium spp. nos meios de cultivo MEA, CYA e G25N em trés 18

condi¢bes de temperatura (5 °C, 25 °C e 37°C).

Esquema da técnica de triagem de ARB OTA nas matrizes
analisadas.

Niveis de contaminacdo fungica das amostras de nagé/enientes
das regibes Centro e Sul do Estado do Rio de daner meio de
cultivo DRBC.

Frequéncia dos géneros fungicos isolados das aamosie racéo
provenientes das regides Centro e Sul do Esta#alde Janeiro.

Densidade relativa das espécies do géWapergillusisoladas das
amostras de racdo provenientes das regides CeBumbdo Estado do
Rio de Janeiro.

Densidade relativa das espécies do gémawicillium isoladas das
amostras de racao provenientes das regides CeBumbdo Estado do
Rio de Janeiro.

Coeficiente de determinagcédo obtido com a curva albracdo dos
padrées de AFB

20

23

24

25

25

26

14



SUMARIO

1 INTRODUCAO
1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo geral
1.1.2 Objetivos especificos

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 A Tilapicultura
2.1.1 Alimentagao na Piscicultura
2.2 Fungos em Alimentos
2.2.1 Géner@dspergillus
2.2.2 Géner®enicillium
2.2.3 Géneré-usarium
2.3 Micotoxinas e Micotoxicoses
2.3.1 Aflatoxinas
2.3.2 Ocratoxinas
2.3.3 Fumonisinas
2.4 Bioacumulacéo em Peixes

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Amostragem
3.2 Determinacao da Micobiota Contaminante
3.3 Isolamento e Identificacdo Fungica
3.4 Caracterizacao do Perfil Toxigeno de Espésmadas

3.5 Determinacao de Aflatoxina B Ocratoxina A nas amostras por

Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

3.6 Deteccao e Quantificacdo de Fumonisipads amostras por
Técnica de Ensaio Imunoenzimético (ELISA)

3.7 Analise Estatistica

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade de Agua

4.2 Niveis de Contaminacao

4.3 Micobiota Contaminante

4.4 Perfil Toxigeno das Cepas Isoladas

4.5 Analises Micotoxicoldgicas das Amostras de Raca
4.5.1 Aflatoxina B
4.5.2 Ocratoxina A
4.5.3 Fumonisina B

5 CONCLUSOES

6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Pagina

01
02
02
02

03
03
04
05
06
07
08
08
10
12
14
15

16
16

17
18

19

20
21

22
22
22
23
26
26
26
27
27

29

30

16



1 INTRODUCAO

A criacdo de peixes, ou piscicultura, € uma atdpecuaria e zootécnica das mais
antigas, pois ja era praticada por povos milenapeso os chineses hi 4.000 anos antes de
Cristo. No Brasil, a pratica comercial da pisciotdt € considerada recente, tendo ocorrido
somente no inicio do século XX. Desde entdo vedesenvolvendo em um ritmo acelerado,
levando ao aumento da producao nacional com bdalgde.

Os peixes sao animais vertebrados,taggatipicamente ectotérmicos e que possuem
o corpo fusiforme, os membros transformados emabanias ou nadadeiras sustentadas por
raios 6sseos ou cartilaginosos. Sao dotados deagueli branquias que os capacitam de
respirar 0 oxigénio dissolvido na agua.

Muitas espécies de peixes séo criadas em condigigsais ndo so para alimentagéo
humana, mas também com outras finalidades comoam&ntacdo. Por serem animais que
despendem muito pouca energia para a flutuacdmmiogdo e manutencdo de sua
temperatura interna, garantem uma maior converadendrgia contida nos alimentos que
consomem em massa corporea, alcancando uma adtigsiodutividade. Por isso, a
piscicultura assume importancia cada vez maior amo@ma do abastecimento alimentar
mundial.

A tilapicultura € uma atividade econémica baseadariacéo de tilapias em cativeiro
e que vem ganhando cada vez mais espa¢o em todmaoniTilapias sdo peixes da familia
Cichlidae, provenientes de agua doce, nativos daa\é que foram introduzidos no Brasil ha
muitos anos. Sao espécies excelentes para crigcgae necessitam de pouco espaco para
sua reproducao e crescimento, além de possuirencamma de alta apreciacdo humana e com
bom valor de mercado.

Atualmente o mercado oferece uma grande variedadgadbes balanceadas e
alimentos desidratados criteriosamente formuladopreparados capazes de atender as
necessidades nutricionais de um grande numeropéeies de peixes. Na producédo de racdes
os ingredientes principais sédo os cereais, alinsenittivados e utilizados ha milhares de anos
na alimentacdo humana e animal.

Os cereais sao alimentos altamente susceptiveistancinagdo por fungos toxigenos:
microorganismos multicelulares capazes de prodsuzibstancias toxicas denominadas de
micotoxinas, nocivas a saude dos animais que asonwmm. Muitas espécies de fungos
podem desenvolver-se utilizando grdos como subssahdo que as espécies toxigenas mais
importantes pertencem aos génekepergillus Penicilliume Fusarium

Hoje em dia sdo conhecidas centenas de micotoxdedre as mais importantes
encontram-se as aflatoxinas (AFs), produzidas palogos A. flavus e A. parasiticus
importante devido ao seu efeito hepatotoxico eimagénico; as ocratoxinas, produzidas
pelos fungosA. ochraceus, A. niger, A. carbonarius, P. verrucgsentre outros, importante
pelo seu poder nefrotoxico; e as fumonisinas (FPsdduzidas por fungos do género
Fusarium especialmente pelas espédieverticillioidese F. proliferatum capazes de causar
diferentes patologias em diversas espécies de minEgsas toxinas sdo de grande
preocupacdo, pois podem afetar os parametros progudas tildpias, levando a graves
perdas econdmicas e representando um risco patada animal e humana.

AlteracBes no crescimento e nas células sanguihepatomas, ictericia, alteracbes
visuais e morte sdo alguns dos efeitos que ja podeser observados em surtos de
micotoxicose em peixes alimentados com ragdes womdaas em diversos lugares em todo o



mundo. Experimentos realizados na area também arewel a relacdo entre a dose de
micotoxina ingerida e gravidade das lesdes.

Além disso, ha possibilidade de ocorrer a preselecanais de uma micotoxina em
determinado alimento, podendo levar a formacé&ofei¢os sinérgicos ou aditivos que irdo
aumentar o risco a saude. Logo, a identificacaoadga fungica contaminante das racdes € de
grande importancia a fim de preservar a salde moahe a da populacdo consumidora desta
carne.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo geral
Estabelecer a ocorréncia de espécies dos géaspesgillus Penicilliume Fusarium
potencialmente produtoras de micotoxinas e detemrgna presenca em amostras de racdes
fornecidas na alimentacgéo de tilapias provenietdgsiscicultura.
1.1.2 Objetivos especificos
a) Determinar a atividade de agua,(Alas amostras

b) Determinar a freqiéncia da micobiota total estaiesldo a distribuicdo das
espécies toxigenas;

c) Isolar e identificar espécies dos génedspergillus Penicillium e Fusarium
potencialmente produtoras de micotoxinas;

d) Caracterizar o perfil toxigeno de espécies isolamasncialmente produtoras de
aflatoxina B (AFB;) e ocratoxina A (OTA);

e) Detectar AFB, OTA e Fumonisina B(FB;) presentes nas amostras.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Tilapicultura

A aquicultura € o setor de producdo de alimentos oais cresce no mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento, godugem mais de 90% dos produtos
desta atividade. No ano de 2007 este setor apoesant percentual estimado de 44% de toda
producao pesqueira mundial (FAO, 2009).

Ao contrério de sistemas terrestres de produc&etar de aquicultura é altamente
diversificado, incluindo mais de 200 espécies difegs, entre peixes, crustaceos, moluscos e
algas. Os paises asiaticos como China, india, kgian Japdo, Bangladesh e Tailandia
contribuiram em 2002 por grande parte da produtfmab(BRIGGS et al., 2004).

A piscicultura € um ramo especifico da aquicultuoliada para criacdo de peixes em
cativeiro e que, desde 1970, vem apresentando estigrento maior que o da pesca
extrativista. O crescimento médio anual gira emmdode 20 a 30% em todo o mundo
(SIQUEIRA, 2004).

Quando foi introduzida no Brasil, na década 195@riacdo era apenas de espécies
exQticas, tais como carpa, tilapia e truta, queegaram a ser cultivadas principalmente em
tanques de pequenas propriedades. Hoje, na prodgacémal encontram-se varias espécies
de peixes tropicais e também algumas espéciesamativno o tambaqui, pacu, surubim e
outras (GEHLEN; PEIXOTO; VIEIRA, 2007).

As tilapias estao distribuidas em trés géne@rgochromis Sarotherodonre Tilapia,
englobando mais de cem espéc&&0 animais originarios do continente africanovemi em
agua doce: rios, lagos, lagoas e até pequenasaspi@uportam bem as adversidades e, por
iSso, estdo entre os peixes mais cultivados emvedati no mundo (FILHO, 2005). Tém
habitos alimentares rudimentares e ingerem umalgraariedade de alimentos naturais, tais
como o plancton (pequenos animais e vegetais)ygolirdes, invertebrados aquaticos, larvas
de outros peixes, detritos e matéria organica ecordposi¢cdo. Restos ou subprodutos de
atividades agropecuarias, como batata doce, mamdioitho e frutas, sdo bem aceitos por
esses peixes. No entanto, como o cultivo de tdapgada principalmente em regime intensivo,
a exploracdo dos alimentos naturais torna-se ieli@evido ao confinamento, sendo
necesséria a administracdo de racdes balanceaddietaadestes animais, o que permite
também um maior equilibrio nutricional e melhomp@sta zootécnica (BARBOSA, 2007).

