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RESUMO

Com este estudo, objetivou-se analisar a micobiota e sua a presenca de aflatoxinas em alpiste
comercializado. Para isso, foram coletadas 40 amostras de alpiste, em dez lojas de racdes,
totalizando quatro amostras por loja, sendo essas dos municipios de Crateus, CE e Teresina, PI.
Foram analisadas: contagem, isolamento e identificacdo de espécies flngicas;, Aw e
determinacdo da presenca de aflatoxinas nas sementes. A contagem fungica nas amostras de
Crate0s variou de 2,24 + 0,30 a 3,50 + 0,93 e em Teresina de 1,43 + 1,00 a 2,92 + 0,57, Aw de
0,34 a 0,50 e de 0,45 a 0,50 respectivamente, onde ndo houve diferenca significativa. Foram
isolados os géneros: Aspergillus spp., Alternaria spp., Chrysonilia spp., Claudosporium spp.,
Curvularia spp., Eurotium spp., Epicocum spp., Fusarim spp., Moniliella spp., Mucor spp. e
Penicillium spp. e as espécies: Aspergillus alliaceus, A.caespitosus, A. candidus, A. japonicus, A.
niger e A. parasiticus, A. terreus, Fusarium proliferatum, Penicillium corylophilum, P.
crustosum, P. decumbens, P. digitatum, P. fellutanum, P. glabrum, P. italicum, P. janthinellum e
P. oxalicum. Os alpistes adquiridos em lojas de racdo em Crateus, ndo apresentaram niveis
detectaveis de contaminacdo por aflatoxinas B1, B2, G1 e G2, sendo detectado < 5,0 ppb de
AFB1 em duas amostras comercializadas em Teresina. Estes resultados sdo compativeis com 0s
teores Aw encontrados, demonstrando que o alpiste possui um teor de &gua seguro para a
armazenagem, pois desfavorecem o crescimento fdngico pré-existentes e producdo de
micotoxinas durante os periodos de estocagem e comercializacao.

Palavras-chave: alimentagdo animal, Aspergillus spp, Fusarium spp., Penicillium spp.,
micotoxinas, Phalaris canariensis L.
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ABSTRAT

With this study, the objective was to analyze the mycobiota and its presence of aflatoxins in
commercialized birdseed. For this, 40 samples of birdseed were collected in ten feed stores,
totaling four samples per store, being those of the municipalities of Crateus, CE and Teresina, PlI.
The following were analyzed: counting, isolation and identification of fungal species; Aw and
determination of the presence of aflatoxins in the seeds. The fungal count in the Crateus samples
ranged from 2.24 + 0.30 to 3.50 = 0.93 and in Teresina from 1.43 + 1.00 to 2.92 = 0.57, Aw from
0.34 a 0.50 and 0.45 to 0.50 respectively, where there was no significant difference. The genus
Aspergillus spp., Alternaria spp., Chrysonilia spp., Claudosporium spp., Curvularia spp.,
Eurotium spp., Epicocum spp., Fusarium spp., Moniliella spp., Mucor spp. and Penicillium spp.
and species: Aspergillus alliaceus, A.caespitosus, A. candidus, A. japonicus, A. niger and A.
parasiticus, A. terreus, Fusarium proliferatum, Penicillium corylophilum, P. crustosum, P.
decumbens, P. digitatum, P. fellutanum, P. glabrum, P. italicum, P. janthinellum, and P.
oxalicum. The alplstes purchased from feed stores in Cratels did not present detectable levels of
aflatoxin B1, B2, G1 and G2 contamination, and <5.0 ppb of AFB1 was detected in two samples
commercialized in Teresina. These results are consistent with the Aw levels found,
demonstrating that canary seedlings have a safe storage water content as they disfavor pre-
existing fungal growth and mycotoxin production during storage and marketing periods.

Keywords: animal feed, Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp., mycotoxins, Phalaris
canariensis L.



INTRODUCAO
Alpiste

O alpiste, Phalaris canariensis L., € um tipo de grdo natural da regido do Mediterraneo,
muito utilizado para a alimentagdo de passaros quanto na alimentagdo humana, por ser rico em
proteinas. Estes devem apresentar-se sadios, com elevada qualidade e em perfeito estado de
conservacao para o consumo (OLIVEIRA, 2015).

E imprescindivel, para garantir a qualidade e sua conservaco, que 0s grdos sejam
transportados e armazenados em locais secos e ventilados e, sobretudo, com baixos teores de
umidade; do contrario, o desenvolvimento de micro-organismos pode causar fermentacfes
indesejaveis e contaminacgdes por toxinas, que inviabilizam a utilizacdo do produto para consumo
humano e animal. Os micro-organismos que colonizam os produtos agricolas, os fungos sdo 0s
mais tolerantes a baixas disponibilidades de agua e sdo, consequentemente, importantes causas
de deterioracdo (SANTOS et al., 2013).

Fungos

Os fungos sdo organismos eucarioticos cujos nucleos sdo dispersos em um micélio
continuo ou septado. Sua nutricdo é obtida por absor¢do. Sdo saprofiticos, parasitos facultativos
ou biotréficos. Crescem como célula unica ou como col6nias filamentosas multicelulares. Podem
ser encontrados no ar, no solo, nos vegetais e em agua. Sua reproducdo pode ocorrer por meios
de ciclos teleomorfo e anamorfo (TRABULSI et al., 2008).

A disponibilidade de agua em materiais bioldgicos, tais como gréos, sementes e frutos,
¢ melhor indicada pela atividade de agua (Aw) ou pela umidade de equilibrio com a temperatura
do ar ambiente.Aw dos géneros alimenticios tem grande influéncia da micobiota final destes.
Portanto, o controle sobre o desenvolvimento fungico durante a estocagem dos produtos é
alcancado principalmente pela baixa Aw do produto final (BUENO et al., 2001). Os substratos
com Aw inferior a 0,60 dificultam o crescimento microbiano. A partir de Aw 0,65 comeca a
ocorrer 0 desenvolvimento de alguns micro-organismos, sendo que até 0,75 apenas algumas
leveduras osmofilicas e fungos xerofilicos, a exemplo do Penicillium, podem se desenvolver
(TANIWAKA,; SILVA, 2001; SABLANI et al., 2007; IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI,
2010).

