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RESUMO

GARCIA, Rosemeri da Silva. Micobiota toxigena e aflatoxinas nos componentes dos alimentos
destinados a alimenta¢do de caprinos no Estado do Rio de Janeiro. 2006. 39p Dissertacio
(Mestrado em Microbiologia Veterindria). Instituto de Veterinaria, Programa de Pés-Graduagdo
em Microbiologia Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RIJ,
2006.

O crescimento fungico € a principal causa de diminui¢do da qualidade dos alimentos pela
deteriora e pela produgdo de suas micotoxinas, causando efeitos adversos sobre a saide humana e
animal. A presenca de micotoxinas nas ragdes, em especial as aflatoxinas, representa grande
preocupacdo por seus efeitos adversos sobre o metabolismo do animal. A cevada residuo do
processo de malteacdo (CR) tém sido utilizada como alternativa importante para a producdo
animal devido a seus altos niveis protéicos, fibras e baixo custo. A microbiota micotoxigena que
se desenvolve nestes alimentos influi na qualidade sanitiria dos mesmos, além de causar
empobrecimento energético dos graos. Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Alternaria € sdo 0s
principais géneros produtores de micotoxinas. A caprinocultura tem apresentado um acentuado
crescimento nos ultimos anos em nosso pais, principalmente na regiao serrana do Estado do Rio
de Janeiro. Visto a escassez de dados na literatura e a importancia em Saude Publica destes
metabdlitos no leite, os objetivos deste trabalho foram: 1) identificar a biota flingica associada
aos componentes dos alimentos de caprinos leiteiros, 2) determinar a ocorréncia de aflatoxinas. A
determinacdo da micobiota das amostras coletadas nos diferentes periodos de amostragem,
provenientes de quatro capris no Estado do Rio de Janeiro, foi realizada de acordo com Dalcero
et al. (1997). A deteccdo das aflatoxinas se realizou de acordo com o método de “Enzyme Linked
Immunosorbent Assay” (ELISA) utilizando-se kits de teste BEACON (Beacon Analytical
Systems Inc., USA). Os géneros Penicillium e Aspergillus foram os mais freqiientes. Outros
géneros isolados em menor freqiiéncia foram Cladosporium spp., Alternaria spp., Fusarium spp.
e Moniliella spp. As amostras de CR apresentaram as maiores contagens fungicas, superando os
limites tolerados, o que indica uma baixa qualidade higiénica deste substrato. Penicillium
citrinum foi a espécie toxigena mais freqiiente neste género e para o género Aspergillus, o A.
wentii foi isolado com maior freqii€ncia. Fusarium verticillioides foi a tinica espécie toxigena do
género isolada a partir destes alimentos. O cultivo em agar coco evidenciou a presenca de cepas
citrininbgenas, ochratoxigenas e aflatoxigenas. As andlises por ELISA em placas revelaram
contaminacdo por aflatoxinas em 81,3 % dos concentrados e em 66,7 % das CR, com médias de
2,37 ng.g' e 8,72 ng.g’, respectivamente, estando portanto abaixo dos limites estabelecidos
(<50,0 ng.g'l). Uma boa correlagdo foi obtida para o kit, r= 0,9988. No caso particular de cabras,
a contaminagcdo dos alimentos com aflatoxinas representa um risco quando se considera a
possibilidade de bioconversdo da aflatoxina B1 em aflatoxina M1 que € secretada com o leite.
Risco este agravado quando se avalia a possibilidade deste leite contaminado ser utilizado para a
fabricacdo de queijos, quando ocorrerd a concentragdo da aflatoxina M1 no produto final. Este
trabalho apresenta dados interessantes para veterinarios dedicados a producao animal. Este estudo
contribui para o conhecimento da contaminagdo flingica e suas micotoxinas nos componentes 0s
alimentos destinadas a alimentacdo de caprinos leiteiros.

Palavras-chave: Caprinos leiteiros, Aflatoxinas, ELISA.



ABSTRACT

GARCIA, Rosemeri da Silva. Toxigenic mycobiota and aflatoxins detection in compounds of
dairy goats feeds from Rio de Janeiro State. 2006. 39p Dissertation (Magister Scientiae in
Veterinary Microbiology). Instituto de Veterindria, Programa de Poés-Graduacio em
Microbiologia Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2006.

Fungal growth is the main cause of reduction food quality causing deterioration and producing
mycotoxins that will have detrimental effects on human and animal health. The presence of
mycotoxins in feeds, especially aflatoxins, represents an important concern because they can
have adverse effects on animal metabolism. Barley’s residue of the malting process (CR) has
been used as alternative food for animal production because its high protein levels, fibers and
cheep coasts. The mycotoxigenic flora that can grow in these foods and feeds change its sanitary
quality and can lead to nutrient losses. Aspergillus, Penicillium, Fusarium and Alternaria are the
most frequent genera producing mycotoxins. The goat breeding on our country is showing an
excellent growth in the last few years, especially in mountaineer region of Rio de Janeiro State.
Because of the few data throughout the world and the Public Health importance of this subject,
the aims of this study were: 1) to identify the mycobiota in foods compounds for dairy goats, 2)
to determine natural occurrence of aflatoxins. Mycoflora determination of the samples collected
in four caprine centers, at different periods, was determined according to Dalcero et al. (1997).
Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) commercial kits (Beacon Analytical Systems
Inc, Portland, USA) were used for aflatoxins detection. Penicillium and Aspergillus were the
most frequent genera. Others genera were isolated in smaller frequency as Cladosporium spp.,
Alternaria spp., Fusarium spp. and Moniliella spp. The CR samples had the highest average of
total counts for filamentous fungi bigger than the established limit to ensure the feed quality.
Penicillium citrinum was the toxigenic specie most frequent in this genus e for Aspergillus genus,
the A. wentii was the most frequent. Fusarium verticillioides was the only toxigenic specie
isolated from these foods. The incubation in coconut agar showed the presence of citrininogenic,
ochratoxigenic e aflatoxigenic molds. Feeds and CR had 81.3% and 66.7% incidence of
aflatoxins and 2.37 ng.g'1 and 8.72 ng.g”' aflatoxin average concentrations, respectively. These
results are smaller than the established limit (<50.0 ng.g™"). A good correlation was obtained (r=
0.9988). In the particular case of goats, the contamination of foods with aflatoxins represents a
risk because there is the possibility of conversion aflatoxin B1 in aflatoxin M1 which can be
secreted by the milk. This risk gets great importance if you use the contaminated milk in cheese
manufacture process because the toxin will get concentrated in final product. The few studies
available on fungal contamination and the presence of aflatoxins in materials used as goat feed
ingredients enhance the contribution of this study. The work brings useful data for veterinaries
dedicate in animal and public health.

Key words: Dairy goats, Aflatoxins, ELISA.
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1 INTRODUCAO

O Brasil, com cerca de 12,2 milhdes de cabecas de caprinos, possui o 9° maior rebanho
mundial. Entretanto, contribui com apenas 1% da producdo mundial de leite de cabra (FAO,
1996). A caprinocultura tem apresentado um acentuado crescimento nos ultimos anos em nosso
pais, principalmente na regido serrana do Estado do Rio de Janeiro, hoje considerada Bacia
leiteira do Estado. Este crescimento tem sido proporcionado tanto pelo aumento efetivo do
rebanho, bem como pelo nimero de novas propriedades envolvidas nessa atividade agropastoril.
Verifica-se um aumento expressivo na demanda por carne caprina, leite e derivados, resultando
no elevado valor de comercializa¢dao do produto acabado.

A caprinocultura representa hoje, em nosso Pais, uma atividade cuja participagcdo socio-
econdmica tem sido crescente e que tem se firmado, cada vez mais, como alternativa de
viabilizagdo para pequenas e médias propriedades rurais. Este fato, aliado as caracteristicas da
espécie (docilidade, porte pequeno e relativa rusticidade), tem permitido a sua exploracdo
utilizando a mao-de-obra familiar e instala¢cdes simples e de baixo custo.

Dessa maneira, a atividade se apresenta como uma alternativa a ser considerada na
politica de viabiliza¢do s6cio-econdmica incrementando a renda per capita e melhorando o nivel
nutricional da familia de pequenos produtores, pela disponibiliza¢do da proteina animal.