Devido as suas caracteristicas de excelente ciukecreprodutiva, custo de producao
muito baixo e filé de grande valor comercial, &gptas podem ser consideradas as rainhas da
piscicultura moderna. Destacam-se ndo somentehmeto valor comercial de seu filé, mas
por sua versatilidade; seu couro pode ser utilizedproducéo de cintos, bolsas e calcados, e
sua carne pode constituir preparados de produtngstoveis, como embutidos e iscas. Ja 0s
seus residuos podem entrar na formulacdo de rapdssuindo uma ampla aceitacdo de
mercado em todo o mundo e com vasto campo de eggor{FILHO, 2005).

Dentre os fatores indicadores de viabilidade ecocédpara a producao de tilapias em
cativeiro estdo: o prego da venda do peixe, a ¢edwealimentar, a taxa de sobrevivéncia, o
preco dos alevinos (peixes jovens) e, como destagpeeco da racdo, que pode representar
mais de 50% dos custos operacionais totais (SILVa#.£2003).

As excelentes condicbes ambientais que o Brasiecdecomo o clima favoravel, a
disponibilidade de 4gua doce de boa qualidade & lrusto na producdo de gréos para a
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fabricacdo de racdo, associadas ao manejo adedoadmimais, permitem que a piscicultura
nacional seja viavel e tenha boa rentabilidade (NR@{J2006).

Ainda que em franca expansdo, a producdo naciangledcado encontra-se voltada
para suprir principalmente a demanda interna guectescido nos ultimos anos. De acordo
com um estudo divulgado pelo Ministério da Peséajaicultura (MPA, 2010), 0 consumo
per capitade pescado no Brasil foi de 9,03 kg/hab. no angaf® e, ha uma década, vem
apresentando um crescimento acima de 6% ao ancuahktug isto, a taxa meédia de
crescimento do consumo das carnes bovina (39, aligho), de frango (39,6 kg/hab/ano) e
suina (13,5 kg/hab/ano) néo ultrapassa 2% ao aA®A12011).

2.1.1 Alimentag&o na piscicultura

A alimentacdo € um importante item na criacdo deepe pois dela depende, em
grande parte, 0 sucesso da criacao e os lucroslgumde proporcionar. Com relacdo a sua
cadeia alimentar, as espécies de peixes podenvadidas em: peixes de cadeia alimentar
curta, abrangendo os consumidores primarios, oa, dgrbivoros e que transformam
diretamente os vegetais em proteina animal paraucom do homem; peixes de cadeia
alimentar intermediaria, ou onivoros, que se altar®ende fito e zooplancton, vegetais e
animais encontrados no fundo do tanque; e peixesadeia alimentar longa, isto &, os
carnivoros, que exigem alimentos com alto teorrdéefna animal. Dentre elas, as espécies
de cadeia alimentar curta e intermediaria sdo as imdicadas para as condicdes brasileiras,
porque transformam subprodutos agricolas e alirseptubres diretamente em proteina
animal, além de proporcionarem altas produ¢des baixo custo (ROCHA, 2006).

O objetivo de alimentar os peixes é prové-los,cdmé econémica, com uma nutricdo
adequada para o seu crescimento e perfeito deseneato. Para isto, 0 emprego de técnicas
de alimentacdo apropriadas e a utilizacdo de atwsede qualidade e nas quantidades
corretas sdo fundamentais. Dentre os ingredientézados na formulacdo de racdes para
peixe temos concentrados protéicos de origem MVedatalo de soja, farelo de algodao,
farelo de amendoim e farelo de canola; fontes wasé farinha de peixe, farinha de carne e
0ssos, farinha de sangue e leveduras; e fontegétitas como o milho, sorgo e farelo de
arroz. Os peixes, por serem organismos aquaticesispam que as racdes sejam processadas
para reduzirem as perdas de nutrientes, comumilizagéio de racdo farelada, indicada para
alevinos. As outras racdes disponiveis sdo doss tjeletizada e extrusada (RIBEIRO;
GOMIERO; LOGATO, 2005).

A peletizacdo € um processo mecanico que combinialade, calor e pressao,
permitindo que particulas pequenas sejam aglomeradariginem particulas maiores, ou
“pellets, aumentando a eficiéncia da ingestdo do alime@uando esta sofre trituracao,
denomina-se racao triturada. A peletizacdo, nonémta&o € um processo muito viavel, pois
tem um custo mais elevado de processamento eestldlidade na agua dura apenas alguns
minutos, enquanto que a extrusada pode durar hBsts. Ultima € obtida através de um
cozimento dos ingredientes sob altas temperatupaessao, provocando a gelatinizacdo do
amido e a desnaturacdo das proteinas, com uma mg@sicdo dos nutrientes a acao
digestiva, o que melhora a eficiéncia alimentargiises (SIMOES, 2008).

Um dos pontos mais importantes relativos as raé@esivel de proteina bruta contida
nas mesmas, pois nas diversas fases de vida asspeigguerem niveis protéicos diferentes
para o seu desenvolvimento. Para tilpias, recomsaa uso de racdes de, pelo menos, 32%
no inicio do cultivo podendo chegar até 40% ndesias mais intensivos (KUBITZA, 2006).

Além da importancia de seguir as recomendacdesciouis adequadas para cada
espécie e fase do desenvolvimento, € imprescindjuel se faca uso de produtos de
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qualidade, cujos fabricantes facam um controlet&aoi das matérias-primas basicas de
origem vegetal utilizadas no preparado das racds, se reduzirem os problemas com
micotoxinas devido a susceptibilidade destes aliogeaos fungos toxigenos (HASHIMOTO

et al., 2003).

2.2 Fungosem Alimentos

Os fungos sdo organismos com grandes variacOesiasrestruturas, podendo ser uni
ou multicelulares, de tamanhos microscopicos ou beaiores, como 0s cogumelos. Os
microorganismos multicelulares produzem estrutuiiEsnentosas microscopicas e Sao
frequentemente chamados de bolores, enquanto edulas sdo os fungos unicelulares. Os
bolores tém grande importancia nas indastrias aliifti@ e farmacéutica. Alguns deles séo
utilizados para fins de producdo de medicament@socantibioticos e na elaboracdo de
produtos alimenticios como molhos, queijos, entéros. Contudo, podem promover a
deterioracdo de diversos materiais e alimentos) dk& causar doengas em animais, plantas e
nos seres humanos (PELCZAR JR; CHAN; KRIEG, 2004).

A contaminacao fungica dos produtos agricolascgralmente os cereais e sementes
oleaginosas pode ocorrer durante o crescimentbgeita] estocagem ou processamento do
alimento. Os ingredientes vegetais contaminados esporos fangicos irdo também
contaminar o produto final e, caso a temperati@aimidade do ambiente sejam propicias ao
crescimento destes microorganismos, as micotoxipagem ser consequentemente
produzidas por cepas toxigenas (SPRING; FEGAN, 006

As micotoxinas representam um grande desafio pamdisstria de alimentos dado a
dificuldade de se obter insumos livres destes posditoxicos. Estima-se que 25% dos
alimentos cultivados no mundo estdo contaminadaos aocotoxinas (FAO, 1999). Como
alternativas de controle sédo propostas diferemesas para 0 manejo deste problema, sendo
0 cuidado com o alimento a melhor contribuicdo Fara inocuidade, repercutindo em uma
melhor nutricdo e menor niumero de enfermidades.

E importante que os produtores percebam que as f@disas agricolas (BPA)
constituem a principal linha de defesa contra ataztomacdo de cereais com fungos
toxigenos, seguido pela implementacdo de boascasatie fabricacdo (BPF) durante a
manipulacdo, armazenamento, processamento e disfiitbdos cereais para a alimentacéo
humana e animal. Os procedimentos devem servir fpatar adequadamente, através da
segregacao, do recondicionamento, retirada ou @lesgreais que possam representar uma
ameaca para a saude humana ou animal. As autmidaalegonais devem apoiar a
investigacdo sobre os métodos e técnicas para evitantaminacdo de fungos no campo e
durante a colheita e 0 armazenamento, incluindoidés de secagem, manutencdo de
instalagBes para um armazenamento adequado e cydealndo expor 0s graos ou sementes
a umidade durante o transporte e comercializagd® (2003).

Doencas cronicas adquiridas pela exposicdo a essemminantes podem ser
prevenidas ou reduzidas através da conscientizdgsigprodutores de alimentos e de acgbes
permanentes da vigilancia sanitaria (CALDAS; SILVALIVEIRA, 2002). Conhecer as
condicbes que afetam o crescimento dos fungos ecapacidade de produzir toxinas é
fundamental para que medidas efetivas de profilagjam tomadas. Sabe-se que quando o
crescimento dos fungos € controlado decresce augfiodde micotoxinas indiretamente.
Contudo, a presenca de fungos em um alimento nglicannecessariamente, na presenca de
micotoxinas. Isto porque nem todas as cepas deosungconhecidamente toxigenas séo
capazes de produzi-las. Sdo necessarios nutriackeguados e um conjunto de fatores
externos como luz, oxigénio, temperatura, pH, udedalativa do ar e umidade do substrato
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que irdo influenciar no crescimento fungico e res®t de micotoxinas que sera produzida
(OGA, 2003).

Dentre as principais espécies de fungos produtdessnicotoxinas encontram-se
aquelas pertencentes aos génekepergillus Penicillium e Fusarium Este ultimo ocorre
principalmente em nivel de campo, contaminando imealto antes da colheita. Em
contrapartida, os outros dois géneros costumam eteomos grados durante seu
armazenamento. Neste Ultimo caso, o controle daladeidos gréos desde sua recepcao no
armazém até seu consumo ou utilizacdo na ind(sbdie ser uma medida eficaz contra a
producao de micotoxinas (ARELLANO, 2003).