Fungos produtores de micotoxinas podem ser classificados em trés grupos, conforme o

habitat e os substratos oferecidos para o seu desenvolvimento da seguinte forma: fungos de
1



campo: sdo aqueles que geralmente contaminam o alimento antes mesmo das colheitas, causando
doencas nas plantas em desenvolvimento e quando transmitidos por sementes, podem danifica-
las caso estejam mantidas sob condicdes inadequadas de armazenamento; fungos de
armazenamento: séo aqueles que se desenvolvem durante o armazenamento do alimento e s&o os
principais responsaveis pela deterioragdo dos cereais, matérias primas e das ra¢Ges, pode estar
presente nos alimentos como contaminantes ou na forma de micelios dormentes entre os tecidos
do pericarpo ou do tegumento das sementes; fungos de decomposi¢do: que sdo 0s que tornam 0s
alimentos improprios para o consumo (WELKE; HOELTZ; NOLL, 2009). A umidade,
temperatura, periodo de armazenamento e condicdo fisica e sanitéria dos grdos sdo alguns dos
fatores que favorecem o desenvolvimento de fungos durante o armazenamento (BRASIL, 2009).

Os principais fungos pertencem aos géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium, que
séo considerados os de maior importancia para graos, sementes, racoes e alimentos em geral, por
serem 0s mais encontrados e 0s maiores produtores de micotoxinas (PEREIRA et al., 2005;
ROSA et al., 2006; MURATORI et al., 2013; SIMAS et al., 2007; KELLER et al., 2007;
CALVET et al., 2015; NUNES, et al., 2015). Estes fungos podem ser encontrados em cereais
como milho, frutas como a uva, leite e derivados (PEREIRA et al, 2005; HERMANNS et al,
2006; CHIOTTA, et al, 2009).

Micotoxinas

Os fungos tém sido evidenciado como micro-organismo de grande importancia para os
alimentos, por perdas econdmicas de relevancia, o que representa uma serie de prejuizos em todo
o mundo (DANTIGNY; GUILMART; BENSOUSSAN, 2005; PEREIRA, et al., 2005), devido
capacidade de produzir micotoxinas, com potencial de toxicoses ao homem e aos animais, depois
de ingeridos. O impacto causado por elas abrangem desde a queda na produtividade animal,
favorecendo a uma debilidade imunoldgica, apresentando propriedades alergénicas,
teratogénicos, carcinogénicos e mutagénicos (KAWASHIMA; SOARES; MASSAGUER, 2002;
CAST, 2003; ROSSETTO et al., 2005).

A contaminacgdo por micotoxinas € de dificil controle e pode acontecer no alimento
durante as diversas etapas desde a producdo, o processamento e até ao armazenamento
favorecidos por processos naturais e ambientais (ROSA et al., 2006; MURATORI et al., 2013;
KELLER et al., 2007; CALVET et al., 2015; NUNES et al., 2015; CARDOSO FILHO, 2011).

A intoxicagdo por micotoxinas pode proceder de forma direta ou indireta. A forma

direta ocorre quando o produto é diretamente utilizado na alimentacdo humana ou de animais.
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Enquanto a forma indireta resulta quando subprodutos e derivados contaminados séo
empregados. Dentre as principais micotoxinas encontradas em produtos alimenticios, sementes e
grdos tém-se: aflatoxinas (Bl, B2, G1, G2 e M1), fumonisinas (FB1 e B2), acido fusarico,
zearalenona (ZEA), ocratoxina A (OTA), patulina, citrinina, e tricotecenos (PITT; HOCKING,
2009; SILVA, 2009; MAZIERO; BERSOT, 2010).

Devido a presenca de fungos ndo garantirem a existéncia das micotoxinas, esta pode
persistir no alimento mesmo que o fungo tenha desaparecido, o potencial perigo associado a
micotoxina somente pode ser determinado depois da sua extracdo e identificacdo (GARCIA et
al., 2009).

Ao longo dos altimos anos, tem sido observado um avango de doencas fingicas em
gramineas como feijdo e milho, em consequéncia do estreitamento das relagdes patdgeno-
hospedeiro-ambiente, onde as sementes estdo diretamente envolvidas na continuidade do ciclo
bioldgico dos fungicos patogénicos, de uma geragdo a outra do hospedeiro, e constituem o mais
eficiente agente de transporte, disseminacdo e abrigo mais seguro & sobrevivéncia deles
(STEFANELLO et al. 2012; SILVA; SANTOS; GOMES, 2014).

Baseado nestes dados a seguinte hipdtese foi formulada: as condigdes de
armazenamento e a sua manipulagdo inadequada podem influenciar na presenca e no

desenvolvimento de fungos micotoxigenicos em alpistes.
Para testar a hipdtese, os objetivos do presente trabalho foram:
Isolar, quantificar e identificar fungos micotoxigénicos no alpiste em lojas de ragdes.
Pesquisar a presenca de aflatoxinas nos diferentes tipos de amostras de alpiste.

Com os resultados obtidos, foram elaborados dois capitulos intitulados: “Fungos
toxigénicos e micotoxinas em alpiste para passaros domésticos: uma revisdo” e “Densidade
fungica e sua acdo toxicoldgica em alpiste utilizado para alimentacdo de passaros
domésticos”. Estes trabalhos foram escritos conforme a formatacdo da Revista de Agropecuéria
Brasileira.
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Fungos toxigénicos e micotoxinas em alpiste para passaros domésticos: uma revisao

Toxigenic fungi and mycotoxins in birdseed for domestic birds: a review

Maria Liliane Ximendes Azevedo!: Maria Christina Sanches Muratori2

RESUMO

Para atender suas necessidades nutricionais 0s passaros em cativeiros sdo alimentados quase
gue exclusivamente pelo tratador. Neste contexto, o alpiste (Phalaris canariensis L.) é um dos
principais itens para dieta de aves granivoras. Um dos grandes entraves na criagdo de aves

ornamentais em cativeiro é a oferta de alimento.Com isso, 0 objetivo deste estudo € esclarecer a
importancia de fungos micotoxigénicos e sua possivel producdo de micotoxinas em alpiste destinado a

alimentagdo de passaros domésticos. Para isso foi realizado levantamento bibliografico consistindo
na pesquisa de informacdes relacionadas a incidéncia de fungos toxigénicos e micotoxinas em
alpiste para consumo de péssaros domésticos. Foram utilizados artigos cientificos, livros,
resultados de pesquisas, revistas e diversas fontes bibliograficas, assim foram consultadas
bases de dados cientificos utilizadas no &mbito institucional. A toxemia causada pela ingestéo de

alimentos contaminados, princialmente por fungos, pode levar a consequéncias negativas sobre a
reproducdo, desencadeando doencas hepaticas e cardiovasculares, comprometendo assim, a

longevidade e a qualidade de vida das aves. Portanto, por se serem encontrados em abundancia no
solo, na &gua, nos vegetais, e em detritos em geral, a prospeccdo de fungos fitopatogénicos
compdem a base dos estudos para implementar medidas de manejo para previnir a

contaminacéo desde o plantio, armazenamento, comercializagdo e consumo.