Junto a todo esse crescimento, torna-se necessario que os profissionais envolvidos com a
caprinocultura incorporem, cada vez mais, tecnologias buscando avangos nas dreas de genética,
nutricdo, sanidade e manejo, os quais possibilitardo a instalacio de uma industria altamente
eficiente e competitiva no pais, buscando melhorias na sanidade dos animais envolvidos, o
aumento da produtividade do nosso rebanho e assegurando a qualidade dos produtos caprinos aos
consumidores.

Com todo esse aumento tanto no tamanho do rebanho, como em nimero de propriedades,
tem-se buscado melhorias desde o melhoramento genético até o produto acabado para que
nenhum fator afete negativamente a producdo, determinando prejuizos aos produtores. Neste
contexto, deve-se ressaltar a importancia dos contaminantes naturais de ragdes como as
micotoxinas.

As micotoxinas sdo produtos téxicos do metabolismo secundario de fungos que podem
contaminar os graos de cereais no campo, durante a colheita, no transporte e, principalmente,
durante o armazenamento. Algumas condi¢des climdticas contribuem para o crescimento fiingico
e a producdo de micotoxinas, tais como: atividade de dgua (Aa), umidade relativa (UR) e
temperatura (T°C).

Os principais fungos produtores de micotoxinas estdo compreendidos entre as espécies
pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Alternaria. Géneros estes que
retinem espécies cuja maioria estd amplamente disseminada na natureza utilizando variados tipos
de substratos.

A contaminagdo € um processo aditivo, pode iniciar-se, por exemplo, com a presenca de
espécies de Fusarium a campo e desenvolver-se durante as operacdes de colheita e secagem.
Toxinas adicionais podem ser produzidas no armazenamento devido a acao de fungos tipicos de
silos, principalmente as espécies de Penicillium e Aspergillus. Ressalta-se ainda o fato de que as
micotoxinas, geralmente, apresentarem grande estabilidade quimica, o que permite a sua
persisténcia no alimento, mesmo apds a remocdo dos fungos pelos processos usuais de
industrializacdo e embalagem. Outro aspecto importante relacionado a acdo dos fungos toxigenos
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€ o impacto sobre o valor nutricional das matérias primas utilizadas na elabora¢do de ragdes
causando empobrecimento energético dos graos.

A contaminac¢do de ragdes para caprinos no Estado do Rio de Janeiro ainda nao foi bem
estudada, fato comprovado pelos pouquissimos dados encontrados na revisao bibliogréfica. Isto
se justifica em funcdo de que a caprinocultura, embora em constante crescimento, ainda seja um
ramo de atividade agropecudria muito recente no Brasil.

As enfermidades causadas pelas micotoxinas sdo denominadas micotoxicoses, as quais
sdo caracterizadas por sindromes difusas, com lesdes em Orgdos vitais como figado e rins,
levando a menor produtividade, maior incidéncia de doengas devido a imunossupressio e
interferéncias com a capacidade reprodutiva.

No Brasil, devido as condicdes climdticas favordveis, diversas micotoxinas tém sido
identificadas em alimentos destinados ao consumo humano e animal. Contudo, deve-se destacar a
importancia das aflatoxinas, fumonisinas e zearalenona, ndo apenas pela ocorréncia freqiiente,
mas também pelo elevado potencial téxico para os animais.

A contaminagdo das ragdes para caprinos € o processo cronico de intoxicagdo ainda nao
foram devidamente caracterizados, assim como a resisténcia dos caprinos as micotoxinas.
Conseqilientemente, os niveis de metabdlitos toxicos que potencialmente possam ocorrer no leite,
carnes, visceras e derivados oriundos destes animais devem ser considerados.

Atualmente, a preocupacdo da comunidade cientifica ndo € a contaminac¢do por altos
niveis de micotoxinas de ocorréncia rara e esporddica, mas a ocorréncia destes produtos téxicos
em pequenas quantidades em produtos vegetais basicos e seus subprodutos industrializados. A
ingestdao didria e constante de pequenas quantidades destes compostos, sem divida, possui um
papel importante na inducdo e modulagdo de patologias no homem e nos animais.

A presenca de micotoxinas nas vdrias etapas que envolvem a produgdo caprina configura-
se como um grande desafio para a atividade atualmente. Apesar do avango tecnoldgico em que se
encontra o segmento brasileiro hoje, alguns fatores continuam sem grandes alteragdes, como, por
exemplo, a freqiiéncia e a intensidade da presenga de micotoxinas nos alimentos destinados aos
caprinos.

Os ndmeros sdo expressivos e comprovados pela propria FAO, entidade de alimentacdo e
agricultura ligada as Nagdes Unidas: nada menos que 25 % dos graos do mundo estdo
contaminados com micotoxinas, € estes constituem a base das formulacdes de racdes animais.
Conhecer os fungos toxigenos, as micotoxinas produzidas e seus efeitos t6xicos tornaram-se
indispensaveis aos médicos veterindrios e a todos os profissionais voltados para a preservagdo da
satide animal e humana.

O municipio de Teresopolis, localizado na regido serrana do Estado do Rio de Janeiro é
considerado hoje, um dos pdlos mais importantes da caprinocultura comercial fluminense.

Tendo em vista a relevancia do municipio para a economia do Estado do Rio de Janeiro,
os objetivos deste trabalho foram:

a) [Estabelecer a freqliéncia e a prevaléncia da micobiota toxigena
contaminante nos componentes dos alimentos destinados a caprinos de leite.

b) Detectar a presenca de aflatoxinas.

c) Determinar o perfil toxicogénico das cepas potencialmente toxigenas
isoladas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Fungos

Os fungos sdo microrganismos ubiquos presentes tanto em climas tropicais quanto
temperados. Entretanto, a maior biodiversidade de fungos ocorre em climas tropicais, portanto,
nessas condi¢des deve haver um maior cuidado com a contaminag@o e o crescimento de espécies
toxigenas em produtos agricolas, devido ao maior risco de producao de micotoxinas (Almeida et
al., 2000). O Brasil, com seu clima predominantemente tropical propicia condi¢gdes ideais para a
proliferag¢do de fungos potencialmente toxigenos (Sabino et al., 1988).

Aspergillus spp. e seus teleomorfos Emericella e Eurotium sao usualmente relatados como
contaminantes, com uma alta taxa em substratos organicos, especialmente em graos estocados e
racoes (Kozakiewicz, 1989). Os principais fatores que favorecem o desenvolvimento de fungos
durante o armazenamento sdo a umidade, atividade de &4gua, temperatura, periodo de
armazenamento, nivel de contaminagdo, matérias estranhas, insetos, nivel de oxigénio, condi¢oes
fisicas da semente ou do grio e condi¢des sanitdrias da semente, do grao ou das racdes (Dionello
et al., 2000; Bueno et al., 2004).

O género Aspergillus spp. distingue-se morfologicamente pela presenca de uma estrutura
denominada aspergilo derivada de aspergillum. Esta € composta por estipede ndo septadas e
vesiculas terminais, a qual pode dar origem a métulas e fidlides que formam os conidios. A
maioria das espécies deste género fungico cresce entre 15-30 °C, com uma temperatura 6tima
entre 20-25 °C, Entretanto, algumas espécies podem crescer em temperaturas mais elevadas (>35
°C). Observa-se que condi¢des 6timas para o crescimento fiingico podem ndo ser as mesmas para
a produc¢do de seus metabdlitos secunddrios (Raper & Fennell, 1965).

O género Aspergillus é considerado como sendo um dos principais produtores de toxinas,
possui grande potencial degradador e muitas espécies possuem o carater saprofita. Podem crescer
e produzir toxinas em substratos com baixa atividade de dgua (xerofilicos), além de reduzirem a
qualidade nutritiva dos graos e, consequentemente, o seu valor de mercado, representando um
perigo potencial aos consumidores (Dionello et al., 2000).

Os fungos do género Fusarium sdo comumente encontrados no solo, capazes de
contaminar graos, que podem ser usados em ragdes destinadas a nutricdo de animais de producao.
Esse género fungico apresenta distribuicdo mundial e muitas espécies sdo consideradas
importantes patégenos vegetais. Os fungos filamentosos produzem uma imensa diversidade de
metabodlitos secunddrios, como pigmentos, antibidticos, fitotoxinas, além das micotoxinas.
Embora existam dezenas de espécies de Fusarium, apenas um nuimero limitado € responsavel
pela maior parte da contaminagdo de produtos agricolas e alimentos por micotoxinas. Sabe-se que
cepas de Fusarium moniliforme sdo capazes de produzir vdrias micotoxinas na natureza, tais
como a moniliformina, fumonisinas, dcido fusdrico, fusariocinas e zearalenona (Henry et al.,
2000).