2.2.1 GénerdAspergillus

O géneroAspergilluspossui mais de 200 espécies, e € comumente isdadolo,
restos de plantas e em ambientes fechados. AlgasmEsies podem desenvolver estruturas
de resisténcia conhecidas como esclerocios, quzoftaim como forma de sobrevivéncia e
que contém uma grande quantidade de metabdlitoeogdx Sdo fungos de extrema
importancia devido ao fato de serem faciimenteatho$ de alimentos e produtos alimenticios
de diversos tipos, resistindo a altas temperaterad baixa atividade de agua (PITT;
HOCKING, 1997).

A classificacdo e identificacdo daspergillus spp. baseia-se nas caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas e reprodutivas obsergades cultivos em meios gerais e seletivos
conforme literatura especializada (PITT; HOCKING9T). Em linhas gerais, caracteriza-se
pela formacdo de conidi6foros, que séo estipes ddagpe de paredes grossas com apice
proeminente denominado vesicula. As vesiculas es@losua maioria, grandes e esféricas,
podendo também ser alongadas ou mais discretasggeamas espécies. Estas irdo anexar as
fidlides diretamente (unisseriados) ou indiretameatravés de células de apoio denominadas
de métulas (bisseriados) que crescem simultanear(i@gura 1).

conddio —

células
de Hiille

vegicula |
estipa ____

celula pé |
T | r '._ radiads colunar

unizzeriade hizzeriado

Figura 1: Caracteristicas morfolégicas do généspergillus
Fonte: SAMSON et al. (2000)

Em climas tropicais e subtropicais, o génaspergilluspredomina. Algumas espécies
preocupam por serem patdgenas ou produtoras dedoxiitas, outras sao importantes na
elaboracdo de produtos alimenticios fermentadopraducéo de acidos organicos e enzimas
(SAMSON et al., 2000).



Dentre os fungos filamentososAspergillusé o género mais comumente isolado em
infecgBes invasivas, podendo acometer quase todorgdos do corpo humano. A
imunossupressao do individuo é o principal fateedmponente ao desenvolvimento de
infeccbes oportunistas. Estados alérgicos e toegcommbém podem ocorrer como
consequéncia da aspergilose (HO; YUEN, 2000).

2.2.2 GénerdPenicillium

Este é, certamente, 0 género mais diverso em tedenogmero de espécies e extensao
de habitats. S&o pouco exigentes no aspecto mn@icipodendo crescer em quase todos 0s
tipos de ambientes com diferentes caracteristicsisofquimicas como atividade de agua,
temperatura, pH e potencial-redox. As espécieRatgcillium podem ser consideradas, em
sua maioria, como fungos de solo associados canemlos tais como cereais e frutas. S&o
contaminantes comuns em varios substratos e sd®adas como potenciais produtoras de
micotoxinas, por isso é de fundamental importasaia correta identificacdo como possivel
contaminante do alimento (SAMSON et al.,2000).

A taxonomia dePenicillium spp. € uma tarefa complexa, uma vez que as espécie
comumente encontradas nos alimentos apresentamn a aoaparéncia da col6nia muito
similares, além das estruturas reprodutivas seesfungnas e, frequentemente, efémeras. Este
problema pode ser minimizado quando o isolament@ité sob condicbes de meio e
temperatura adequados e a andlise é feita emesptago de tempo (sete dias), fazendo com
que as estruturas microscopicas e o0 aspecto dasiamlksejam melhores (PITT; HOCKING,
1997).

As col6nias dePenicillium spp. séao filamentosas, com textura aveludada ou
algodonosa e de rapido crescimento. Sua cor éalimente branca, tornando-se azul
esverdeado, verde acinzentado, verde oliva, atéetada ou rosado com o tempo. O reverso
da placa é geralmente palido a amarelado. Micrisaomnte, apresentam hifas hialinas
septadas, conidioforos simples ou ramificadosjdi&al e conidios. As métulas sdo ramos
secundarios que se formam a partir dos conidiéfdeoalgumas espécies Benicillium, e
que transportam as fialides (Figura 2).

Figura 2: Estrutura morfolégica e tipos de conidi6foros @enicillium spp: (a)
monoverticilado (b) biverticilado, (c) tervertiaila, (d) quaterverticilado.
Fonte: SAMSON; REENEN-HOEKSTRA; VAN-OORSCHQT984).



Um dos aspectos mais importantes na classificagdtesl fungos em nivel de sub-
género é observacdo da sua estrutura quanto aoraideeramificacbes do conidiéforo.
Quando ndo ha ramificacédo, o fungo € denominaduateverticilado, quando ha uma, duas
ou trés, é chamado de bi, ter ou quaterverticilegkpectivamente. A organizacdo das fialides
nas pontas dos conidioforos é muito tipica. Os diosi sdo redondos, unicelulares, e
visualizados como cadeias nas pontas das fialilcRRQNE, 2002).

Apesar das espécies patdogenas aos seres humasmos rseas, algumas doencas
oportunistas como a ceratite micética, otomicoseloeardite e infec¢cdes pulmonares ja
foram relatadas, principalmente em pacientes imsumsnidos (QUADROS, 2008).

2.2.3 GénerdFusarium

As espécies dé&usariumestdo extensamente distribuidas pelos solos. Saaia
causa de podriddo de frutas e vegetais armazengei@mente contaminando o alimento
antes da colheita. Assim como sdo fitopatbgenotesefingos também sdo agentes
causadores de infeccdes superficiais e sistémicas heamanos. Considerados como
organismos oportunistas, desenvolvem-se em inddgidmunossuprimidos, especialmente
pacientes transplantados. Infec¢cdes cutaneas eopaiss, sinusite, endocardite, infeccdes
disseminadas e fungemia tém sido relatadas comeeg@éncias da contaminagao por
Fusariumspp. (GUARRO et al., 2000; HOOG et al., 2000; RDOS!, 2001).

Este género também é considerado como um dos maovdutores de micotoxinas,
assim comaAspergilluse Penicillium. A ingestdo de graos contaminados por estas toxinas
podem provocar sintomas alérgicos ou ser cancarigenconsumo a longo prazo (PITT,
2000).

A taxonomia dd~usariumspp. é baseada em numerosas caracteristicas agicts,
que incluem a forma dos macroconidios, a presem@uséncia de microconidios, sua forma
e disposicdo em cadeia ou ndo (Figura 3).

e
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Figura 3: Conidios do génerBusarium (a) macroconidios; (b) microconidios.
Fonte: NELSON; TOUSSKIUMARASAS (1983).

Ocasionalmente pode ocorrer algum problema de @otag no crescimento da
cultura e o fungo passa a produzir apenas micrdmmiNestes casos, algumas confusdes
com outros géneros oportunistas podem acontecém Allestas caracteristicas primarias, o
tipo de conidioforo e a presenca ou auséncia deredpquios (conidioforos em feixes
densos) também sao de interesse. Algumas caréicesimacroscopicas, tais como a textura
das colbnias, pigmentacédo e taxa de crescimentenpaer Uteis se forem determinadas por
métodos padronizados (GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999)



2.3 Micotoxinas e Micotoxicoses

Os efeitos indesejaveis causados pela intoxicagéorente da ingestdo de alimentos
contaminados sdo conhecidos ha séculos, porémsasigpas relacionadas ao crescimento
fungico nos alimentos e a producdo de micotoxid@@srslativamente recentes (BENNETT;
KLICH, 2003).

A histéria da micotoxicologia moderna é marcada pon surto de mortes
inexplicaveis em milhares de aves (principalmemaig) no Reino Unido em 1960. O caso
ficou conhecido em todo o mundo como a Doencga “X5 ¢erus. Na investigacédo
determinaram que o surto ocorreu devido & contag@inedo amendoim importado da Africa e
Brasil utilizado na fabricacdo da ragdo destes aisimFoi encontrada uma substancia
fluorescente produzida pelo fundo flavusno alimento, chamada inicialmente dke flavus
toxin” originando a palavra aflatoxina (LOURENCO, 2008).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios proaszigbr fungos e que causam
efeitos adversos tais como carcinogénese, mutagérniesatogénese, nefrotoxicidade e
imunossupressao provocando diversas patologiagneles perdas econdmicas agropecuarias
(HUSSEIN; BRASEL, 2001).

Atualmente sdo conhecidas centenas de micotoxmaguzidas por diversos fungos.
As mais relevantes podem ser divididas nos grupsesidrs, produzidas principalmente pelas
espéciesA. flavus e A. parasiticus as ocratoxinas, produzidas por fungos dos géneros
Aspergillus e Penicillium e as fusariotoxinas como o0s tricotecenos, zeaméere FBs,
produzidas por algumas espécies do gémersarium (MALLMANN; DILKIN, 2007). A
Tabela 1 demonstra os fungos relacionados a proddgd principais micotoxinas, 0s
substratos mais acometidos por estes e as conda@daveis a contaminacao.

Tabela 1. Principais micotoxinas, fungos produtores, alimentoais contaminados e
condicOes favoraveis para sua ocorréncia.

. Alimentos mais
Fungo que mais

Micotoxina propensos a Principais fatores da produgao
produzem ..
contaminagao
Amendaim,
Aflatoxings Aspergillus flavus e castanhas, nozes, Armazenamento em condigdes
A. parasiticus milho e cereais em inadequadas.
geral.
. Milho e cereais de  Temperaturas frias associadas a alta
Zearalenona Fusarium . .
inverna. umidade.
- . Milho & cereais de Estacio seca sequida de alta
Fumonisinas Fusarnum . .
inverna. umidade e temperaturas moderadas.
. . Milho e cereais de Temperatura fria, alta umidade &
Tricotecenos Fusarnum .
inverna. problemas no armazenamento.
. Aspergillus e Milho e grios S
Ocratoxina A P .ﬂg.“. g Deficiéncias no armazenamento.
Penicillium estocados.