Palavras-chave: Aspergillus spp.; Fusarium spp.; Penicillium spp.; aflatoxina; Phalaris

canariensis L.

"Mestranda em Ciéncia Animal da Uniersidade Feeral do Piauf;

2Docente do Departamento de Morfofisiologia Veterinaria da Uniersidade Feeral do Piauf;



ABSTRACT

To meet their nutritional needs birds in captivity are fed almost exclusively by the handler. In
this context, birdseed (Phalariscanariensis L.) is one of the main items for diet grain-eating
birds. One of the major obstacles in creating ornamental birds in captivity is the food supply.
Thus, the aim of this study is to clarify the importance of micotoxigénicos fungi and their
possible production of mycotoxins in birdseed for feeding domestic birds. To this was
accomplished literature consisting in searching for information related to the incidence of
toxigenic fungi and mycotoxins in birdseed for consumption of domestic birds. scientific
articles, books, research results, magazines and many bibliographic sources and scientific
databases used at the institutional level were consulted were used. The toxemia caused by
eating contaminated food, princialmente yeast, can lead to negative effects on reproduction,
triggering liver and cardiovascular diseases, compromising thus the longevity and quality of
life of birds. So, for if they are found in abundance in soil, water, vegetables, and general
debris, searching for pathogenic fungi form the basis of studies to implement management

measures to prevent contamination from the planting, storage, marketing and consumption.

Keywords: Aspergillus spp.; Fusarium spp.; Penicillium spp.; aflatoxin; Phalaris canariensis
L.;

1. Introducéo

Para atender suas necessidades nutricionais 0s passaros em cativeiros sdo
alimentados quase que exclusivamente pelo tratador. Neste contexto, o alpiste (Phalaris
canariensis L.) é um dos principais itens para dieta de aves granivoras. Para garantir que 0s
animais fiquem saudaveis, é importante que os grdos utilizados para a alimentagdo sejam
transportados e armazenados em ambiente ventilado e com baixa umidade; evitando assim

condigbes que favoregcam o desenvolvimento de micro-organismos deterioradores e



produtores de toxinas, principalmente os fungos que se multiplicam em baixos valores de
atividade de agua e sdo, consequentemente, importantes causas de deterioracao.

A contaminacdo por fungos e micotoxinas em alimentos para aves € problema de
grande impacto. Poucos trabalhos tém sido publicados para a verificacdo da qualidade destes
produtos quanto sua micobiota e presenca de micotoxinas como aflatoxinas nas matérias-
primas bem como nas racBes. E importante salientar que a qualidade desses produtos
comercializados, muitas vezes € precaria, ja que serdo destinadas a alimentacdo animal.
Aspergillus, Penicillium, Fusarium e Claviceps sdo os principais géneros fungos toxigenos,
além de fungos dematiaceos: Alternaria, Helminthosporium, Drechslera, Phoma e
Zygosporium (ISMAIEL; PAPENBROCK, 2015).

Os fungos podem desenvolver-se tanto externa quanto internamente nas aves, apos
serem ingeridos ou inalados. A presenca de toxinas produzidas por fungos, bem como sua
constante ingestdo, determinam doencas especificas nas aves. As principais enfermidades
micoticas nas aves sdo: aspergilose, candidiase, histoplasmose e micotoxicoses (RIBEIRO et
al., 2010). Aspergilose € uma doenca infecciosa, provocada por fungos e capaz de causar a
morte de animais acometidos. A contaminacdo deve ser controlada evitando-se qualquer
vestigio de fungos nas instalacGes, utensilios e principalmente nas embalagens de gréos,
cereais e racdes (CRUZ, 2010).

Doencas causadas por ingestdo de alimentos contaminados por micotoxinas sdo
conhecidas como micotoxicoses, sendo a principal fonte de micotoxina para a ave o milho e a
racdo. Dentre as micotoxinas, destacam-se as aflatoxinas, produzidas principalmente por
Aspergillus flavus, Aspergillus nomius e .Aspergillus parasiticus. Micotoxinas como: citrina,
fumonisinas, oosporinas, tricotecenos, vomitoxina, e zearalenona, possuindo propriedades
esterogénicas, e indicando presenca de outras micotoxina. E quando acometidas as aves

apresentam sintomas de palidez, pouco crescimento, diarreia, hemorragia, alteracdo nos ovos



e morte. As aves se infectam pela aspiracdo em grande quantidade de esporos, e a partir dos
pulmdes podem produzir uma infeccdo sistémica (CRUZ, 2010).

Assim, os fungos tém sido evidenciados como micro-organismos de grande
importancia para alimentacdo animal. Estes tém sido responsaveis por perdas econdmicas de
relevancia pelo aspecto fitopatologico. O impacto causado pela acdo direta ou indireta de
fungos na agropecuaria abrange reducdo na produtividade pela debilidade imunoldgica,
reacOes alergénicas, e efeitos teratogénicos, carcinogénicos e mutagénicos (ROSSETTO et al.,
2005; FERREIRA et al., 2006; BARBOSA, et al., 2014).

Pelo exposto, nesta revisdo sdo apresentados os principais aspectos referentes a presenca
de fungos e sua acdo toxicoldgica em alpistes utilizados para a alimentacdo de passaros em

cativeiro.

2. Metodologia

Foi realizado um levantamento bibliografico consistindo na pesquisa de informacdes
relacionadas a incidéncia de fungos toxigénicos e micotoxinas em alpiste para consumo de
passaros domeésticos. Foram utilizados artigos cientificos, livros, resultados de pesquisas,
revistas e diversas fontes bibliogréaficas, assim foram consultadas bases de dados cientificos
utilizadas no &mbito institucional. Entre as bibliotecas virtuais utilizadas estéo: Biblioteca da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA), Biblioteca vitual da
Universidade Federal do Piaui (UFPI).

As bases cientificas utilizadas para composicdo deste estudo foram: Scientific Eletronic
Library Online (SCIELO) (www.scielo.org), SCOPUS (www.scopus.com), SCIENCE
DIRECT (www.sciencedirect.com), importantes plataformas de intercambio cientifico
inseridas no portal Periodicos da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (Capes). Entre os sistemas de acesso livre, optou-se pelo Google académico

(scholar.google.com.br), além de outras.



Foram utilizadas os seguintes descritores: “aflatoxina”, “aflatoxin”, “alpiste”, “birdseed”
“fungos”, “fungi”, “micotoxina”, “mycotoxin”, “passaros”, “birds”, “fumonisina”,
“fumonisin”, “ocratoxina”, *“ochratoxin” , ‘“sementes”, “seeds”, ‘“cereais”, “cereals”,
“graminea”, “grass”, associados ou nao.