Quando produzidos em associagdo com os alimentos, racdo animal e forragens, os
metabolitos toxicos podem ser ingeridos pelo homem e pelos animais, provocando as
micotoxicoses (Moss, 1991).
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2.2 Micobiota Toxigena em Produtos Vegetais e Ra¢coes Comerciais

Diversos trabalhos sobre a contaminacdo de alimentos e ragdes por fungos toxigenos
foram publicados no Brasil nos dltimos anos. Aspergillus flavus foi isolado em 86,6 % de 90
amostras de milho provenientes de diversas regides do pais (Asevedo et al., 1994). Estudos
realizados por Pozzi et al. (1995) em 130 amostras de milho recém-colhido e milho armazenado
em Sao Paulo provenientes da colheita de 1991, demonstraram que Fusarium spp. foi o género
fingico dominante (84 %), seguido de Penicillium spp. (55 %) e Aspergillus spp. (41 %)

Outro estudo em 150 amostras de milho recém-colhido de véarias regides do Parand
demonstrou que a ocorréncia natural de representantes dos géneros Fusarium e Penicillium foi de
98,7 a 100 %, enquanto a ocorréncia natural de espécies de Aspergillus foi de 2,7 a 27,7 % nas
regides norte e centro-oeste do Estado, respectivamente. As amostras provenientes do centro-sul
do Estado demonstraram a prevaléncia de espécies de Fusarium spp. (23,5 a 82,5 % de espigas
infectadas) e de Penicillium spp. (15 a 89 % de espigas infectadas), segundo Ono (1999).

Rosa (2002) estudou a micobiota toxigena de produtos vegetais e ragdes destinadas a
alimentacdo de frangos de corte em quatro fabricas de racdo do Estado do Rio de Janeiro e
observou que o género Aspergillus spp. foi prevalente (40,6 %), seguido de Penicillium spp. (39,8
%) e Fusarium spp. (14,7 %), dentre outros.

Dalcero et al. (1997,1998) e Magnoli et al. (1998) pesquisaram a micobiota em ragdes
para frangos de corte na Argentina durante o periodo de 1995 a 1997. As espécies de maior
prevaléncia foram as pertencentes ao género Penicillium spp. em 98 % das amostras, seguida de
Fusarium spp. com 87 % e Aspergillus spp. em 52 %. Dentre as espécies do género Aspergillus,
as mais freqiientemente isoladas foram: A. flavus (32 %) e A. parasiticus (30 %), Eurotium
repens (17 %), A. candidus (15 %), A. tamarii (11,5 %), A. terreus (12 %), A. fumigatus (9,5 %),
A. niger (5,5 %), A. parvulus (1 %) e A. oryzae (0,5 %).

Bauduret (1990) encontrou grande contaminagdo por fungos filamentosos em amostras de
racdo para frangos de corte na Islandia, constituida por: Aspergillus flavus (95 %), A. glaucus (91
%), A. candidus (72 %), A. niger (64 %), A. restrictus (40 %), A. fumigatus (36 %), A. terreus (36
%), A. wentii (22 %), A. versicolor (21 %) e A. ochraceus (9 %).

Fungos aflatoxigenos isolados de racdo para aves na India apresentaram uma alta
incidéncia com niveis variando de 76 % e 86 % para as espécies de A. flavus e A. parasiticus,
respectivamente. Em outro estudo com fungos toxigenos em ragdes para frangos de corte
Benkerroum & Tantaoui-Elaraki (2001) no Marrocos, observaram a prevaléncia de fungos em
amostras de ragdo inicial, milho, cevada, trigo, farinha de peixe, soja e girassol. Identificaram 196
isolados fungicos distribuidos em 10 géneros, isto €, Penicillium spp.(35,7 %), Aspergillus spp.
(20,4 %) Fusarium spp. (10,2 %), Alternaria spp. (6,1 %), Mucor spp. (18,9 %) e outros géneros
(8,7 %). As seis espécies de Aspergillus detectadas foram A. niger (14/40), A. flavus (10/40), A.
candidus (5/40), A. ochraceus (4/40), A. versicolor (4/40) e A. ornatus (3/40).

Nao se tem dado muita atenc¢do a constitui¢do da microbiota de matérias primas e ragoes
destinadas ao consumo de bovinos, ovinos e caprinos, principalmente no que se refere a
micobiota toxigena. Abdel-Fattah et al. (1982) estudaram a micobiota de racdes para animais
com especial referéncia aos aflatoxigenos e detectaram predominadncia de espécies de
Aspergillus (A. niger e A. flavus) seguidos de Penicillium sp., Alternaria sp. e fungos da ordem
Mucorales nas amostras destinadas a bovinos. Abramsom et al. (1980) verificaram que houve
predominancia dos géneros Penicillium e Aspergillus quando analisaram 51 amostras de
alimentos destinados a bovinocultura.
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Em 288 amostras de racdes para bovinos, Sanchis et al. (1986) estabeleceram 100% de
contaminag¢do fungica, sendo o A. flavus encontrado com maior freqiiéncia (54,5%). Dutton &
Kinsey (1995) estabeleceram uma predominancia da contaminagdo por espécies do género
Fusarium (70%) em ragdes para bovinos na Africa do Sul.

Oliveira et al. (2001) estudaram a micobiota de 75 amostras de milho ensilado para o
consumo animal em Maringd, Santa Catarina. Estes autores encontraram uma micobiota
constituida por Aspergillus (25,5%), onde predominaram as espécies A. flavus e A. fumigatus;
Penicillium (21,3%), onde as espécies mais freqiientes foram P. oxalicum e P. citrinum. Espécies
de fungos de deteriora foram isoladas com menor freqiiéncia e foram pertencentes aos géneros
Cladosporium (9,3%); Neurospora (5,3%); Chaetomium (4%) e outros (34,6%).

Rosa (2002) observou que em amostras de produtos que apresentaram baixa atividade de
adgua (Aa), isto €, radicula de cevada, polpa citrica e racdo, prevaleceram os xerofilicos. Os
valores médios de ufc.g”' para os produtos vegetais e racdes encontrados foram elevados em
DRBC em fun¢do do ndmero de leveduras isoladas. As espécies filingicas predominantes
variaram de acordo com o tipo de matéria prima analisada. Assim, em amostras de milho
observaram-se os seguintes géneros: Aspergillus (62,4%). Fusarium (60,2%), Penicillium
(43,8%), Cladosporium (12,5%), Eurotium (10%), Mucor sp (6%), Alternaria (2%), Rhizopus
(1%). Dentre as espécies de Aspergillus isoladas observaram-se as seguintes freqii€ncias: A.
flavus 23/68 (33,8%), A. niger 12/68 (17,6%), A. ochraceus 10/68 (14,7%), A. terreus 8/68 (11,8
%), A. versicolor 8/68 (11,8 %), A. niveus 5/68 (7,4 %) e A. fumigatus 3/68 (4,4%). O género
Penicillium esteve representado pelas seguintes espécies: P. citrinum 11/48 (21,9 %), P.
decumbens 8/48 (16,7 %); P. purpurogenum 6/48 (12,5%), P. variable 5/48 (10,4%), P. glabrum
5/48 (10,4 %); P. janczewskii 4/48 (8,3%); P. verrucosum 4/48 (8,3 %); P. funiculosum 2/48
(4,2%); P. janthinelum 2/48 (4,2 %), P. lividum 1/48 (2,1%) e P. fellutanum 1/48 (2,1%). As
amostras de produtos de bagaco de cevada apresentaram predominancia de leveduras (100%),
entretanto os fungos filamentosos estiveram presentes em 68% das amostras e foram distribuidos
nas seguintes freqiiéncias de contaminacdo: Penicillium (59,3%), Fusarium (52%), Aspergillus
(1%), Cladosporium (25,4%), Mucor (24%), Absidia (8%), Alternaria (3%) e Curvularia (2%).
As espécies de Aspergillus isoladas foram: A. niger 8/22 (36,4%), A. terreus 5/22 (22,7%), A.
ochraceus 5/22 (22,7%), A. flavus 3/22 (13,6 %), A. carbonarius 1/22 (4,5%). As espécies de
Penicillium isoladas foram: P. citrinum 8/37 (21,6%), P. verrucosum 5/37 (15,5%), P. rugulosum
4/37(10,8%), P. funiculosum 4/37 (10,8%); P. viridicatum 4/37 (10,8%); P. janthinelum 4/37
(10,8 %), P. lividum 3/37 (8,1%), P. islandicum 3/37 (8,1%), P. fellutanum 1/37 (2,7%) e P.
brevicompactum 1/37 (2,7%).