Fonte: MALLMANN; DILKIN (2007).



O quadro clinico-patoldgico toxico ocasionado pdcatoxinas, onde as vias de
transmissao podem ser pela ingestao, inalacao rocoptato é denominado de micotoxicose.
A micotoxicose primaria é o resultado da intoxiecagkovocada pela ingestdo direta de
alimentos em que foram produzidas as micotoxinag@&to que a micotoxicose secundaria
ocorre pela ingestdo de leite, ovos, carnes e foedderivados que contenham essas
substancias e sejam oriundos de animais que serdimm com racao contaminada (SILVA
et al., 2005).

Devido ao fato de apresentar sintomas bastantgendgos, o diagnodstico de
micotoxicose torna-se muitas vezes dificultadosidtomas gerais (reducdes de desempenho
e queda imunoldgica) sao vistos quando a intoxecacérre em niveis baixos a moderados e
por periodo crénico, enquanto que os sintomas daggaor altos niveis de toxinas sdo mais
caracteristicos, porém de ocorréncia mais rarata®uwomplicacdes no diagnostico podem
ocorrer por causas secundarias decorrentes de afoepprtunistas relacionadas com a
supressdo do sistema imune apl0s exposicdo as RiEAHO A experiéncia com animais
afetados combinada com a analise histolégica fernecdiagndstico mais preciso das
micotoxicoses (SPRING; FEGAN, 2006).

Os inumeros efeitos resultantes da contaminacaompootoxinas nas rac¢des para
peixes dependem de diversos fatores que incluentéaga da micotoxina, o efeito sinérgico
provocado pela possivel presenca de mais de unmat@dose ingerida, espécie do animal,
estado de saude e estagio de vida. A exposicacaggode resultar em um aumento de
mortalidade e grandes perdas para o0 piscicultoguarto a exposi¢cdo cronica leva a
problemas como reducédo do crescimento, baixa eéi@éalimentar, infeccbes e neoplasia.
Por isto é extremamente importante que o piscictdiga uso de racdes com ingredientes de
alta qualidade, reconheca os sintomas de micotees;oanalise e identifique o agente
responséavel pelo problema (SMITH; HENDERSON, 1991).

2.3.1 Aflatoxinas

As AFs sdo metabdlitos fungicos secundarios, priddszespecialmente por cepas de
A. flavuse A. parasiticus comumente encontrados em milho, trigo, amendomaes, soja,
semente de algodao, dentre outros. Grande parfgratlucdo das AFs ocorre durante o
armazenamento dos alimentos e sua concentracdont@urae longo do tempo, caso as
condi¢cdes climéticas sejam propicias (GOLOB, 200@uando o alimento apresenta
aproximadamente 25% de umidade em um ambiente coitlade relativa do ar de, pelo
menos, 83% e temperatura de 30°C, o géAspergillusencontra-se em 6timas condi¢cdes
para a producado de AFs (PEREIRA; CARVALHO; PRADOQ2).

Hoje s@o conhecidos diversos compostos toxicos e due diferem entre si por
pequenas variacdes em suas estruturas molecudarex) os mais importantes as Ars B,
G; e G (Figura 4). Sdo assim denominadas por terem aciciue de fluorescer sob luz
ultravioleta (365 nm), emitindo a cor azul ou ve(diie e greenna lingua inglesa, de onde
vém as letras “B” e “G").

Quimicamente elas possuem estrutura heterociclira,um ndcleo cumarinico ligado
a um sistema bi-furdnico. As moléculas de AFs d@ sB apresentam ainda um anel
ciclopentanona, enquanto as AFs da série G possuenanel lactona (OGA, 2003). A
diferenca estrutural das AFs B G, para as AFs Be G é a presenca da ligacdo dupla 8,9
vinil éter no anel terminal do furano das duas piias, 0 que as torna mais toxicas que as
outras (JAIMEZ et al., 2000).
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Algumas caracteristicas fisico-quimicas das AFs géoto de fusdo proximo de
269°C, sensibilidade a luz ultravioleta e ao tratiatm com hipoclorito, pouca solubilidade em
agua e inativacao por autoclavacdo em presencadieia (MALLMANN; DILKIN, 2007).
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Figura 4: Estrutura quimica das aflatoxinas (AFs),B,, Gi1e G .
Fonte: FREIRE et al. (2007).

Devido a sua prevaléncia entre as micotoxinas es@oconsiderado o agente natural
mais carcinogénico que existe, a AFB a mais importante micotoxina, classificada pela
IARC (Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancemo carcinégeno de classe 1 (IARC,
1993).

Amplamente encontrada em concentracdes signifamthos ingredientes de racgdes
animais, a AFB ap0s ser ingerida € rapidamente absorvida pelo wastrointestinal,
entrando no sistema porta-hepatico e sendo tramsiaorpara o figado, onde ¢é
biotransformada. A biotransformacdo do compostaimal (AFB;) pode ocorrer por
diferentes processos. Os compostos derivados qsanaan pelo processo de O- dimetilagao
sdo excretados pela urina e pela bile e, subsesuente, nas fezes. Outros conjugados
hidrossolluveis e os adutos de moléculas ®Bsultantes dos processos de hidratacdo e
epoxidacdo da AFBespectivamente, e os metabdlitos ndo conjugadosdisgcionados, em
geral, para o sistema circulatério sanguineo e tistribuicdo sistémica, tendo efeito
imunossupressor, teratogénico, carcinogénico, réatag, entre outros. Eventualmente, ao
passar pelo processo de hidroxilagdo, a AEBransformada em aflatoxina; NAFM,), que
sao residuos transferidos para o leite e aflatoRN@FQ.), transferido para ovos e carnes. A
diferenca da susceptibilidade entre racas e espéciem diferentes tecidos ira refletir no
processo de detoxificacdo e excrecdo destes coosppdb toxicos. Geralmente as toxinas
encontradas em produtos de origem animal sdo migtabdetoxificados e sua concentragdo
corresponde a uma fracdo da micotoxina originabgate na racdo. Por essa razao, a
toxicidade crbnica € a principal preocupagdo commasotoxinas e seus derivados nos
produtos de origem animal (BIEHL; BUCK, 1987; OG#803).

As AFs foram as primeiras micotoxinas investigag@asquicultura. O primeiro caso
de aflatoxicose em peixes foi relatado em maio @0l quando um surto de hepatomas
atingiu incubadoras de truta arco-iris em Idaha, Bstados Unidos. A causa foi atribuida ao
algoddo mofado utilizado como ingrediente da racdos animais acometidos
(SANTACROCE et al., 2008). Outros surtos de aflatose em peixes foram descritos entéo
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na Alemanha (WUNDER; KORN, 1982), México (RUIZ-PEREt al., 1984) e Dinamarca
(RASMUSSEN et al., 1986).

A truta arco-iris parece ser uma das espécies ide peis sensiveis a presenca de
AFB; nas racdes. Enquanto o nivel minimo prejudiciah @& tilapias chega a 1,8 mg/kg de
racdo e para o bagre-do-canal fica cerca de 1,8gngs trutas arco-iris sofrem com os
efeitos da AFB a partir de 0,4 ng/kg. A dose letal ({pde AFB em truta foi estimada em
0,8 mg/kg de peso vivo (KUBITZA, 2010).

Em uma investigacdo sobre o amarelamento de t&pia fazendas comerciais nas
Filipinas, Cagauan et al. (2004) concluiram queablema foi resultado da contaminagéo por
AFs de racdes mofadas que foram fornecidas a asiemis. No experimento, as racdes
utilizadas na dieta de tilapias foram inoculadas @epas deé\. flavus.Os animais foram
alimentados com racdo mofada nas proporcdes dgldy 100%. As concentracgdes finais de
AFB; variaram de 5ug/kg a 115,34ug/kg de racédo. Osssaliaicos observados nos peixes
gue tiveram a racao contaminada foram: opacidadeolms, catarata e cegueira, lesbes de
pele, podriddo na cauda e nadadeiras, amarelardargaperficie do corpo, nado anormal e
reducdo do apetite. A histologia revelou tambéreramtacdo progressiva do figado.

Outro estudo sobre intoxicacdo de tilapias com adietontendo AFB nas
concentracdes de 0,25; 2,5; 10 ou 100 mg/kg de rde@onstrou que estes animais também
apresentaram dificuldades com ganho de peso, pnaklde reducéo das células sanguineas e
aparecimento de lesdes hepaticas, podendo desanagaianorte do animal. Os sintomas
eram agravados conforme a dose administrada ewisagos indicaram que os efeitos agudos
ou subcrdnicos eram improvaveis nas dietas demfigZg ou menos (TUAN et al., 2002).

Devido aos efeitos nocivos causados no organisrsairabviduos expostos as AFs,
em alguns paises as autoridades reguladoras fiXarates maximos destas em alimentos e
produtos animais. No Brasil, a Portaria n°® 07 d4AR88 (MAPA, 1988) que regulamentava
sobre 0s niveis maximos permitidos de AFs em aliosedestinados a alimentagdo animal
(50ung/kg de matérias-primas ou racdes) encontragg®/ada pela Instrucdo Normativa n° 30
de 5/8/2009 (MAPA, 2009) que néo faz referénciatasesubstancias.

2.3.2 Ocratoxinas

As ocratoxinas sdo um grupo de micotoxinas compogiar uma estrutura
isocumarinica ligada ao aminoécido fi- fenilalanina (Figura 5) produzidas por diferentes
fungos, sobretudo . ochraceus oP. verrucosumpodendo ser encontrados em cereais,
amendoim, especiarias, uvas secas, entre outros@8007).