O material bibliografico coletado abrange os anos de 1992 até 2015. Para incluséo entre
os documentos utilizados nessa revisdo, o material relaciona em seu conteldo termos

identificador de fungos com alimentacdo ou saude humana e animal, principalmente de

passaros em cativeiro. Ao final, foram selecionados 92 documentos.

3. Fungos toxigénicos

Os fungos sdo micro-organismos eucarioticos cujos ndcleos sdo dispersos em um
micélio continuo ou septado, com ampla capacidade de adaptacdo e crescimento sob
condi¢cdes de umidade e temperatura bem variaveis. Nd8o possuem plastos ou pigmentos
fotossintéticos e sua nutricdo é obtida por absor¢do. S&o saprofiticos, parasitos facultativos ou
biotroficos. Crescem como célula unica (leveduras) ou como colbnias filamentosas
multicelulares (mofo e bolores). Comumente encontrado no ar, no solo, na dgua, nos vegetais,
nos animais, no homem e em detritos em geral, e se reproduzem por meios de ciclos
teleomorfo e anamorfo (ALMEIDA, 2010).

Estes sdo compostos por estruturas tubulares microscopicas, denominada hifas, e o
conjunto destas recebe a denominacdo de micélio. Se reproduzem por ciclos sexuados e
assexuados, sendo que nesta Ultima forma, as hifas originam ramificacbes denominadas
conidioforos, local de armazenamento e desenvolvimento dos esporos ou conidios. O
conhecimento da forma e tamanho dessas estruturas reveste-se de grande importancia, visto
que a observagdo das caracteristicas, peculiares a cada género ou espécie, proporciona

facilidades no processo de identificagdo dos fungos (RIBEIRO et al., 2010).



Em determinadas condicdes sdo capazes de produzir micotoxinas e podem causar
efeitos nocivos a saude em humanos e animais. A umidade, temperatura, periodo de
armazenamento e condicao fisica e sanitaria dos graos séo alguns dos fatores que favorecem o
desenvolvimento de fungos durante o armazenamento. Deste modo, regifes de clima quente e
umido podem exacerbar o desenvolvimento flngico e por esse motivo, as condicBes de
armazenamento dos grédos, cereais e sementes devem ser ainda mais rigorosas para evitar a
contaminac&o e o crescimento de micro-organismos (RAJEEV BHAT et al., 2010).

Fungos produtores de micotoxinas podem ser classificados, de acordo com o habitat
e 0 substrato oferecido para o seu desenvolvimento, em trés grupos: fungos de campo, que
contaminam plantas antes da colheita e podendo ser fitopatogénicos; fungos de
armazenamento: que se desenvolvem durante a estocagem dos vegetais e, fungos de
decomposicéo: alteram os alimentos tornando-os improprios para o consumo (WELKE et al.,
2009). Podem produzir metabdlitos primarios e secundarios dentre eles as micotoxinas, que
sdo formados no final da fase exponencial de crescimento.

Para ocorrer o crescimento fungico é necessario que haja uma serie de fatores, como
atividade de agua (Aw) e temperatura aumentadas, substrato adequado e interacdes
microbianas. A contaminacdo pode ocasionar reducdo na capacidade de germinacao de graos,
perda do valor nutricional e producdo de micotoxinas (TONON, et al., 1997; KELLER, et al.,
2005). A presenca de fungos na ragdo ndo significa necessariamente a presenca de
micotoxinas, entretanto, elevadas contagens flngicas sdo consideradas um indicativo da
presenca de micotoxinas no alimento (FAO, 2004; MURPHY et al., 2006; GARCIA et al.,
2009).

A prospeccdo de fungos fitopatogénicos compbem a base dos estudos para
implementar medidas de manejo integrado em area reflorestada e dentre os fungos

patogénicos associados as sementes, estdo o0s géneros: Fusarium e Alternaria e
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apodrecedores de sementes e frutos como Aspergillus e Penicillium (CAMARGO et al., 2006;
SILVA et al.,, 2008). Estes géneros sdao 0s mais importantes, os mais frequentemente

encontrados e 0s maiores produtores de micotoxinas.

3.1 Aspergilus spp.

O género Aspergillus pertence ao reino Fungi, divisdo Ascomycota, classe
Eurotiomycetes, ordem Eurotiales e familia Trichocomaceae, entre o0s quais, A. fumigatus, A.
flavus e A. niger sdo as espécies comumente isoladas em aves, mas que pode acometer
qualquer espécie, doméstica ou silvestre, assim como, em grdos utilizados como base para
alimentacédo desses animais, (TELL 2005; KIRK et al., 2008; MARINHO, et al., 2010), sendo
encontrado principalmente em material vegetal em decomposi¢do produzindo conidios
diminutos e numerosos, veiculados pelo ar, 0 que propicia a infecgdo por via a respiratoria
(ANDREATTI FILHO, 2006; KIRK et al., 2008; SPANAMBERG, 2012).

Acredita-se ao género aproximadamente 270 espécies e ampla distribuicdo mundial,
sendo disperso pelo ar em movimento ou junto a insetos, com a possibilidade de obter-se
isolados em solo, vento e agua (HEDAYATI et al., 2007; KLICH, 2007; MARIETTO-
GONCALVES et al., 2008; KIRK et al., 2008; DOS SANTOS, 2011). Além de ser um micro-
organismo saproéfito, com a maioria dos seus componentes responsaveis pela degradagdo de
polissacarideos de plantas, alguns membros do género sdo patogénicos, responsaveis por
enfermidades em animais e plantages (WARD et al., 2006; KLICH, 2007).

Aspergilose é uma infec¢do micdtica, ndo contagiosa, provocada por fungo do género
Aspergillus, sendo evidenciada frequente em aves de vida livre que sdo levadas para o
cativeiro. Esta se manifesta de duas formas: aguda, em surtos com alta morbidade
principalmente em aves jovens; e cronica afetando aves adultas. O contagio se da pela
inalacdo de grandes quantidades de elementos flngicos, encontrados em superficies de

cereais, sementes, racdes ou pode resultar de baixa resisténcia do animal (CRUZ, 2010).
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Apesar de o sistema respiratorio ser o foco primario da doenca, podem-se encontrar os fungos
afetando o sistema nervoso central, olhos e sistema digestivo. (ANDREATTI FILHO, 2006;
ANDERY, 2011; FRAGA et al. 2011).