Rosa et al. (2006) estudaram a micobiota e producdo de ochratoxina A (OTA) em 96
amostras de racdes para frangos de corte e observaram prevaléncia de Aspergillus flavus e
Penicillium citrinum. Houve alta incidéncia (46%) de fungos produtores de OTA, assim como
encontraram elevados niveis desta toxina, capazes de provocar surtos em animais.

Keller et al. (2005) ao analisarem amostras de racdes para eqilinos observaram que o
género Aspergillus foi o mais freqiiente neste substrato, tendo o Aspergillus flavus como espécie
mais prevalente. Assim como encontraram amplo intervalo nos niveis de contaminac¢do por
aflatoxinas, desde 0,01 até 99,4 ppb.

Nao foram encontrados trabalhos na literatura revisada sobre o isolamento, identificacio e
caracterizacdo toxigena de fungos em alimentos vegetais e ragdes destinados a alimentacdo de
caprinos.
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2.3 Micotoxinas

Micotoxinas sdo compostos organicos de baixo peso molecular, produzidos como
metabdlitos secunddrios toxicos por vdrias espécies de diferentes géneros flngicos, com
estruturas quimicas variadas e que ocorrem em uma variedade de substratos, incluindo produtos
agricolas.

A formagdo do metabdlito secundario estd sujeito ao controle fisiologico geral que
responde a fatores ambientais. H4 muitas evidéncias que o metabolismo secundério tem menor
prioridade que o crescimento na hierarquia da regulacdo. Quando um meio de cultura € rico, com
nutrientes balanceados, microorganismos tipo selvagem nao realizam o metabolismo secundério
ou seu potencial € reduzido (Vining, 1990).

As principais classes de micotoxinas incluem as aflatoxinas, os tricotecenos, as
fumonisinas, a zearalenona, as ocratoxinas e os al
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2.4 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo produzidas por fungos do género Aspergillus, espécies A. flavus, A.
nomius € A. parasiticus, descobertas em 1960, apds provocarem surto toxico em perus na
Inglaterra (Turkey-X-disease). Neste surto, milhares de aves morreram apds consumirem racao
tendo como um dos seus constituintes a torta de amendoim, proveniente do Brasil. (Leeson et al.,
1995).

Sdo conhecidos, atualmente, 18 compostos similares designados pelo termo aflatoxina,
porém, os principais tipos de interesse médico-sanitario sdo identificados como B, B,, G| e Go.
As aflatoxinas, no entanto, apresentam diferentes graus de atividade bioldgica: a aflatoxina B,
(AFB)), além de ser a mais freqiientemente encontrada em substratos vegetais, é a que apresenta
maior poder toxigénico, sendo considerada como carcinégeno humano tipo 1 (IARC, 1993),
seguida de Gy, B, e G; (Leeson et al., 1995).

2.4.1 Caracteristicas fisicas e quimicas das aflatoxinas

A estrutura quimica das aflatoxinas € muito semelhante, dado que sdo compostos
quimicos simples e de baixo peso molecular, sendo que todas apresentam um nucleo central
cumarinico ligado a uma estrutura bi-furanéide, conforme se observa na Figura 1. As aflatoxinas
B apresentam um anel ciclopentona na molécula, enquanto que as da série G apresentam anel
lactona (Hussein & Brasel, 2001).

o o
o o | |
| | o
o
OCH3
[} [}
) o OCH;
Aflatoxina B,
Aflatoxina By
o o o o
Il Il
o | o
[} o OCH3
Aflatoxina G, Aflatoxina G,

Figura 1 - Estrutura quimica das principais aflatoxinas. Fonte: Diaz e Boermans, 1994.

Podemos classificar as aflatoxinas como compostos de natureza cristalina, termoestaveis e
soliveis em solventes polares, como o cloroférmio e metanol. Podem ser destruidas totalmente na
presenca de solucdes fortemente alcalinas, como a amodnia e o hipoclorito.

As aflatoxinas caracterizam-se pela elevada toxidez que apresentam. Em Saide Animal,
vdrias espécies domésticas e de experimentacdo sao sensiveis aos seus efeitos toxicos agudos,
mutagénicos e carcinogénicos, sendo o figado o principal 6rgdo atingido (Osweiler, 1990). De
modo andlogo, em Sadde Publica, as aflatoxinas sdo identificadas como fatores envolvidos na
etiologia do cancer hepético no homem, conseqiiente a ingestdo de alimentos contaminados.
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2.4.2 Ocorréncia natural das aflatoxinas

A ocorréncia de fungos do género Aspergillus, bem como de suas toxinas em alimentos e
racdes animais, apresenta distribuicdo mundial, com predominio nas regides de clima tropical e
subtropical. A contaminagdo de produtos vegetais ocorre através do contato com os conidios do
fungo, presentes no ambiente, sobretudo no solo, durante os procedimentos de colheita e
secagem. A utilizagdo de préticas agricolas incorretas, que prolongam o contato dos produtos
com o solo, as lesdes na superficie dos grdos, provocadas por insetos, € 0 armazenamento
inadequado, em locais umidos e sem ventilacdo, sdo apontados como as principais causas que
favorecem a contaminagdo e o desenvolvimento de fungos toxigenos.

A ocorréncia de aflatoxinas tem sido observada com freqii€ncia, principalmente no Estado
de Sao Paulo, em alimentos destinados ao consumo humano e animal, sobretudo milho e ragdes.
No periodo de 1980 a 1987, Sabino et al. (1988) relataram a ocorréncia de AFB; em 7,79 % das
amostras de ragdes animais analisadas, com nivel médio de 241,2 pg/kg de AFB;.

Oliveira et al. (1998) analisaram amostras de racdo destinadas a alimentacdo de aves,
provenientes de uma fabrica e de quatro granjas situadas em Manaus, Amazonas. O Aspergillus
spp. foi o mais freqiiente género isolado (71,7 %), sendo que o Aspergillus flavus foi a espécie
mais isolada dentro desse género (53,3 %). Cerca de 44 % das cepas de A. flavus produziram
AFB; e AFB;, com niveis variando entre 40,4 a 10.827 npg/kg e de 79,4 a 2.835 png/kg,
respectivamente.

Considerando a toxidez das aflatoxinas, o Brasil estabeleceu em 1988, o nivel maximo de
tolerancia de 50 pg/kg, dada pela somatdria de B;+B,+G;+G;, sendo vdlido para qualquer
matéria prima a ser utilizada diretamente ou como ingrediente para ragdes destinadas ao consumo
animal.

Levantamentos realizados no pais indicam um elevado percentual de amostras positivas,
com concentragdes potencialmente capazes de originar efeitos deletérios na produtividade
animal. Os niveis de aflatoxinas encontrados em alimentos e racdes, obtidos em alguns desses
estudos podem ser observados na Tabela 1.

E importante ressaltar que a concentracio de aflatoxinas tende a aumentar ao longo da
cadeia de producdo e comercializacio de racdes. Jones et al., (1982) analisaram a matéria prima,
a racdo produzida na fébrica e, posteriormente, a mesma ragao armazenada, encontrando médias
de contaminagdo de 1,2, 6,0 e 8,8 pg/kg de aflatoxinas, respectivamente. Ainda no mesmo
experimento, observou-se uma forte correlacdo entre o tempo de armazenamento, freqii€ncia e o
nivel de aflatoxinas encontrados. Os autores observaram que 6timas condi¢des encontradas para a
producdo de aflatoxinas nas ragdes ocorreram com umidade relativa do ar entre 70-89% e
temperatura ambiente entre 19-27°C.

Tabela 1 — Niveis de aflatoxinas, soma das quatro fracoes (B1 + B2 + GI1 +. G2),
detectados em amostras de produtos vegetais e racdes animais comercializados no Brasil.