Dentre as ocratoxinas conhecidas, apenas a OT/Aaqeerelevancia toxicologica.
Sua producdo é otimizada quand®.overrucosurrencontra-se em regiées de temperaturas
mais baixas (4° C a 31° C), comparado a faixa ddienemperatura parA. ochraceugl12° C
a 37° C). Enquanto o primeiro usa como substrateipalmente graos de milho e trigo, o
segundo prefere sementes oleaginosas como o amedai soja para sua nutricdo (LIM;
WEBSTER, 2001).
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Figura 5: Estrutura quimica das ocratoxinas.
Fonte: MALLMANN, DILKIN (2007).

ApoOs ser absorvida, ao longo do trato gastro-im&sta OTA cai na circulacéo
sanguinea onde se adere a proteinas e outrasuestratacromoleculares. Em seguida, ela é
transferida principalmente para os rins, musculiigado e tecido gorduroso. Sua
biotransformagcdo em moléculas atoxicas pode ocermrediferentes 6rgdos por reacbes de
hidrolise produzindo, sobretudo, as ocratoxinase L-fenilalanina. A eliminacdo dos
derivados da OTA ocorre por via urinaria e, priatipente, pelo suco biliar, apresentando
da producdo de proteinas devido a competicdo anteailalanina presente na estrutura da
micotoxina e a enzima fenilalanina-tRNA sintetade, suma importancia no processo de
iniciagdo da cadeia protéica. Secundariamentea adetodificacdo de RNA mensageiro
responsavel pela producdo de fosfoenolpiruvatoozambse, uma enzima fundamental na
gliconeogénese, alterando o metabolismo de cadioglno cortex renal. Consequentemente
h&a graves lesbes nos néfrons, ocasionando a disfuegal, caracteristica da intoxicacao por
OTA (MALLMANN; DILKIN, 2007).

Pesquisas com animais de laboratorios tém aporitatis-se de uma micotoxina de
atividade nefrotéxica, cancerigena e teratogéremundo a IARC, a OTA pode também
estar associada ao desenvolvimento de cancer twouraario em humanos cronicamente
expostos a alimentos contaminados com essas scilstam por isso encontra-se classificada
dentro do grupo 2B, como possivel carcinbgeno honcam evidéncias em animais (IARC,
1993; KAWASHIMA, 2004).

Os efeitos toxicos da OTA também tém sido demotstram peixes de diferentes
espécies. Shalaby (2004) utilizou concentracdek4le 0,6 mg de OTA/kg de racéo na dieta
das tilapias e os sintomas observados foram: redugd contagem de eritrOcitos, na
concentracdo de hemoglobina e no valor do hemtidemd aumento acentuado das enzimas
AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina natransferase) no sangue, que
confirmam os danos teciduais e nas células sargpliinausados pela acéo toxica desta
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micotoxina. Em outro estudo com intoxicacdo de ésgio-canal alimentados com dietas de
2 e 4 mg de OTA/kg de racdo os autores observaistirioios do crescimento dos animais,
lesGes renais e aumento da susceptibilidade ac@debacteriana, além de alteracdes nas
células sanguineas (MOUSA; KHATTAB, 2003).

2.3.3 Fumonisinas

As FBs sdo micotoxinas produzidas por fungos deegdrusarium principalmente
pelas espéciel. verticillioides e F. proliferatum, de distribuicdo mundial e comumente
encontradas em milho e produtos derivados. Es{@cies sdo capazes de crescer em uma
ampla faixa de temperatura (5°C a 40°C), senddeovaio entre 20°C e 25°C 6timo para a
producao de fumonisinas (SANTOS, 2004).

Em 1988 estas micotoxinas foram descobertas eedmgdo, ja foram identificadas
diversas substancias pertencentes a este grupim adfB a de maior importancia (VOGEL;
JIMENEZ, 2006).

Quimicamente as FBpossuem a estrutura molecular de um amino pobélco
tricarboxilado altamente polar (FARIAS; ROCHA; COST2002) e se assemelham as bases
esfingoides (esfinganina e esfingosina), substan&avolvidas no metabolismo dos
esfingolipideos que compdem as membranas celyfEigega 6).

OH, O O
H.Lﬂﬁfﬁ“xfﬂhrf’w%aﬂhﬁw’ﬁwfﬂl Iy
CHy OR CHy OH NH

R = COCH 3 CH{COOH)CH yCO0H
Fumonizina By o
1_—,:.-’r“-«ﬁ.fﬂf&ﬁ_;x;xﬁxrﬁnu,z}u

MNHz

| ;
Exfinganina
O
rtﬁﬂwwﬂ-xeﬂwmwanb#mﬁff..'lr;..t}||

NH,,

Ezfingosina

Figura 6: Estrutura quimica da R das bases esfingoides.
Fonte: GRIESSLER, ENCARNAGAO (2009).

Acredita-se que a RBpossa atuar como inibidora de uma enzima-chaventieada
ceramida sintetase que age sobre as esfinganinesyrgoras da ceramida presente no
complexo esfingolipidico. A inibicdo da biossintefeste componente gera alteragcdes nos
fatores de crescimento das células e nas interatiia® intercelular. O consequente excesso
de esfinganinas livres esta associado a efeitosthiepnefrotoxicos e pode ser observado no
soro e urina de individuos expostos a;FBendo aquelas, portanto, utilizadas como
biomarcadores (FREIRE et al., 2007; GRIESSLER; ERGACAO, 2009).

Alguns efeitos maléficos da ingestdo de alimentogaiminados com FBs ja puderam
ser observados: danos principalmente nos rins addigde animais domeésticos, edema
pulmonar e hidrotérax em suinos e leucoencefalarizalam equinos. Além disto, pertencem
ao grupo 2B da IAR@or haver indicios de sua ligacdo com o canceil@gsmf em humanos
(IARC, 1993; BOLGER et al., 2001).
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Sua importancia como agente toéxico em peixes aégeuco entendida devido a
caréncia de trabalhos publicados na area, mas salgMperimentos ja comprovaram a
toxicidade das FBs nestes animais. Alteracdes esricnento do animal e no hematdcrito e o
aumento da taxa de esfinganina / esfingosina (SAf®@eram ser observados em tilapias
com dieta adicionada de FBm diferentes concentracdes. Esses efeitos adviensimm
foram descritos em bagres, que se mostraram masvees as FBque as primeiras. Em
ambos 0s casos a intoxicacdo ndo demonstrou é&aio sugerindo que 0s peixes séo, em
geral, mais resistentes as micotoxinas que oummoraés j4 estudados (YILDIRIM et al.,
2000; TUAN et al, 2003).

2.4 Bioacumulagéo em peixes

Bioacumulacédo € um termo geral que descreve oss0s de absorcéo e retencdo de
um contaminante quimico no organismo dos animajgespode ocorrer por diversas rotas
(respiracdo, dieta, via dérmica, etc.), a partir quelquer fonte no ambiente onde tais
substancias estédo presentes. Os peixes, por exeaspimilam algumas substancias quimicas
procedentes de sua alimentacdo, ou ainda atravésgeéatdo de material presente em
suspensao nas aguas. Em muitos casos, tais suastafdo sdo metabolizadas pelo animal e
acabam se acumulando nos tecidos, nos quais su@ntatdo aumenta com o tempo
(TARDIVO, 2004; GHISELLI; JARDIM, 2007).

Devido a bioacumulacdo de AFs na musculatura deepga ter sido comprovada
(PLAKAS et al., 1991; HUSSAIN; WILSON, 1993), o mitoramento da qualidade de todo o
processo de obtencdo das racfes € de extrema amgert pois ndo se pode descartar a
repercussao da contaminacdo por micotoxinas na deethumanos (HASHIMOTO, 2003).
Assim, isto se torna ndo s6 uma preocupacao psaéige animal, mas também para a saude
das populacbes que consomem alimentos de origemabrespecialmente aqueles onde a
dieta é a base de pescado.
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3 MATERIAL E METODOS

As analises ocorreram no laboratério do Nucleo dsgRisas Micoldgicas e
Micotoxicolégicas da Universidade Federal RuralRlo de Janeiro, contando com 0 apoio
financeiro da Fundacdo de Apoio a Pesquisa Cieat#i Tecnoldgica da UFRRJ e bolsa-
auxilio da CAPES.

3.1 Amostragem

A coleta das amostras foi realizada no periodceesgtembro de 2009 e agosto de
2010, em propriedades produtoras de tilapias lomddis nas regides Centro e Sul do Estado
do Rio de Janeiro. Foram coletadas 60 amostraagies comerciais (30 amostras de cada
regido) formuladas para atender as exigénciascrandis de peixes onivoros criados em
cativeiro, especialmente para o cultivo das tildpias fases de alevinagem, crescimento ou
engorda, nos tipos: triturada (2), peletizada @2)egtrusada (56). A aquisicdo das amostras
ocorreu por conveniéncia de facilidade para obteded mesmas.

As amostras foram retiradas de embalagens cone&gl?5 Kg, armazenadas nas
propriedades. A amostragem foi feita em trés diftere pontos da embalagem: fundo, meio e
superficie, obtendo-se, em média, 1 Kg em cadatsan@presentativa.

Apds recepcao no laboratorio as amostras forarastadias, com descricdo do lote,
procedéncia, fabricante, tipo de processamentota dia coleta. Em seguida, tiveram sua
atividade de agua (Aaferida com o uso do aparelho Aquabahodelo CX-2T. Para isto
foram necessarios alguns cuidados prévios: o eap@pt foi estabilizado em ambiente
climatizado e calibrado com agua destilada. Pastaegnte, as amostras foram colocadas em
guantidade suficiente para preencher 2/3 das astilizadas para leitura e tiveram suya A
mensurada. SO entdo as amostras foram completamiguigdas, homogeneizadas e
guarteadas obtendo-se duas sub-amostras para lBesalfgrova e contra-prova), as quais
foram armazenadas a 4°C até o seu uso.