Em condicGes ambientais favoraveis, diversas micotoxinas tem sido identificadas em
alimentos, contudo, deve-se destacar a importancia das aflatoxinas, ndo apenas pela
ocorréncia frequente, mas também pelo elevado potencial toxigénico demonstrado por elas
em aves, como o ocorrido na Inglaterra em 1960, onde 100 mil perus morreram apds
consumirem racdes que continham em sua formulacdo amendoim, causando prejuizos
econbmicos que deram inicio a Vvarias pesquisas onde encontrou-se Aspergillus flavus e
constatou-se que o fator responsavel era um grupo de compostos 0s quais receberam o nome
de aflatoxinas (TESSARI; CARDOSO, 2012).

Além das micotoxinas que este fungo produz no alimento, seu crescimento interno
pode determinar o aparecimento de lesdes dificeis de serem tratadas nos animais, podendo
causar micotoxicose, termo utilizado para descrever uma série de condicdes toxicas causada
pela ingestdo de micotoxinas. Estas sdo normalmente produzidas em graos estocados por
muito tempo em temperatura e umidade inadequadas (BENEZ, 2004; GARCIA et al., 2011).

As toxinas mais comuns associadas a doengas em aves sdo as aflatoxinas produzidas
pelo A. flavus e A. parasiticus. Existe uma série de aflatoxinas, sendo a mais comum a
aflatoxina B1, que mesmo em concentracbes muito baixas, podem causar aflatoxicose,
acometendo principalmente individuos que se alimentam continuamente de grdos como:
amendoim e milho, sementes como: alpiste e girassol, e cereais. Isso faz com que 0s passaros
gue recebem dieta a base de grdos e sementes sejam mais afetados. Sabe-se que esta toxina
pode causar mutacfes genéticas e neoplasias hepaticas, podendo haver imunossupressao

(WILLIAMS, et al., 2004; FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009).

3.2 Fusarium spp.
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O género Fusarium pertence ao reino Fungi, divisdo Eumycota, subdivisdo
Deuteromycotina, classe Hyphomycetes, ordem Moniliales e familia Moniliaceae (LACAZ et
al., 2002), é composto por mais de 50 espécies, sendo de maior importancia em sementes e
grdos as espécies com potencial fitopatogénico o Fusarium verticilioides, Fusarium
graminearum e Fusarium proliferatum.

Possui ampla distribuicdo, sdo cosmopolitas ou restritos a determinados ambientes,
ocorrem predominantemente nas regides tropicais e subtropicais ou em condic¢des de clima
frio das regides temperadas, sendo que algumas espécies apresentam intima associacdo com
0s hospedeiros (BURGESS et al., 1994; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Fusarium spp. é considerado um fungo de campo, que invade 0s gréos e sementes
durante o amadurecimento, causando danos antes da colheita (PEZZINI et al., 2005). Este
fungo é reconhecido por produzir micotoxinas que sdo metabdlitos secundarios de grande
importancia causando quadros de micotoxicoses, entre as quais destacam-se: toxicoses por
fumonisinas, zearalenona e tricotecenos. Estes vivem como saprobios no solo, 4gua e em
varias plantas, como fitopatdgenos, contaminando grande parte dos produtos agricolas e
alimentos, provocando sérios danos as lavouras, a producéo de alimentos e a satde humana e
animal (NELSON et al., 1994; RAMOS, et al., 2008).

F. verticillioides, F. proliferatum e F. subglutinans tem larga distribui¢do na natureza
e ndo ocorre somente em zonas tropicais e subtropicais, mas também, em zonas temperadas
Umidas e subumidas. F. verticillioides é a mais importante das trés espécies do género
produtora de fumonisina, uma micotoxina cancerigena que estd entre as toxinas mais
importantes quanto a seguranca alimentar. Foram identificadas 53 fumonisinas diferentes,
sendo B1, B2 e B3 de maior prevaléncia. A fumonisina B1 é a mais extensamente estudada,
mas a fumonisina B2 é mais citotoxica que a B1 (FRISVAD et al., 2007; FREIRE et al.,2007;

PITT; HOCKING, 2009; ALGARRA, 2010).
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F. graminearum esta frequentemente associado a giberela ou fusariose nos gréos
(CALORI-DOMINGUES et al., 2007), que além de causar danos a cultura, os gréos
infectados podem apresentar contaminacgao por micotoxinas (DON, ZEA e T2), podendo ser
toxicas tanto para 0 homem quanto para os animais que os consomem (IAMANAKA et al.,
2010, DRUMMOND, 2012).

Micotoxinas sdo produzidas por uma série de fungos que crescem em grdos e
alimentos. Alguns fungos crescem na propria cultura dos grdos, outros, durante sua
estocagem. As condicdes ideais para os fungos produzirem toxinas podem ser diferentes das
condi¢cdes ambientais necessarias para se multiplicarem. Portanto, muitas vezes os fungos
podem crescer sem produzir toxinas e estas podem estar presentes no alimento mesmo depois

dos fungos ndo mais se reproduzirem (GARCIA et al., 2009).

3.3 Penicilium spp.

O género Penicillium pertence a subdivisdio Deuteromycotina, classe
Hyphomycetes, ordem Moniliales, familia Moniliaceae (LACAZ et al., 2002). Possui ampla
distribuicdo na natureza, sendo encontrado em matéria organica em decomposi¢do, no solo e
como contaminantes habituais em cultivos rotineiros nos laboratorios.

Sdo geralmente considerados saprofitas e algumas espécies sdo potentes produtoras
de micotoxinas. A inalacdo de seus conidios por animais e individuos debilitados pode
desencadear uma patologia conhecida como penicilose, a qual é caracterizada por doenca
pulmonar, que pode se espalhar pelos vasos sanguineos vizinhos, disseminando-se pelo
liquido cefalorraquidiano, rins e endocardio, sendo forma disseminada, geralmente fatal
(SIDRIM; ROCHA, 2004).

Considerado o género mais diverso em termos de numero de espécies e diversidade
de habitats, sdo espécies pouco exigentes nutricionalmente, capazes de crescer em qualquer

ambiente com uma fonte de sais minerais e qualquer fonte de carbono excepto as mais
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complexas, numa gama vasta de condicGes fisico-quimicas (Aw, umidade e temperatura)
(PITT; HOCKING, 2009).

No entanto, este género também compreende algumas espécies patogénicas de
frutos (P. digitatum, P. expansum e P. italicum) (PLAZA, 2004). Muitas espécies sdo
psicrofilas, capazes de crescer a temperaturas abaixo de 0 °C, mas algumas espéecies sao
capazes de crescer até 40 °C (PITT; HOCKING, 2009) Regra geral, crescem em um regime
mais estreito de actividades de agua, apesar de existirem algumas espécies xerofilas, como o
caso notavel de P. brevicompactum, capaz de crescer abaixo de 0,80 Aw (FILTENBORG et
al., 1996).