Tipo de Origem das Freqiiéncia® (%) Nivel médio Referéncia

Produto amostras (ng/kg)

Ragdes Diversos Estados 25,5 50 —7,800° Sabino, 1980
Milho Minas Gerais 18,1 83 Sabino et al., 1986
Racdes Diversos estados 10,4 241 Sabino et al., 1988
Milho Regido Sul 18,2 79 Sabino et al., 1989
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Milho Regido Sudeste 8,6 35 Sabino et al., 1989

Milho Rio Grande do Sul 28,9 1,906 Santurio et al., 1992
Racodes e Rio Grande do Sul 24,9 4 - 1,906b Baldissera et al., 1993

Milho

Sorgo Diversos estados 12,8 7 -33° Silva et al., 2000
Racdes Rio de Janeiro 56,9 1-32° Ribeiro et al., 2000

* Nimero de amostras positivas / total de amostras analisadas;
® valores referentes as concentracdes minima e maxima.

2.4.3 Biotransformacao da aflatoxina B, (AFB,)

A absorcdo das aflatoxinas ocorre no trato gastrointestinal, e a sua biotransformagao
ocorre primariamente no figado, por enzimas microssomiais do sistema de fungdes oxidases
mistas, associadas ao citocromo P-450. A AFB; € considerada uma das substincias mais toxicas
para o figado, sendo este o principal 6rgao atingido (Osweiler, 1990).

A AFB,; € considerada um carcinégeno Tipo 1, que requer uma ativagdo metabdlica para
manifestar seus efeitos toxicos. A forma ativada da AFB; é o composto eletrofilico altamente
ativo, identificado como 8,9-6xido de AFB;, ou AFB-ep6xido, originado a partir da epoxidacao
da dupla ligacdo do éter vinilico, presente na estrutura bi-furandide da molécula de AFB1. A
AFB-epoxido é capaz de reagir rapidamente com macromoléculas, como o 4&cido
desoxirribonucléico (DNA), 4cido ribonucléico (RNA) e proteinas, através de ligacOes
covalentes. Estas ligacdes determinam a formacdo de adutos, os quais representam a lesdo
bioquimica primdria produzida pelas aflatoxinas. A atividade biolégica da molécula de DNA que
estd ligada a AFB;-epdxido € alterada, originando assim os mecanismos dos efeitos mutagénicos
e carcinogénicos da AFB,. A formacgdo desses adutos ocorre através da ligacdo com guaninas da
molécula de DNA os quais podem ser retirados da molécula, apds a sua formacao, deixando sitios
vagos, que tendem a ser preenchidos com adenina, resultando num ponto de mutagdo bastante
significativo.

Os mecanismos de toxidez aguda das aflatoxinas estdo ligados aos adutos formados pela
ligacdo entre o RNA e proteinas a AFB;-ep6xido, o que acaba provocando a morte celular pela
inativacdo de macromoléculas essenciais as células. A inibicao da sintese protéica no figado e a
diminui¢do das proteinas plasmadticas durante a aflatoxicose sdo amplamente descritas na
literatura.

2.4.4 Toxidez das aflatoxinas

A sensibilidade aos efeitos toxicos das aflatoxinas varia consideravelmente entre as
espécies animais. Com relacdo as espécies exploradas, a susceptibilidade é maior em patos,
seguidos de perus, gansos, faisdes e frangos. Mesmo entre individuos de uma mesma espécie, a
relacdo dose-resposta pode variar de acordo com raga, sexo, idade e composicao da dieta, entre
outros fatores. Para muitas espécies, os machos sdao mais susceptiveis que as fémeas, ao passo
que, em geral, a sensibilidade é acentuadamente maior nos jovens que nos adultos.

Os efeitos toxicos das aflatoxinas sdao dependentes da dose e do tempo de exposicao,
determinando assim intoxica¢Oes agudas e cronicas. A sindrome toxica aguda ocorre pela
ingestdo de alimento com alta concentracio de aflatoxina, sendo os efeitos observados em curto
espaco de tempo. Caracteriza-se principalmente pela rdpida deterioracdo do estado geral do
animal, perda de apetite, hepatite aguda, ictericia, hemorragias e morte (Osweiler, 1990).
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Na aflatoxicose cronica, o sinal clinico mais evidente é a diminuicdo da taxa de
crescimento dos animais jovens (Leeson et al., 1995). Ocorre através da ingestdo de alimentos
contaminados com baixos niveis de aflatoxinas por um longo periodo de tempo, podendo a
exposicdo ao contaminante ser continua ou intermitente. Esta patologia é de dificil diagndstico,
apesar de constituir a principal forma de intoxicacdo em condi¢des naturais, o que ocasiona
perdas econdmicas considerdveis as criagdes animais (Pier, 1992).

Giambrone et al. (1985a) alimentaram frangos de corte por 35 dias, com ragdes contendo
diferentes niveis de AFB,, e observaram redu¢do no ganho de peso e alteragdes histoldgicas no
figado, apenas nas aves que receberam diariamente ra¢des com aflatoxina acima de 500ug/kg.
Contudo, em outro experimento, Giambrone et al. (1985b) ndo constataram sinais de aflatoxicose
em frangos alimentados com niveis até 800ug/kg. de AFB; por 5 semanas, porém perus
submetidos aos mesmos tratamentos revelaram, além de baixos indices de ganho de peso e de
conversao alimentar, um aumento na morbidade por causas variadas e na mortalidade. Os autores
concluiram que niveis na racdo de até 66 pg/kg de AFB; sdo seguros na alimentacdo de frangos e
perus. Os resultados obtidos por Kan et al. (1989) corroboram essa afirmativa, pois ao
alimentarem frangos de corte com ragdes contendo 50 a 100 pg/kg de AFB;, ndo observaram
nenhuma diferenca entre os tratamentos quando comparados ao grupo controle.

Por outro lado, Doerr et al. (1983) realizaram dois experimentos com frangos de corte,
submetendo-os a intoxicagao em condi¢des semelhantes as criacdes convencionais (densidade de
0,074 m*/ave). No experimento 1 encontraram significante redu¢do no peso vivo e eviscerado dos
animais expostos a racdes contendo niveis de 75, 225 e 675 ug/kg de aflatoxinas, quando
comparado ao grupo controle. Porém no experimento 2, efetuado sob as mesmas condig¢des do
experimento 1, ndo houve diminuicao significativa no peso vivo dos animais recebendo ragdes
contaminadas com 300 e 900 pg/kg de aflatoxinas. Os autores ressaltaram que, quando frangos
de corte sdo alojados e manejados de maneira semelhante aos avidrios comerciais, torna-se dificil
predizer um nivel seguro de contaminacao na racdo, devido aos vérios efeitos ambientais capazes
de produzir estresse nos animais, os quais podem potencializar os efeitos da aflatoxina.

Jones et al. (1982) avaliaram cinco companhias de frangos de corte, selecionando de cada
uma, seis produtores, dividindo-os em 3 categorias (bom, regular e fraco), de acordo com um
indicador de produtividade (média de peso de mercado x 100/conversdo alimentar). Ao final do
experimento, os autores constataram que os produtores classificados como bons tinham uma
freqiiéncia de contaminagao na racao de 18% (concentracao média de 6,13 pg/kg), enquanto que
os classificados como regulares e fracos apresentavam, respectivamente, freqiiéncias de
contaminacdo de 22,1 e 31,3% (niveis médios de 6,5 e 14,0 ng/kg). Os resultados apresentaram
correlagdo significativa, entre os grupos, para taxa de mortalidade e condenagdo de carcaga.

No que concerne as poedeiras, as principais manifestacoes da aflatoxicose, em condi¢des
experimentais, incluem reducdo da producgdo e do peso dos ovos, aumento da gordura hepatica e
alterac@o de enzimas séricas (Leeson et al., 1995).

Oliveira et al. (2001) alimentaram galinhas poedeiras por 60 dias, com ra¢des contendo
100, 300 e 500 pg de AFB /kg. Os resultados indicaram que a AFBI1, a partir de 100 pg/kg,
causou diminuicao significativa no consumo de ragdo, enquanto que apenas os niveis de 300 e
500 pg/kg causaram a diminuigdo significativa do peso das aves.

Reprodutoras de frangos de corte e codornas poedeiras tiveram significante diminui¢do no
consumo de racdo e na produgdo de ovos quando expostas a niveis acima de 500 pg/kg de AFB;.