3.2 Determinacao da Micobiota Contaminante

Para a determinacdo da micobiota total utilizow-seétodo de diluigdo decimal em
placa descrito por Pitt; Hocking (1997) que comsesnh homogeneizar durante 2 minutos 10 g
de cada amostra com 90 mL de agua peptonada O&% em Erlenmeyer também estéril,
obtendo a diluicdo I A partir da solucdo obtida foram realizadas dies seriadas 1:10,
colocando 1 mL desta em 9 mL do mesmo diluentesraat as diluicdes 1) 10° e 10%
Aliguotas de 0,1 mL foram semeadas, em triplicats, meios de cultivo dicloran rosa de
bengala cloranfenicol (DRBC), agar dicloran gli¢ek®% (DG18) e meio Nash Snyder agar
(NSA), conforme demonstra a Figura 7.

Os meios utilizados foram escolhidos devido a akgioaracteristicas, tais como:
* DRBC — inibir o crescimento bacteriano sem afetar o ameseto fangico, promover o
crescimento de fungos relevantes nos alimentosins crescimento de fungos do solo.
* DG18 — estimular o crescimento de fungos xerofilicosh@palmente dos géneros
Aspergilluse Penicillium
* NSA — estimular o crescimento de fungos do gémiersarium
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Figura 7. Esquema de diluicio de amostra e contagem padr@midades formadoras de
colénias (UFC 9).

As placas foram incubadas durante 7 dias a 25° Gstnfas microbiolégicas com
temperatura controlada. Em seguida, foi realizadaomtagem em UFC g (unidades
formadoras de col6nias por grama) a partir de eadastra nas placas que continham entre
10-100 UFC @. Foram calculadas as frequiéncias de distribuiggzada género fangico e das
espécies dentro dos génehspergillus Penicilliume Fusarium

3.3 Isolamento e Identificacdo Fungica

Ao final do periodo de incubacéo, as colbniagsieergilluse Penicilliumforam sub-
cultivadas em tubos inclinados de agar extrato ditenfMEA) e novamente incubadas para
permitir seu desenvolvimento com posterior idecdiféo em nivel de espécie. As demais
colénias foram identificadas em nivel de génerasdg Samson et al. (2000) de acordo com
suas caracteristicas macro e microscopicas.

Depois de isoladas, as cepas dos fungos foranmferde identificadas. As espécies de
Aspergillusforam identificadas seguindo a chave taxondmic&ligh (2002), baseada na
semeadura em trés meios de cultivo: agar Czapettexde levedura (CYA), agar Czapek
extrato de levedura sacarose a 20% (CY20S) e Miafa Bto, utilizou-se uma suspensao de
conidios de cada cepa em agar semi-sélido, e quadoulada em picada, em trés pontos
equidistantes, nos meios de cultivo com auxilioude alca de platina. As placas foram
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incubadas por 7 dias em estufas microbiologicasdsals condicdes de temperatura: 25° C e
37° C, como pode ser observado na Figura 8.

CYA 25°C CYA 37C CY208 25°C MEA 25°C

Figura 8: Esquema utilizado para identificacdo de cepa isothAspergillusspp. nos meios
de cultivo CYA, CY20S e MEA em duas condicdes aepteratura (25°C e 37°C) por 7 dias.

A identificacdo dePenicillium spp. seguiu a chave taxonémica de Pitt (1988)e ond
foram necessarios os seguintes meios de cultivés, BAEA e G25N (agar nitrato glicerol a
25%), sendo inoculadas duas cepas por vez parantadha de identificacdo. A preparacao
da suspenséo e a inoculagédo foram feitas do mesdo atilizado paraspergillusspp. As
placas foram incubadas por 7 dias em estufas ndadégjicas sob trés condicbes de
temperatura: 5° C, 25° C e 37° C, como pode sergddo na Figura 9.

CYA MEA

CYA 1
3T : CYA 5°C

CYA MEA

Figura 9: Esquema do sistema utilizado para identificacdoddas cepas isoladas de
Penicillium spp. nos meios de cultivo MEA, CYA e G25N em téadi¢cdes de temperatura

(5°C, 25°C e 37°C) por 7 dias.
Fonte: PITT; HOCKING (1997)

3.4 Caracterizacao do Perfil Toxigeno de Espéciesoladas

O perfil toxigeno foi realizado para as cepas @e@se produtora de AF#&\( flavug e
para as cepas de espécie produtora de ONAn{ger agregados) segundo metodologia
descrita por Geisen (1996) e Bragulat; Abarca; Ge®#2001), respectivamente.
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ApoOs serem isoladas e identificadas, as cepas tlavusforam inoculadas em placas
pequenas de MEA em ponto Unico central com aug#diaama algca de platina. A incubagéo
ocorreu por 7 dias em estufa a temperatura de 289Caso das cepas Aenigeragregados,

o procedimento aconteceu da mesma maneira, porémeios utilizados foram CYA ou YES
(Yeast extract sucrose agar

Decorrido este tempo, trgdugs da colbnia foram retirados juntos com o meio de
cultivo, pesados e colocados em microtubos, ondadgsgonou 1 mL de solvente para a
extracdo da toxina (cloroformio para AFs ou metgrenia OTA). A seguir, 0 material foi
centrifugado sob 4.000 RPM durante 10 min. Uma eeatrifugado, o sobrenadante da
mistura foi transferido para outro microtubo quiesitnazenado destampado em uma bancada
e protegido contra a incidéncia de luz até que w @mteludo evaporasse naturalmente
(aproximadamente 24 horas). O microtubo foi mangtdo freezer até o extrato ser testado
qualitativamente por cromatografia em camada delg@D).

Para serem analisados por CCD, os extratos forasuspendidos com 1 mL do
solvente de extracdo especifico e entdo, aplicanoplaca de silica gel 60 de 20x20 cm com
0,2 mm de espessura previamente ativada a uma raom@e de 130°C por 60 min. Os
extratos e padrdes foram aplicados em pontos etgindés com volume de 10 pL cada. Apds
uma hora dentro do cromatotanque saturado contErsgemovel composta por solucao de
tolueno:cloroférmio:acetato de etila:acido form{@0:50:50:10), a placa foi analisada através
de um visor cromatogréfico sob luz UV @de 365 nm, para a evidenciacdo das manchas
fluorescentes que foram avaliadas e comparadasreQsdtados positivos indicaram a
capacidade das cepas produzirem certa micotoxinsadicdesn vitro.

As cepas isoladas positivas para ARBeram sua producéo quantificada por CLAE.
O extrato foi ressuspendido em 1 mL de metanataflb em filtros de nylon de 0,22 um e,
imediatamente, analisado. O cromatografo liquidoatie eficiéncia disponivel para este
experimento (Waters Associat¢sra equipado com uma bomba Watdmmodelo 510) em
sistema isocratico, injetor Rheod{yheom loop de 20 pL, detector Merk-Hitachi UV-VIS L-
4250 ajustado para comprimento de onda de 360 mtegrador Merk-Hitachi D-2500. A
coluna de separacdo foi constituida de C18 (ZomBS") de tamanho 150 x 4,6 mm e
particula de 5um de diametro. Como fase movel zatiise agua:metanol:acetonitrila
(60:20:20) com fluxo de 0,7 mL/min. O volume de=ggo foi de 2@.L. Foi obtido um tempo
de retencdo de 14 min + 1 e o limite de deteccé@atdca foi de 2 ng/g (ppb). Foi utilizado
padrdo Biopur® com pureza 99,5 + 0,5%, comercializado por RonadrsLdo Brasil Imp. e
Exp. Ltda. A toxina foi diluida em metanol e suana@entracdo foi padronizada em
espectrofotbmetro Shimadzu mod. 2001. (Shimadz®, ®goto, Japdo) segundo a AOAC
(1990). A concentracdo dos extratos positivos patapacidade toxigena foi determinada
utilizando padronizacgdo externa, onde foi calculadoeficiente de determinacdo da curva de
calibracéo.

3.5 Determinacéo de Aflatoxina B e Ocratoxina A nas amostras por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD)

A obtencéo do extrato para a determinagéo da incidéatural de AFBe de OTA
nas racbes fornecidas as tilapias seguiu de acowdo a técnica proposta por Soares;
Rodriguez-Amaya (1989). O esquema deste procedinpenle ser observado na Figura 10.

O extrato, depois de evaporado em banho-maria@ &@°ressuspendido em metanol
e armazenado no freezer em frasco cor ambar at@ideranalisado qualitativamente por
CCD.
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50g de Amostra N 270 mL de metanol N Agitar em Blender

+ 30 mL de KCI 4% por 1 minuto
N2
150 mL de Aliquota de 150 mL Filtracédo
o €« €«
clarificante
N
50 cnt de celite > Filtracdo > Aliquota de 150 mL
N
Extrato de 5 mL <« 2 partigbes < 150 mL de
(10 mL de cloroférmio) agua destilada

Figura 10: Esquema da técnica de triagem de AEEDTA nas matrizes analisadas.
Adaptado de: Soares; Rodriguez-Amaya (1989).

3.6 Deteccao e Quantificacdo de Fumonisina; Bias amostras por Técnica de Ensaio
Imunoenzimético (ELISA).

O procedimento de deteccdo e quantificacdo de fBBrealizado através dit
AgraQuan® Total Fumonisin Assaproduzido pelaRomer Lab8, que utiliza o método de
ELISA competitivo direto, cujo principio € a comigédb entre a FBdas amostras e a
presente no conjugados enzimético pela ligacdoaanticorpos contidos n0os mMicropocos.