As especies de Penicillium dominam a micoflora micotoxigénica em climas
temperados, sendo responsaveis pela producdo de micotoxinas essencialmente em cereais,
sementes e derivados de carne. Dentre elas o Penicillium verrucosum produz ochratoxina A e
citrinina; Penicillium roqueforti prouz patulina, &cido penicilico e roquefortina; Penicillium
citrinum prduz citrinina e o Penicillium viridicatum produz xantomegnina, viomeleim e
vioxantina (PITT; HOCKING, 2009; ALGARRA, 2010). Estas micotoxinas consumidas
regularmente, em quantidades minimas, causam lesdes irreversiveis nos rins, figado, cérebro e
também podem apresentar atividade teratogénica (COUNSIL, 2003).

Penicillium verrucosum, P. cyclopium e P. variable produz ochratoxina A, podendo
afetar o desempenho e bem-estar dos animais, além de ocasionar efeitos deletérios em
humanos, devido a suas propriedades nefrotdéxicas (MULLER et al., 2004; ABREU et al.,
2011; DRUMMOND, 2012).

A presenca de Penicillium spp. em géneros alimenticios variados, constitui um fator
de risco a saude animal por serem fungos potencialmente toxigénicos, que podem produzir
micotoxinas em condi¢des favoraveis de umidade e temperatura. A frequéncia de isolamento

desses géneros nas amostras de graos, cereias e sementes pode ser atribuida a manipulacao
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inadequada da matéria-prima ao longo da cadeia alimentar (VICTOR et al., 2013), portanto, o
conhecimento dos tipos de fungos contaminantes pode indicar em que condi¢fes o produto
estd estocado, fornecendo subsidios na orientacdo da estratégia adequada de armazenamento

(TANIWAKI; SILVA 2001).

4. Micotoxinas

Os principais géneros de fungos toxigénicos sdo: Fusarium, Alternaria e
Cladosporium e os de armazenamento, Aspergillus e Penicillium (RODRIGUEZ, 2010;
DRUMMOND, 2012).

Existem mais de 100 espécies fungicas micotoxigenas, que podem produzir mais de
500 diferentes tipos de micotoxinas, sendo algumas espécies produtoras de mais de um tipo
de toxina, que podem ser encontradas simultaneamente em um Unico produto, assim como
uma mesma micotoxina pode ser produzida por diferentes espécies fungicas (ROSA et al.,
2006; SIMAS et al., 2007; SKRBIC et al., 2011).

A intoxicagdo por micotoxinas pode proceder de forma direta ou indireta. A forma
direta ocorre quando o produto é diretamente utilizado na alimentacdo humana ou de animais.
Enquanto a forma indireta resulta quando subprodutos e derivados contaminados sdo
empregados. Dentre as principais micotoxinas encontradas em produtos alimenticios,
sementes e graos tém-se: aflatoxinas (B1, B2, G1, G2 e M1), fumonisinas (FB1 e B2), acido
fusarico, zearalenona (ZEA), ocratoxina A (OTA), patulina, citrinina, e tricotecenos (PITT;
HOCKING, 2009; MAZIERO; BERSOT, 2010).

Aflatoxinas sdo metabdlitos toxicos produzidos por cepas de fungos do género
Aspergillus, principalmente pelas espécies A. flavus, A. Parasiticus, A. Nomius, A. bombycis,
A. arachidicola e A. pseudotamarii (KLICH, 2007; CALDERARI et al., 2013), que podem se
desenvolver em alimentos tais como: milho, amendoim, trigo, feijdo, arroz, frutas e em racoes

para animais (FACCA; DALZOTO, 2010; SCHMIDT-HEYDT, 2010).
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Ocratoxinas sdo produzidas por espécies de fungos filamentosos dos géneros
Aspergillus e Penicillium, podendo afetar seriamente o desempenho e bem-estar dos animais,
devido a suas propriedades nefrotoxicas (MULLER et al., 2004; ABREU et al., 2011). A
toxina € produzida principalmente pelos fungos: A. ochraceus, A. alliaceus, A. Mellus,A.
Niger, P. verrucosum, P. viridicatum, P. cyclopium e P. variable (DRUMMOND, 2012).
Comumente encontrada em produtos armazenados, esta foi detectada em diversos tipos de
alimentos e bebidas, como: milho, cevada, trigo, feijao, amendoim, café, vinho, soja, centeio,
arroz, sorgo, castanha e chocolate (KUMAGAI et al, 2008; GIMENO; MARTINS, 2011,
TURCOTTE; SCOTT, 2011; COPETTI et al., 2013).

Fumonisinas sdo micotoxinas prouzidas por fungos do género Fusarium,
principalmete as espécies F. verticillioides, F. anthophilum, F. dlamini, F. napiforme, F.
nygamai, F. proliferatum e F. subglutinas (NELSON; DSJARDINS; PLATTNER, 1993).
Sendo o F. verticillioides o mais prevalente fungo e maior podutor de FB1 assocido com
alimentos pertencentes a dieta humana e animal, em especial o milho e seus subprodutos
(NELSON, 1992).

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

O consumo de alimentos contaminados com micotoxinas tem sido associado a
micotoxicoses, devido as propriedades: imunossupressoras, alergénicas, teratogénicas,

mutagénicas e carcinogénicas (GARCIA et al., 2009; KHOMUTOV et al., 2011; GARCIA et
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al., 2011). Os efeitos toxicos dependerdo da micotoxina ingerida, em concentracBes que
variam de micrograma a miligrama por quilo (ONO et al., 2004).

O efeito de uma micotoxina depende da dose e da frequéncia com que € ingerida e
pode ser agudo ou subagudo. O efeito agudo é de manifestacdo e percepcao rapidas, podendo
levar a morte, porque causa alteracdes irreversiveis, e é resultante da ingestdo de doses
geralmente elevadas. O efeito subagudo é o resultado de doses menores que provocam
distdrbios e alteracdes nos 6rgdos dos humanos e dos animais (MURPHY et al., 2006;
SHEPHARD, 2008).

E importante ressaltar que a presenca do fungo toxigénico em um substrato no
implica necessariamente a presenca de micotoxinas, pois a producdo destes metabolitos
ocorre somente sob estritas condigcbes ambientais (RODRIGUEZ, 2010). Embora ndo haja
correlacdo direta entre o crescimento fangico e a sintese de micotoxinas, a prevencdo do
crescimento de fungos conduz eficazmente o acimulo desses metabdlitos toxicos, uma vez

que elevadas contagens fangicas sdo consideradas indicativo da presenca de micotoxinas no

alimento (FAQ, 2004; GARCIA et al., 2009).