As aflatoxinas também exercem efeitos sobre o sistema imunitdrio. Entre os efeitos de
imunossupressao, demonstrados em animais de experimentacdo, destacam-se aplasia do timo,
reducdo do niimero e da atividade de células T, diminui¢do da resposta de anticorpos, supressao
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da atividade fagocitéria e redu¢ao de componentes humorais, como complemento (C4), interferon
e imunoglobulinas IgG e IgA (Pestka & Bondy, 1990; Pier, 1992). Todas estas alteragGes
contribuem para a ocorréncia de infeccdes concomitantes, sobretudo por agentes virais e
bacterianos, associados a exposi¢do dos animais as ragdes contaminadas com aflatoxinas.

2.5 Metodologias para Deteccao de Micotoxinas

Os primeiros métodos para a determinagdo de aflatoxinas em alimentos foram
desenvolvidos em meados dos anos 60, tendo como base a propriedade fluorescente da toxina,
quando exposta a luz ultravioleta. Deste modo, a técnica de identifica¢do e quantificacdo utilizada
de inicio, e ainda largamente empregada na atualidade, foi a cromatografia de camada delgada -
CCD. Posteriormente, com o desenvolvimento dos métodos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), houve um incremento notdvel no grau de precisdo das andlises, porém, com
aumento significativo dos custos das mesmas (Chu, 1984)

No inicio da década de 80 surgiu uma nova perspectiva para a andlise de aflatoxinas, com
a introducdo de métodos imunoquimicos, ou imunoensaios, fundamentados nas reagdes
especificas entre anticorpos e antigenos, com destaque para os de radioimunoensaio,
cromatografia de imunoafinidade e de ensaio por enzimas imuno-adsorvidas - ELISA (Frémy &
Chu, 1989; Pestka et al., 1995).

Existem, atualmente, conjuntos de ELISA, produzidos em escala comercial, para
execugdo de andlise de micotoxinas em alimentos. Esses sistemas sdo de execugdo simples, e
podem ser empregados diretamente nas amostras, um vez que ndo requerem etapas de purificagao
devido a alta especificidade e sensibilidade dos anticorpos. Esta caracteristica representa uma
vantagem considerdvel do método, pois permite a sua aplicacdo em grande nimero de amostras,
em intervalo de tempo relativamente pequeno, o que ndo ocorre com os métodos
cromatograficos.

2.6 Utilizacao da Cevada Residuo do Processo de Malteacao (CR) na Alimentacido Animal

O cultivo de cevada esta dirigido para a producdo de malte (85%), racao animal (8%) e
semente (7%). Os graos depois de serem considerados como cevada de qualidade “cervejeira”
sofrem um processo de malteacdo que resulta na produg¢do de malte. Este processo consiste em
submeter a cevada a hidratacdo que permite a germinacdo e promove conversdes bioquimicas.
Posteriormente os graos secos, sdo mecanicamente separados das raizes germinadas durante a
etapa de germinagdo. Este subproduto é denominado radicula de cevada e € utilizado para ser
incorporado ao alimento balanceado para animais. A radicula tem sido uma alternativa
interessante tanto para as malterias como para fins agropecudrios, em funcio dos elevados niveis
de proteina e fibra que apresenta (Lopez-Diaz & Flannigan, 1997). Por outro lado, apds o
cozimento industrial obtém-se um material cuja fermentagao produzird a cerveja. A fase sélida
desta mescla dispde-se em forma de residuo de cervejaria (CR). As cervejarias brasileiras
produzem aproximadamente 15 mil toneladas deste residuo organico de aparéncia pastosa, nao
téxica, com 80% de fase liquida. Por seus aportes nutricionais, tratando-se de um alimento rico
em fibras e significativos niveis protéicos, os bovinos sdo seus maiores consumidores, mas €
também utilizada na alimentacdo de caprinos. A qualidade deste alimento torna este residuo
extremamente importante para os produtores de leite, capaz de incrementar a producdo em até
30%. A composi¢do de dietas alimentares balanceadas que incluem residuo de cevada confere as
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racOes caracteristicas nutricionais que aumentam a produtividade na relagdo custo/beneficio das
atividades agropecudrias comerciais. Tratando-se de um alimento que pode substituir os
componentes protéicos e volumosos da dieta, promovendo reducdes significativas nos custos
destas atividades produtivas, ¢ uma das mais atrativas opg¢Oes nutricionais do mercado de
alimentos e ragdes (Fagundes, 2003).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local e Instalacoes

As andlises micotoxicoldgicas foram realizadas nos laboratorios do Nucleo de Pesquisas
Micolégicas e Micotoxicoldgicas (NPMM) do Departamento de Microbiologia e Imunologia
Veterindria do Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
localizados no prédio do Projeto Sanidade Animal, convénio Embrapa/UFRRJ.

3.2 Amostras dos Componentes dos Alimentos e da CR

Durante o periodo de agosto de 2005 a mar¢o de 2006 foram coletadas, segundo o plano
de amostragem proposto por Dalcero et al. (1997), amostras representativas de concentrados para
caprinos de quatro capris, um situando-se no municipio de Niterdi e os outros trés no municipio
de Teresopolis, Estado do Rio de Janeiro, as quais foram produzidas por duas fébricas diferentes.

Além disso, foi coletada CR proveniente de duas cervejarias situadas na regido serrana.
Estas amostras primdrias foram homogeneizadas e quarteadas vdrias vezes para obter-se uma
amostra representativa de 0,5kg (amostra de laboratério), que foi submetida novamente a um
processo de quarteamento e homogeneizacao para obter-se duas sub-amostras para a andlise, as
quais foram armazenadas a 4°C até o seu uso.

3.3 Processamento das Amostras

No laboratdrio, as amostras recebidas eram trituradas até que se tornassem homogéneas e
depois de quarteadas eram pesadas aliquotas de 10g, que eram submetidas a metodologia de
diluicao de placas descritas por Pitt & Hocking (1997). Todas as andlises micoldgicas foram
realizadas sob cadmara de seguranca biolégica, onde procedeu-se as diluicdes e as semeaduras em
placas nos meios para isolamento, contagem e identificacdo da micobiota contaminante.

3.4 Equipamentos

a) Leitor de ELISA: modelo Quick ELISA, Drake Eletronica e Comércio Ltda, Lote/ n°
série 322.

b) Espectrofotdmetro Shimadzu mod. 2001. (Shimadzu Co.®, Kyoto, Japao)

¢) BOD marca Etica (Etica™™ - Sdo Paulo, SP - Brasil), ajustadas para temperaturas de 5,
25 e 37° C e uma estufa BOD horizontal equipada com agitador reciproco.

d) Microscépio Wild M-20 (Wild-Leitz®, Heerbrugg, Switzerland) com ocular com
escala micrométrica de 50 um. (Wild-Leitz®, Heerbrugg, Switzerland).

e) Agitador de tubos tipo Vortex (sem marca, Industria Brasileira).

3.5 Métodos
3.5.1 Isolamento, contagem e classificacio da micobiota contaminante
A contagem de unidades formadoras de coldnias por grama (ufc.g’) de fungos

filamentosos e leveduras foi realizada segundo metodologia de diluicdo decimal seriada descrita
por Pitt & Hocking (1997), conforme a seguir:
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Agitou-se em liquidificador, em copo estéril, 10 gramas da amostra em 90 ml de 4gua
peptonada a 0,1%. A partir desta diluicdo inicial (10™") preparou-se diluicdes decimais seriadas
até 10™. Inoculou-se (em triplicata) aliquotas de 0,1 ml de cada uma das diluicdes nos meios de
cultivo, tais como: Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) utilizado para contagem
geral (King et al. 1979, modificado por Pitt & Hocking, 1985); Dicloran 18% Glicerol Agar
(DG18) um meio seletivo para fungos xerofilicos (Hocking & Pitt, 1980) e o meio de Nash
Snyder (NASH) para isolamento de espécies do género Fusarium spp.

As placas de DRBC, DG18, e NASH foram incubadas a 25° C por sete dias em estufa
BOD Etica. Todas as placas foram observadas diariamente, selecionando-se para enumeragio
aquelas que continham em torno de 10 a 100 ufc. g'1 (Dalcero et al., 1997).

Os resultados obtidos forneceram a contagem dos propagulos fingicos, expressa através
de unidades formadoras de coldnia por grama (ufc.g") de amostra analisada.

As coldnias flingicas selecionadas para identificacdo foram repicadas em tubos inclinados
de Agar Extrato de Malte (MEA) ou Agar V-8 (V8), sendo incubadas novamente para o
desenvolvimento flingico, e mantidas sob refrigeracdo até serem repicadas nos meios proprios
para identificacdo de cada gé€nero e espécie.