Primeiramente os extratos foram obtidos atravésagitacdo vigorosa de 20 g de
amostra triturada em 100 mL de metanol a 70% derads minutos. Em seguida, foram
filtrados e diluidos na proporcdo 1:20 com aguatildda para, posteriormente, serem
analisados.

Dentro de cada poco de diluicao Kb foram adicionados e homogeneizados 200 pL
do conjugado enzimatico e 100 pL de padrdo ou aed3esta mistura foram transferidos
100 pL para os micropocos revestidos de anticorpp®s dez minutos, o contetdo foi
descartado e os micropocos lavados cinco vezesagua destilada. Depois de totalmente
secos foram adicionados 100 pL de substrato enzonétn cada micropoco, desenvolvendo
uma coloracdo azul de intensidade inversamenteopmigmal a presenca de FBas amostras
ou padrdes. Decorridos cinco minutos, foram pipeteldd0 pL da solucdo Stop e a coloracéo
do conteudo mudou de azul para amarelo. Assimtragseéncontravam-se prontas para serem
lidas opticamente em um leitor de micropocos cdtrofde absorbancia de 450 nm e um
filtro diferencial de 630 nm.

Utilizando os valores de absorbancia expressos gmseis padrbes fornecidos pelo
Kit foi construida uma curva dose-resposta. As denssdagbticas das amostras foram
comparadas as absorbéancias dos padrfes e osdesuitsam calculados usando a tabela
Romef® Log/ Logit que foi fornecida pelo fabricante. O iiende deteccéo diit era de 0,2
ppm e a faixa de quantificacdo de 0,25 — 5,0 ppm.
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3.7 Anélise Estatistica

Estatisticamente foi realizada a analise de vadaf&NOVA), com os dados
transformados em funcao logaritmica ko¢x + 1). Para comparacdo entre as medias de
contaminacgdo fungica nas duas localidades (CenBalelo estado do Rio de Janeiro) foi
utilizado o teste de Tukey (p-valor < 0,05), atsadé programa computacional BioEstat 5.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Atividade de Agua

A média obtida da &das amostras da Regido Centro do Estado do Riangérd foi de
0,61 + 0,041, enquanto que as amostras adquiral&egido Sul apresentaram uma média de
A, de 0,58 £ 0,060 . Ambas as médias encontraram-axaalo valor requerido para o
crescimento de fungos toxigenos. Para um bom dels&mento e producdo de toxinas, estes
microorganismos necessitam de substratos cqmacina de 0,77 (SWEENEY; DOBSON,
1998). Contudo, a contaminacao pode ter ocorr@add ao armazenamento inadequado da
racdo, em temperatura e umidade relativa do ardsec a proliferacdo de microorganismos.
Além disto, a micotoxina pode néo ser inviabilizald@ante o processamento da ragdo, assim,
nado ha garantia de que os substratos usados narprepste produto ndo estivessem
contaminados desde a colheita.

4.2 Niveis de Contaminacgao
A determinacdo da micobiota contaminante foi redl através da enumeracdo de
propagulos fungicos e expressa em unidades formadie colénia por grama de amostra

analisada (UFC, podendo ser observada na Tabela 2.

Tabela 2: Carga fGngica das amostras de racéo analisadassesp em UFCy nas regides
Centro e Sul do Estado do Rio de Janeiro.

Meios de cultivo DRBC . DG18
(UFC g% (UFC gh*
Localidades
Regido Centro 1,0x 16+ 1,3x 16 1,2x 16+ 1,5x 16
(ND a 6,0 x 16) (1,0x 16 a 7,0 x 16)
Regifo Sul 47x10+1,1x 10 3,1x10 +6,2x 16
(ND a 4,7 x 16) (ND a 2,7 x 16)

“valores de média + desvio padréimtervalo dos valores minimos e maximos
ND (ndo detectado): valor abaixo d& UFC g*
Obs. N&o houve diferenca significativa entre afesgde acordo com o teste de Tukey (p < 0,05)

A presenca de fungos em alimentos pode represefibasomente uma baixa qualidade
higiénica do produto, mas também uma qualidaddciaral inferior, além de favorecer a
acao de leveduras, bactérias e insetos (FONSECA) 20

Do total de amostras de racdo analisadas, 10% memtes de pisciculturas localizadas
na Regido Sul do Estado do Rio de Janeiro apreaemtealores de contaminacdo fungica
acima dos padrdes internacionais recomendadosapiarentacdo animal que é de 1,0 ¥ 10
UFC g' de amostra (GMP, 2008). Porém, segundo as an&isesisticas, ndo houve
diferenca significativa entre as regioes.
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Os niveis de contaminacao fungica total das anwsinalisadas foram avaliados pela
contagem de propéagulos fungicos presentes no meeicutfivo DRBC, de isolamento de
fungos em geral, e podem ser melhor observadogyneaFl 1.
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Propagulos fiingicos (UFC g-1)
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<

L 3 5 7 9 111315 17 19 21 23 25 27 29 Amostras de racdp

Figura 11: Niveis de contaminacdo fungica total das amosteasadao provenientes das
regides Centro e Sul do estado do Rio de Janarmaio de cultivo DRBC.

Mesmo que a maioria dos autores concorde que gsggamentos térmicos pelos quais
as racOes passam durante sua industrializacdo ssjpazes de destruir grande parte dos
microorganismos, algumas espécies de fungos comsegobreviver a altas temperaturas
(FAO, 2003). Este fato, aliado as deficiéncias dielarlo com o alimento desde seu plantio
até o armazenamento do produto final, permite @j@ & ocorréncia de fungos em diversos
tipos de racdes em niveis acima do toleravel.

Devido a caréncia de pesquisas de fungos e micat®Xxm racdes para peixes, algumas
comparacdes com racOes para outros animais de gérmdierdo feitas, considerando que
todos estes produtos possuem uma formulacdo baseadimentos altamente susceptiveis a
contaminacado fangica. O arroz, milho e trigo saguma$ dos ingredientes utilizados na
fabricacéo de ragcOes para diversos animais que)xsdentes substratos para o crescimento
destes microorganismos (NUNES et al., 2003; RIBE&@I., 2003; GIMENO, 2010).

4.3 Micobiota Contaminante

Foram isolados oito géneros de fungos filamentasss amostras de racdo de peixe
analisadas provenientes da Regido Centro do EstadRio de Janeiro e seis géneros da
Regido Sul, nos meios de cultivo DRBC e DG18. Cpoade ser observado na Figura 12, os
génerosCladosporium Aspergilluse Penicillium foram os mais encontrados, o que pode
implicar em maior incidéncia de micotoxinas nestlsientos uma vez que os dois ultimos
géneros sao potenciais produtores destas substancia

Fungos do génercCladosporium podem ser encontrados no ambiente (PITT,;
HOCKING, 1997) e séo facilmente disseminados pejooaque pode justificar sua alta
incidéncia nas amostras analisadas, assim @spergilluse Penicillium, considerados como
fungos de armazenamento (SANTOS, 2004). Desta foesses resultados associados a nao
deteccao de fungos do géné&usarium presentes principalmente no solo, podem reprasent
um armazenamento inadequado do produto.

23



90
B0 -
70 -
60
30 17
40 +
30
20 1 Fegiio Sul
10 + :I I 9

[:I - T T 1

B Regiio Centro

Frequeéncia de Isolamento (%o)

S o5 oo ...5"?' 0\.&‘?' N
ke \ a AL s \!
D{‘L‘J‘ p 1}. "..1\5‘ n.‘l-"' fﬂﬂ‘ "v.‘f" R

"w":' ?f._, ‘I‘ i:-;l."' m L
{:"H_Ii_\b k ?E 1“":-:I""'

O
Geéneros Fangicos

Figura 12: Frequéncia dos géneros fangicos isolados das asadrracdo provenientes das
regides Centro e Sul do Estado do Rio de Janeiro.

Os resultados deste trabalho, destacando-se anpaesde fungos dos géneros
Aspergilluse Penicillium assemelham-se com os resultados encontradosaptwsS(2006)
com amostras de racGes para camardes no estadauipAR/arenga et al. (2006) e Rosa et
al. (2006) com ragOes para aves; e Rosa et al9)2@0n racdes para suinos. Deste modo,
conforme ocorre com outras espécies de animaisadiei@io, os peixes de criatorios também
estdo expostos aos danos acarretados pela preteerigagos potencialmente toxigenos em
racoes.

Foram isoladas seis espéciesAdpergillusde ambas as regides estuda@estre elas,
houve maior incidéncia d&. nigeragregados @A. flavus potencialmente produtoras de OTA
e AFB,, respectivamente. A Figura 13 demonstra a densidathtiva das espécies de
Aspergillusisoladas das amostras analisadas, nos meios de@d@RBC e DG18.
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Figura 13: Densidade relativa das espécies do géAamergillusisoladas das amostras de
racao provenientes das regides Centro e Sul ddd&dt@Rio de Janeiro.
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A prevaléncia das espéci@snigere A. flavustambém pode ser observada em estudos
com amostras de racdes para equinos (KELLER, 2@@s (ALVARENGA et al., 2006),
suinos (GONZALEZ PEREYRA et al., 2008), entre ositro

Os resultados encontrados no presente trabalhsssenalham ainda com os descritos
por Ribeiro et al. (2009), onde foram isoladas segas espécieA. nigere A. flavusdas
amostras de racdo avicola analisadas, alénA.dgersicolore A. fumigatus,potenciais
produtoras de sterigmatocistina e gliotoxina, respamente.