5. Importéancia da micotoxina na alimentacao de passaros

Um dos grandes entraves na criacdo de aves ornamentais em cativeiro é a oferta de
alimento que pode levar a toxemia e a obesidade provocada por uma alimentacdo
desbalanceada e rica em energia depositada no organismo como gordura. A toxemia é causada
pela ingestdo de alimentos contaminados, podendo ter consequéncias negativas sobre a
reproducdo, desencadeando doencas hepéticas e cardiovasculares, comprometendo assim, a
longevidade e a qualidade de vida das aves.

Muitas pessoas possuem grande interesse em criar aves como animais de estimacao,

sendo que dentre estes ha um destaque para passaros. O fortalecimento do vinculo humano-
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animal tem impulsionado a preocupacdo com 0 bem-estar dos animais de companhia, bem
como com a qualidade e seguranca dos alimentos destinados a estes animais
(MACWHIRTER, 2010; GAZZOTTI et al., 2015), porém muitas vezes deixam de lado
alguns cuidados necessarios com esses animais, principalmente ao manejo da alimentacéo,
onde dietas desbalanceadas aumentam a susceptibilidade a doencas infecciosas, reduzindo a
longevidade e aumentando a mortalidade destes animais (ZARDO et al.,2014).

Os problemas causados pelo desenvolvimento dos fungos nos alimentos e matérias
primas constam de grande preocupacao hoje para industria alimenticia e veterinaria, sendo
considerada uma contaminacdo mais comum que as originadas por qualquer outro grupo de
micro-organismo.

Além do milheto, outros produtos ricos em proteina, como o alpiste e 0 pain¢o, com
aplicacdo na alimentacdo animal, principalmente de passaros, devem apresentar-se sadios,
com elevada qualidade e em perfeito estado de conservagio para o consumo (CORREA, et al.,
2006). Estes podem abrigar e transportar micro-organismos ou agentes patogénicos de todos
0S grupos taxondmicos, causadores e nao causadores de doencas.

Do ponto de vista ecologico, esses agentes podem ser agrupados em organismos de
campo, onde predominam espécies fitopatogénicas, e organismos de armazenamento, com
pequeno numero de espécies que deterioram as sementes nesta fase. Os fungos englobam o
maior nimero de espécies associadas as sementes, sequidos pelas bactérias, com um namero
expressivo de representantes e os virus e nematdides, em menor nimero. Dentre os fungos
fitopatogénicos, a maioria pode ser transmitida pelas sementes de seus hospedeiros (BRASIL,
2009).

As leveduras e fungos fazem parte da biota natural das aves, sendo consideradas
comensais no trato gastrintestinal e na pele. E grande o nimero de fungos que podem ser

encontrados em excretas de aves em geral. Além da levedura, comum nestes substratos
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(GODOQY; CUBAS, 2009), ha que se destacar varias espécies de Candida e entre os fungos
filamentosos, podem ser citados Cladosporium spp., Penicillium spp., Aspergillus spp.,

Fusarium spp. (MARINHO et al., 2010).

6. Alpiste (Phalaris canariensis L.)

Esta planta anual da familia das gramineas (Gramineae), na divisdo Magnoliophyta,
da classe Liliopsida, do género Phalaris e da espécie canariensis, crescem até cerca de um
metro, suas folhas, flores e frutos sdo dispostos em pequenas espigas, assemelhando-se as do
trigo, que da pequenas sementes de aspecto brilhoso, envoltas com delicada casca lisa e
amarela dourada, consumido principalmente por passaros granivoros, como mandarins e
canarios. (ALVARADO, 2013).

E umas das espécies vegetais natural da regido do Mediterraneo, esta planta é
introduzida como fornecedora de sementes para a alimentacdo dos péssaros nas regides
tropicais e temperadas do mundo por sua capacidade de recarga enzimatica e o seu conteido
proteico (COGLIATTI, 2012).

Cultivado principalmente no Canada, Argentina e no Brasil na regido do norte e
Nordeste (FAO, 2000). Sendo o Canada lider mundial na producdo e exportagdo anual de
alpiste, sendo a semente 0 componente mais importante de misturas de alimentos em gaiolas e
racdo de passaros domeésticos por sua composicdo e caracteristicas Unicas que a torna um
cereal promissor para alimentos e usos industriais (MIRAVALLES et al., 2002; ABDEL-
AAL; HUCL, 2005; ABDEL-AAL etal., 2011; BOYE et al.,2013).

Atualmente mais de 161.874 ha de alpiste sdo cultivados no Oeste, sendo a Unica
espécie de seu género cultivado para produgdo de grdos, os outros sao utilizadas
principalmente como forrageiras (COGLIATTI, 2012; GRAJEDA et al., 2012). Esta é
considerada uma cultura menor, em comparagdo com outras espécies produtoras de gréos. Por

exemplo, ao longo da década 2000 a 2009, a producdo mundial foi 242.621 toneladas por ano,
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em comparacdo com 142.930.946 e 615.415.472 toneladas para cevada e de trigo,
respectivamente (FAO, 2011; COGLIATTI, 2012).

Os gréos de alpiste estdo disponiveis com casco peludo ou sem pelos,que podem ser
irritantes para a pele durante a colheita e manuseio nos humanos e toxicas para as aves que 0sS
consomem com pelos (ABDEL-AAL et al.,2010; COGLIATTI, 2012). A razéo pela qual os
passaros sobrevivem ao consumo de alpiste peludas, € que elas retiram os cascos antes do
consumo dos grumos. Sendo o alpiste sem pelos o mais produzido e consumido (ABDEL-
AAL et al.,2010; LI, 2011).

Com base na sua composi¢do quimica, o alpiste tem uma média de 55,89/100g de
amido, 23,79/100g de proteina, 7,99/100g de gordura bruta, 7,3g/100g de fibra dietética total,
1,89/100g de acucar soltvel e 2,3g/100g de cinzas totais em todo o grdo. A umidade deve ser
controlada até 12% em peso, para garantir as suas propriedades e manter-se isentas de micro-
organismos (BRASIL, 1993; GRAJEDA et. al.,2012; COGLIATTI, 2012; OLIVEIRA, 2015).

As sementes, como principal insumo, merecem importancia por parte de qualquer
seguimento agricola, uma vez que determinados micro-organismos principalmente
fitopatogénicos, associados a elas, podem constituir-se em fator altamente negativo no
estabelecimento inicial de uma lavoura, assim danos podem ser provocados na propria
semente, como podridao e perdas do poder germinativo, pois as sementes sdo eficientes meios

de disseminac&o e de introdugdo de patdgenos em areas isentas (BRASIL, 2009).