Os resultados da contagem foram expressos através das unidades formadoras de colonias
(ufc.g"); as cepas de fungos isoladas foram identificadas segundo as chaves taxondmicas de
Klich & Pitt (1988) para o género Aspergillus, Pitt & Hocking (1997) para o género Penicillium e
Nelson et al. (1983) para espécies pertencentes ao género Fusarium. A chave proposta para o
género Penicillium foi baseada na semeadura em trés meios basicos como: Agar Czapek Extrato
de Levedura (CYA); Agar Extrato de Malte (MEA) e Agar 25% Glicerol Nitrato (G25N), sendo
estes meios incubados de acordo com o seguinte regime:

a) As trés placas de CYA sdo incubadas por 7 dias em trés temperaturas diferentes (5, 25 e
37° C);

b) Duas placas de MEA e uma de G25N sao incubadas a 25° C.
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Figura 2 - Esquema de inoculacio e incubacdo das duas cepas do género Penicillium a
serem identificadas nos meios CYA, MEA e G25N em trés regimes de temperatura (5, 25 e 37°
O).

A classificacdo dos Aspergillus foi baseada na semeadura padrdo em trés meios bdsicos:
Agar Czapek Extrato de Levedura (CYA); Agar Czapek Extrato de Levedura com 20% de
Sacarose (CY20S) e Agar Extrato de Malte (MEA), sendo estes meios incubados de acordo com
0 seguinte regime:

a) A placas de CYA foram incubadas por sete dias em duas temperaturas diferentes (25 e
37°C);

b) Duas placas de MEA e duas de CY20S foram incubadas a 25° C, conforme o esquema
da Figura 3.

CYA 25° CYA 37° MEA 25° CY20S 25°

DIGEDE®

Figura 3 - Esquema de inoculacdo e incubagdo das cepas do género Aspergillus nos
meios CYA, MEA e CY20S em duas condicdes de temperaturas.

As coldnias com caracteristicas morfologicas do género Fusarium no meio de Nash-
Snyder foram semeadas no meio Agar Folhas de Cravos (CLA) e incubadas por 7 dias a 24°C
obedecendo fotoperiodo de 12 horas de luz branca e 12 horas de luz negra. A partir dai, foi
realizado cultivo monospérico do isolado sendo novamente cultivado em CLA, obedecendo as

28



mesmas condi¢des de luz e temperatura. A cepa isolada foi entdo cultivada em CLA e agar
inclinado de Agar Batata Dextrose (PDA), para identificacdo final das espécies.

Para os demais géneros fungicos foi utilizada a chave taxondmica proposta por Samson et
al. 2000.

Todos os meios de cultivo foram preparados em nossos laboratérios do NPMM utilizando
drogas e reagentes certificados Merck - Quimica e Sigma Co.

3.5.2 Testes de ELISA

Para a realizacdo dos testes foram utilizados kits comerciais desenvolvidos e produzidos
pela Beacon Analytical Systems Inc (Portland, Maine — EUA). O kit Beacon em placa utiliza o
método de ELISA competitivo para andlise quantitativa das micotoxinas. Neste estudo foram
utilizados os kits destinados a quantificacao de aflatoxinas totais.

A micotoxina foi extraida da amostra agitando-a com metanol e d4gua. O extrato obtido foi
filtrado e depois testado através de imunoensaio. O conjugado micotoxina-HRP-enzima foi
pipetado nos pogos seguido dos calibradores ou amostras de extrato. Em seguida, pipetou-se o
anticorpo da micotoxina para iniciar a reacdo. Durante uma incubacdo de 10 minutos a
micotoxina da amostra e o conjugado micotoxina-HRP-enzima competiram por um numero
limitado de anticorpos. Passados os 10 minutos de incubagdo, o conteido dos pogos foi
descartado e a placa foi lavada para remocao de qualquer enzima que ndo tenha se ligado ao
anticorpo. Um substrato de limpeza foi adicionado aos pogos e qualquer toxina do conjugado-
enzima foi convertida na cor azul. Seguindo uma incuba¢do de 10 minutos, a reacdo foi
interrompida e a intensidade da cor de cada poco foi lida. As amostras de cores desconhecidas
foram comparadas com as cores dos calibradores e a concentragdo da micotoxina das amostras
foi obtida. Os padrdes de aflatoxinas utilizados no kit corresponderam a 0, 2, 8, 20 and 80 ug/L
(ppb) de aflatoxinas totais.

Resultados quantitativos foram obtidos por simples comparacdo das absorbancias das
amostras com a absorbancia dos calibradores. Amostras contendo cores mais claras que um poco
de calibrador teve uma concentracdo de micotoxina maior que a concentracdo do calibrador.
Amostras que contiveram cores mais escuras que um poco de calibrador tiveram uma
concentracdo menor que a concentracdo do calibrador. Uma interpretacdo quantitativa requereu
um grafico das absorbancias dos calibradores (eixo X) vezes o logaritmo da concentracdo dos
calibradores (eixo Y) em papel grifico. Uma linha reta foi tracada através dos pontos dos
calibradores e as absorbancias das amostras foram inseridas nesta linha. O ponto correspondente
do eixo Y foi a concentracdo da amostra em questao.

3.5.3 Capacidade toxigena das cepas fingicas isoladas

As cepas fungicas identificadas foram analisadas quanto a capacidade toxigena por
cultivo em Agar Leite de Coco (CAM) e da aplicacdo do “Agar Plug Method” descrito por
Frisvad & Thrane (1995), modificado por Bragulat et al. (1998).

Todos os meios foram vertidos em placas de Petri de 90 mm de didmetro com um volume
de 18 ml de meio de cultivo. Foram retirados um “plug” de 5 mm de didmetro com furador de
rolha do centro de cada uma das colonias cultivadas em cada placa de Petri. Os “plugs” foram
acondicionados em frascos de cor ambar contendo 1 mL de Metanol.

Os meios foram inoculados com suspensdes das respectivas cepas na ordem de 10’
ufc.g”, incubadas a 28°C por 7 a 14 dias em BOD FEtica e, a partir da evidéncia de crescimento
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tiveram a fluorescéncia ao redor da coldnia monitorada diariamente através de irradiacao
ultravioleta de A=365 nm, com ldmpada Mineral Light UVSL25.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e Contagem

As amostras de CR apresentaram valores de contagem superiores aos dos
componentes dos alimentos nos trés meios de isolamento. No meio DRBC, as amostras dos
componentes dos alimentos apresentaram médias de 2,2 x 10° ufc.g”’, sendo que os valores
variaram entre 1,0 x 10° a 2,0 x 10° ufc.g'l. No meio DG18, seletivo para fungos xerofilicos, a
maior carga fiingica obtida foi de 1,4 x 10° ufc.g”" em amostras de CR. No meio de Nash-
Snyder, seletivo para fungos do género Fusarium, os valores médios obtidos foram de 2,0 x
10° ufc. g'l, sendo que os valores minimos € mdximos estiveram entre 2 x 10*e 5 x 10’ ufc. g'l,
respectivamente. A contagem fingica nos diferentes meios de isolamento estdo apresentadas
na Tabela 2 na forma de 90° percentil; significa que 90% das amostras apresentaram niveis
iguais ou menores ao valor apresentado.

Tabela 2 — Contagens totais de fungos contaminantes em amostras de alimentos
destinados a caprinos leiteiros no Estado do Rio de Janeiro.

Alimentos Contagem de propagulos fiingicos (ufc.g”)*
DRBC DGI8 Nash-Snyder
Componentes 2,0x 10* 8,0 x 10* 1,1x 10°
CR 2,0x 10’ 1,4 x 10° 7,0x 10°

#90° percentil das triplicatas.

Os resultados obtidos mostraram que tanto as amostras dos componentes de alimentos,
quanto as amostras de CR mostraram-se de baixa qualidade higi€nica, com contagens
superiores aos limites tolerados estabelecidos (GMP, 2005), isto é, da ordem de 1,0 x 10*
ufc.g'l. Observou-se predominincia da populacdo de fungos filamentosos sobre a de
leveduras, sendo isoladas um total de 35 cepas de espécies pertencentes a seis géneros
fingicos, que em ordem de prevaléncia foram: Penicillium spp., Aspergillus spp.,
Cladosporium spp., Alternaria spp., Fusarium spp. € Moniliella spp., além de fungos da
ordem dos Mucorales (2,86%), conforme Figura 4.
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Figura 4 - Freqiiéncia (%) de géneros flingicos isolados dos componentes dos
alimentos destinados a cabras.