Com relagcéo ao géneRenicillium, foram isoladas nos meios de cultivo DRBC e DG18
sete espécies nas amostras de racdo analisadasiprags da Regido Sul do Estado Rio de
Janeiro, dentre as quald. citrinum e P. citreonigrum capazes de produzir citrinina e
citreoviridina, respectivamente. Estas micotoxij@asveram sua toxicidade comprovada em
animais (LACEY, 1990; ROSA et al., 2010), o que @adplicar em um aumento do risco a
saude dos animais que consomem estes alimentogapd@cdo consumidora desta carne.

Na Regido Centro do Estado do Rio de Janeiro, parvez, foram isoladas somente
duas espécies do génétenicillium como pode ser observado na Figura 14.
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Figura 14: Densidade relativa das espécies do géRerucilliumisoladas das amostras de
racao provenientes das regides Centro e Sul ddddt@Rio de Janeiro.

A maior diversidade de espécies do gén@&enicillium isoladas das amostras
provenientes da Regido Sul do Estado do Rio ddardgmede ser justificada pelas diferencas
climaticas entre as duas regides estudadas. O nhnRegido Sul fluminense em grande parte
do ano apresenta-se com temperaturas altas assoéatevada pluviosidade, o que favorece
o crescimento dos fungos. Enquanto isso, a Reg#r& fluminense possui um clima com
temperaturas mais amenas comparadas a outra rpgi@mpalmente no inverno que costuma
ser mais frio e seco (CPTEC, 2010).

Assim como neste estudo, a prevalénci® deitrinumentre as espécies pertencentes ao
mesmo género também pode ser observada em oustmahtvs com analise de racdes
(OLIVEIRA et al., 2006; KELLER et al., 2008; PEREXRet al., 2009; ROSA et al., 2009).
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4.4 Perfil Toxigeno das Cepas Isoladas

Foram isoladas vinte cepas Alenigeragregados, sendo que todas foram negativas para
o teste de capacidade produtora de OTA. Segundusdialliteratura, o percentual de cepas
de A. niger agregados isolados capazes de produzir OTA é astanavel (ACCENSI,;
ABARCA; CABANES, 2004). Contudo, em outros estu@ns que também foram isoladas
cepas deA. carbonariuse A. ochraceusos resultados indicam uma menor capacidade das
cepas deéA. nigeragregados produzirem OTA em comparagdo com as dagasutras duas
espécies (ABARCA et al., 2003; TANIWAKI et al., ZAURBANO et al., 2001).

Quanto as dezenove cepasAddlavusisoladas e submetidas ao teste de capacidade de
producao de AFs, trés (16%) foram positivas parB,Adtravées de CCD.

Depois de passar por CCD, as cepas positivas fquamtificadas por CLAE. Para isto,
foi obtida a curva de calibracdo dos padrdes, goesantou um coeficiente de determinacéo
R?= 0.9998, como pode ser visto na Figura 15.
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Figura 15: Coeficiente de determinacdo obtido com a curvaaléracédo dos padrbes de
AFB;.

# Padrdes

Linear (Padrdes)

As cepas analisadas apresentaram uma alta capagidatiitora de AFBem condicdes
in vitro, com concentra¢gBes de 4,55 pg/g, 321 ug/g e 3B degmicélio. Estes resultados
podem indicar uma maior chance de incidéncia nlati¢sta micotoxina nas racfdes analisadas
e em quantidades elevadas, podendo aumentar a descocorréncia de micotoxicoses
primaria e secundaria.

4.5 Analises Micotoxicoldgicas das amostras de raga
4.5.1 Aflatoxina B

No presente trabalho, 33 amostras de racdo atadisgp5%) apresentaram niveis
detectaveis de ARBatravés de CCD. Este resultado demonstrou umaéneip de AFB
acima da encontrada por Hashimoto et al. (2003yagties utilizadas em pisciculturas na
regido de Londrina, no Parana, que foi de 28,5%mdestras contaminadas por AFs totais,
sendo a AFBencontrada em maior frequéncia e concentragao.
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Em outro estudo com racbes comerciais para peiassregioes Norte e Oeste do
estado do Parana, Buck (2005) detectou contamina@déFs totais em 17% das amostras
analisadas.

A presenca de AFs em amostras de ragdes utilizaglapisciculturas pode indicar
gue, mesmo havendo a aplicacdo de diversas manerasntrole de micotoxinas tanto nos
ingredientes quanto no produto final, como o usdudegicidas, adsorventes e boas préticas
de colheita e fabricacdo, um constante monitoramndat qualidade destes produtos se faz
necessario.

4.5.2 Ocratoxina A

As andlises por CCD demonstraram que 2 amostrasagho analisadas (3,3%)
provenientes da Regido Centro do Estado do Riadeird foram positivas para a presenca
de OTA, sendo que ambas ainda apresentarameAFB,. Este resultado se assemelha ao
encontrado por Buck (2005), aonde 4% das amostasacfio analisadas apresentaram
somente OTA e mais 4% apresentaram AFs e OTA asiaxi

Ainda que em baixa ocorréncia, a presen¢ca de neaignta micotoxina em uma
mesma amostra de racao tem sua importancia, umgueeestas substancias podem ter seus
efeitos potencializados por atuacao sinérgica dgivad

4.5.3 Fumonisinas

Os resultados obtidos demonstraram que 59 amalgreacdo analisadas (98%) foram
positivas para a presenca de;FBstes achados contrastam com a néo deteccanglesfdo
géneroFusarium responsaveis pela producéo deste grupo de minagxX¥Porém, o fato pode
ter ocorrido porque o tratamento térmico dado @dem comerciais pode chegar a 140° C
(AMARAL, 2002), enquanto que a remocao de FBs rioeeatos se da em temperaturas
acima de 150° C (WHO, 2001). A sobrevivéncia destggoorganismos, contudo, fica
praticamente inviavel, uma vez que a faixa de teaipe ideal para seu crescimento
encontra-se muito abaixo da alcancada durantecegsamento da racao.

O coeficiente de determinacédo obtido kib ELISA utilizado foi R= 0,97 e as
concentracdes de kBas amostras variaram desde ndo detectavel qug/84 A frequéncia
encontrada neste estudo ficou acima da descritaHpshimoto et al. (2003), aonde 55%
foram positivas para a mesma micotoxina. Assim cam@resente estudo, a outra pesquisa
também descreveu a co-ocorréncia de AEB-B. Na Tabela 3 encontram-se descritos 0s
resultados obtidos das analises de.FB

Tabela 3:Valores de FBobtidos das amostras analisadas.

Analise de Fumonisina;Bhas amostras

Numero de amostras positivas 59

Valor minimo detectado 0,30 pa/g
Valor maximo detectado 4,94 pnalg
Média de contaminacao 2,60 pg/g
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N&o existem regulamentos no Brasil indicando osisimaximos de FBpermitidas em
alimentos para animais, mas os resultados obtidete rirabalho indicam que as amostras
analisadas encontravam-se dentro do limite de 1§ pegomendado pelguropean Food
Safety Authorit{EFSA, 2006).

A Tabela 4 demonstra o resumo dos resultados da@#ses micotoxicoldgicas das
amostras de ragdo fornecidas na dieta de tilapiasriatorios localizados nas regides Centro
e Sul do Estado do Rio de Janeiro, contendo o ralgeramostras contaminadas por cada
micotoxina encontrada e o niumero de cepas dasiespéoladas relacionadas a producgéo
destas substancias.

Tabela 4:Relacao entre as espécies isoladas das amost@s®eaca de micotoxinas nestas,
nas Regides Centro e Sul do Estado do Rio de daneir

Localidade Micotoxinas N° amostras  Espécies relacionadas Cepas isoladas

Regido Centro Aflatoxina B, 15/30 A. flavus 8
Fumonisina B 29/30 - -
Ocratoxina A 2/30 A. nigeragregados 8

Regido Sul Aflatoxina B, 18/30 A. flavus 9
Fumonisina B 30/30 - -
Ocratoxina A 0/30 A. nigeragregados 12
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5 CONCLUSOES

A média de atividade de agua das amostras encesgroglativamente baixa para um
bom desenvolvimento de fungos toxigenos segundoesddd literatura, mas nao
impediu o crescimento destes e a producéo de mice®m

A média de contaminacgédo fungica das amostras de fagnecidas na dieta de tilpias
em criatorios do E do Estado do Rio de Janeirodést® Rio de Janeiro encontrou-se
dentro dos padrdes internacionais recomendadosodmaximo, 1,0 x TOUFC g
Contudo, a Regido Sul apresentou 10% de suas awesima do limite preconizado,
0 que destaca a necessidade de maior controleatidayle destes produtos.

Fungos dos génerdsspergilluse Penicillium foram isolados em mais da metade das
amostras analisadas, o que pode indicar maioresetae incidéncia de micotoxinas,
deterioracéo do alimento e reducéo de seu valoicimurtal.

A alta incidéncia de fungos dos géneAspergilluse Penicillium, associada a nao
deteccdo de fungos do géndfasarium indicam que estes alimentos podem ter
passado por um processamento industrial eficipot&m seu armazenamento ocorreu
de forma inadequada.

Apesar de nao terem sido isolados fungos do géRasarium nas amostras, a
presenca de FRBfoi detectada em 98% delas. Isto pode indicar gueatamento
térmico dado ao alimento industrializado ndo € rzaga inativar as micotoxinas
previamente produzidas.

A deteccdo de AFB em 33 amostras analisadas (55%), sendo 2 destas co
contaminagéo simultanea de A8 OTA, e a presenca de £8m 98% das amostras
ressaltam a necessidade do desenvolvimento de pesggsisas na area para melhor
avaliar o risco a saude dos peixes de criatoricgias implicacdes a saude dos
consumidores desta carne.
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