Dentre as 17 espécies de Penicillium isoladas, o Penicillium citrinum mostrou-se o
mais prevalente (35,71%), seguido por P. funiculosum (21,43%) e P. purpurogenum
(14,29%), entre outros, como estd apresentado na Figura 5. O género Aspergillus foi
representado por A. wentii (33,33%), A. carbonarius (22,22%), A. fumigatus, A. parasiticus e
A. flavus em menor freqiiéncia (Figura 6). A tnica espécie de Fusarium isolada foi a de F.
verticillioides (100%). Estes resultados foram similares aqueles encontrados por Almeida et
al. (2000) e por Ribeiro et al (2006).
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33




Dentre as cepas de Penicillium citrinum isoladas todas se mostraram citrininégenas
quando cultivadas em Agar Coco. As cepas de Aspergillus carbonarius isoladas ndo se
mostraram ocratoxigenas, enquanto que as de Aspergillus parasiticus foram produtoras de
AFB,, AFB,, AFG, e AFG; e as de A. flavus produziram AFB; e AFB, quando cultivadas em
Agar Coco por 7 dias.

A presenca dessas espécies potencialmente toxigenas constitui um risco potencial de
contaminagdo do alimento pelas micotoxinas. Quando este alimento é mal conservado, o
fungo toxigeno encontra condi¢des favordveis, principalmente de temperatura e atividade de
dgua, para iniciar a producdo de suas toxinas.

Também ocorre que a exposi¢do aos esporos flngicos de A. fumigatus pode resultar
em infecc¢des flingicas particularmente naqueles 6rgdos expostos a invasdo externa como as
vias aéreas, glandulas mamadrias e dtero durante o parto.

4.2 Deteccao de Micotoxinas

Os valores de absorbancia das solugdes padrdes de aflatoxinas nas concentracdes de 0,
2,0, 8,0, 20,0 e 80,0 ng.g'1 estdo apresentadas na Tabela 3. Estes valores foram plotados em
um grafico das absorbancias dos calibradores (eixo X) vezes o logaritmo da concentragdo dos
calibradores (eixo Y) da curva padrio de aflatoxinas e estdo representados na Figura 7.
Obteve-se um valor de R*= 0,9988.

Tabela 3 — Valores de absorbancia das solugdes padrdes de aflatoxinas (0, 2, 8, 20 e
80 ng.ml™) obtidos em leitor de ELISA em comprimento de onda de A=450 nm.

Padroes de Aflatoxinas Leitura
Concentragdo (ng.ml'l) do Equipamento
(Absorbancia A= 450 nm)
0.0 2,201
2,00 1,58
8,00 1,117
20,00 0,746
80,00 0,391
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Figura 7 — Correlacdo dos valores de absorbancia obtidos dos padrdes de aflatoxinas
(A=450 nm) e o logaritmo das concentraces dos padrdes de aflatoxinas. R*= 0,9988.

Os resultados das andlises de ELISA feitas nas amostras de racdo e de cevada
mostraram uma contaminacdo por aflatoxinas em 32/41 (78,0 %) das amostras, com
concentracdes variando de <2 até 43 ng/g. A distribui¢do das concentra¢des de aflatoxinas nas
amostras analisadas esta apresentada na Figura 8.
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Figura 8 — Freqiiéncia (%) de contaminacdo com aflatoxinas em amostras de
alimentos destinados a caprinos leiteiros no Estado do Rio de Janeiro.

Os valores médios de aflatoxinas totais detectados em amostras de CR foram de 8,72

ng.g"' e em componentes de alimentos foram de 2,37 ng.g"' (Figura 9). Quando analisamos os
niveis de contaminacdo de aflatoxinas por tipo de alimento utilizado, observamos que as
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amostras de CR se mostraram t3o contaminadas quanto as amostras de componentes de
alimentos (proximo a 50%), tendo as amostras de CR os niveis mais elevados de
contaminagdo por aflatoxinas (Figura 9).
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Figura 9 — Porcentagem (%) de amostras contaminadas por aflatoxinas segundo o tipo
de alimento e niveis de contaminacao.

Observou-se que ndo hd estudos para esta regido, ao analisarmos a literatura nacional
sobre as freqiiéncias e concentracdes de aflatoxinas nestes substratos. Tanto quanto sdo
limitados os dados no que diz respeito a este tipo de estudo de monitoramento. A
identificacdo e a determinacio das toxinas contaminantes revestem-se de grande importancia
para o estabelecimento e andlise do risco de exposicdo do homem e dos animais domésticos a
estas toxinas.

No caso particular de cabras, a contaminag@o dos alimentos e racdes com aflatoxinas
representa um risco ainda maior quando se considera a possibilidade de bioconversdo da
aflatoxina B1 em aflatoxina M1 que é secretada com o leite. Risco este agravado quando se
avalia a possibilidade deste leite contaminado ser utilizado para a fabricacdo de queijos,
quando ocorrerd a concentracdo da aflatoxina M1 no produto final.

A legislacdo brasileira atual permite niveis de até 50 ppb de aflatoxinas totais nas
matérias primas utilizadas para alimentacdo animal (Portaria n°07 de 09/11/1988, MAPA),
porém a implicacdo na saide publica humana, os efeitos na saide dos caprinos, assim como
os efeitos econdmicos da contaminacdo dos alimentos por micotoxinas, nos niveis de
ocorréncia locais e naqueles praticados pelo mercado internacional, geram necessidades
urgentes de se estabelecerem mecanismos de controle, capazes de atingirem niveis muito
baixos.

Os atuais Limites Maximos de micotoxinas regulamentados pela Unido Européia
(Regulamento (CE) N° 466/2001 da Comissao de 8/03/2001) e Bloco Asidtico sdo bastante
restritivos, cerca de menos de 4 ppb de aflatoxinas totais, trazendo fortes implica¢des
econdmicas para os paises exportadores, que vém enfrentando sérias dificuldades para manter
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e alcancar novos mercados, conduzindo a questdo para um quadro bastante preocupante, a
partir do ano de 2000, quando a Unido Européia instituiu o Sistema de Alerta Rapido para
Alimentos (RASFF). Desde entdo as autoridades brasileiras vém recebendo notificacdes sobre
a presenca de aflatoxinas em produtos exportados para aquele Bloco Econdmico, com
freqiientes devolucdes de mercadorias com niveis de contaminag@o, muitas vezes, aceitaveis
pelas Normas Codex.

O Comité Especialista em Aditivos e Contaminantes Alimentares da FAO - CCFAC
vem fazendo recomendacgdes aos paises produtores de alimentos para implementar programas
de reducdo dos niveis de contaminagdo por micotoxinas como: ocratoxina A, tricotecenos,
zearalenona, fumonisinas e, principalmente, as aflatoxinas.
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5. CONCLUSOES

A micobiota estudada a partir de amostras de CR e dos componentes dos alimentos
destinados a caprinos no Estado do Rio de Janeiro foi composta principalmente por
espécies potencialmente toxigenas pertencentes aos géneros Penicillium, Aspergillus e

Fusarium;

O género Penicillium foi o mais freqiiente, sendo o Penicillium citrinum a espécie

toxigena mais prevalente;

O Aspergillus wentii foi a espécie mais prevalente dentro das espécies freqiientes do

género Aspergillus, seguido das espécies potencialmente produtoras de ocratoxinas (A.

carbonarius) e aflatoxinas (A. flavus e A. parasiticus);

Evidenciou-se a ocorréncia de aflatoxinas em 81,3% das amostras de alimentos

destinados a caprinos leiteiros no Estado do Rio de Janeiro;

Os niveis médios de aflatoxinas totais detectados em amostras dos componentes de
'Tllimentos (2,37 ng.g™) foram inferiores ao limites brasileiros estabelecidos (< 50 ng g
);

Os niveis médios de aflatoxinas totais detectados em amostras de CR (8,72 ng.g™")

foram inferiores ao limites brasileiros estabelecidos (< 50 ng g™).

A metodologia analitica baseada na técnica de ELISA competitivo foi eficiente,

apresentando um valor de R*= 0,9988.

Este trabalho apresenta dados de fundamental interesse para os veterindrios que atuam

no ramo da caprinocultura leiteira.
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