7. Consideracoes finais

A partir do exposto, pode-se constatar a importancia de estudar fungos e micotoxinas
em alimentos destinados a alimentacdo de passaros domésticos devido aos prejuizos que este

pode trazer, tanto na producdo como na saude animal. Entdo, deve-se evitar o favorecimento
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de condicgdes para o desenvolvimento fangico e producdo de micotoxinas, tanto na industria

como no local de criacdo, assegurando o fornecimento de um alimento de boa qualidade.
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Densidade fungica e sua agdo toxicoldgica em alpiste utilizado para alimentacéo

de passaros domésticos

Mycobiota and its action toxicological birdseed used for birds food household

Maria Liliane Ximendes Azevedo'; Maria Christina Sanches Muratori?

RESUMO

O alpiste € uma graminea rica em proteinas, com aplicacdo na alimentacdo animal
principalmente de passaros granivoros. Devido a importancia de sementes na alimentacao
dessas aves, é necessario que esse alimento tenha qualidade. Por esse motivo, a contaminagéo
fangica pode representar perdas econémicas pela alteracdo dos grdos e pela reducdo da
sanidade devido ao consumo de alimentos contaminados por micotoxinas. Com este trabalho
objetivou-se analisar a micobiota e aflatoxinas em alpiste comercializado. Para isso, foram
coletadas 20 amostras de alpiste, em cinco de lojas de racdes em Crateus, CE e em Teresina,
Pl, com 500 g cada, totalizando 40 amostras. A contagem fdngica nas amostras de Cratels
variou de 2,24 + 0,30 a 3,50 = 0,93 e em Teresina de 1,43 £ 1,00 a 2,92 £ 0,57, Aw de 0,34 a
0,50 e de 0,45 a 0,50 respectivamente, onde ndo houve diferenca significativa nas amostras
analisadas. Foram encontrados os géneros: Aspergillus spp., Alternaria spp., Chrysonilia spp.,
Claudosporium spp., Curvularia spp., Eurotium spp., Epicocum spp., Fusarim spp.,
Moniliella spp., Mucor spp. e Penicillium spp. e as espécies: Aspergillus alliaceus,
A.caespitosus, A. candidus, A. japonicus, A. niger, A. Parasiticus e A. terreus, Fusarium
proliferatum, Penicillium corylophilum, P. crustosum, P. decumbens, P. digitatum, P.
fellutanum, P. glabrum, P. italicum, P. janthinellum e P. oxalicum. Duas amostras adquiridas
em lojas de racdes em Teresina, Pl apresentaram < 5,0 ppb de AFB1. O alpiste utilizado para
alimentacédo de passaros domésticos pode possuir contaminacdo por fungos micotoxigénicos e

aflatoxina B1, sendo os teores de atividade de agua encontrados, seguros para a
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armazenagem, pois desfavorecem o crescimento fungico pré-existentes e producdo de

micotoxinas durante a estocagem e comercializacéo.

Palavras-chave: Aspergillus spp; espectrometro de massa; aflatoxina; Phalaris canariensis

L.; atividade de agua.

ABSTRACT

The birdseed is a rich grass in protein, with application in animal feed mainly granivorous
birds. Because of the importance of seed in the feeding of these birds, it is necessary that this
food has quality. For this reason, the fungal contamination may pose economic losses by
changing the grain and the reduction of health due to the consumption of food contaminated
by mycotoxins. This work aimed to analyze the mycobiota and their toxicological action
marketed birdseed. For this, they collected 20 samples of birdseed in five feed stores in
Crateus, CE and Teresina, PI, 500 g each, totaling 40 samples. They were analyzed: count,
isolation and identification of fungal species; water activity and determining the presence of
AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2 in seeds. Fungal count in Crateus samples ranged from 2.24
+ 0.30 to 3.50 £ 0.93 and 1.43 + 1.00 Teresina to 2.92 £ 0.57, Aw 0.34 to 0.50 and 0.45 to
0.50 respectively, where there was no significant difference in the samples, and the birdseed
sold in feed stores both cities. genera were found: Aspergillus spp, Alternaria spp,
Chrysonilia spp, Claudosporium spp, Curvularia spp, Eurotium spp, Epicocum spp, Fusarim
spp, Moniliella spp, Mucor spp. and Penicillium spp. and species: A. alliaceus, A. caespitosus,
A. candidus, A. japonicus, A. niger and A. parasiticus, A. terreus, F. proliferatum, P.
corylophilum, P. crustosum, P. decumbens, P. digitatum, P. fellutanum, P. glabrum, P.
italicum, P. and P. janthinellum oxalicum. Two samples purchased at feed stores in Teresina,
Pl showed trace amounts of AFB1 (<5.0 ppb). The birdseed used to power household birds

may have contamination micotoxigénicos fungi and aflatoxin B1 , and the water activity
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levels found , safe for storage because disfavor pre -existing fungal growth and mycotoxin

production during storage and marketing.

Keywords: Aspergillus spp.; mass spectrometer; aflatoxin; Phalaris canariensis L.; water

activity.

1. Introducéo

O alpiste (Phalaris canariensis L.) € uma graminea nativa do mediterraneo, cultivada em
diversas partes do mundo, principalmente em regifes de clima temperado. Suas sementes sdo
utilizadas na alimentacdo animal, principalmente de passaros granivoros, pelo elevado teor de
proteinas e lipidios (OLIVEIRA, 2015). Sdo comercializados em embalagens que contenham
apenas os graos ou em formulacdes com adicdo outros grdos como: milho, semente de
girassol, linhaga e outros cereais.

Durante a producédo das sementes de alpiste, a planta pode ser acometida por fungos
micotoxigenos até o ponto de maturacdo fisiologica. Esses micro-organismos podem
permanecer viaveis nas sementes durante o armazenamento, que podem causar prejuizos tanto
no rendimento quanto na qualidade das sementes (SILVA; SANTOS; GOMES, 2014).

Do ponto de vista sanitario, ndo existem limites claros a cerca da presenca de fungos
toxigénicos em alimentos e ragdes que prejudiquem a saude dos animais. Contudo, busca-se o
mais baixo nivel de contaminacao fangica para graos estocados. Entretanto, isso nem sempre
é possivel, uma vez que a qualidade das sementes € influenciada pelas condic¢des climaticas
sob as quais foi produzida e armazenada. Essas condigdes variam de ano para ano, de regido
para regido, assim como para diferentes épocas de semeadura e ciclo da cultura (BRASIL,

2009).
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Devido a importancia de sementes na alimentacdo de passaros em cativeiro €
necessario que esse alimento chegue as aves com seguranca e qualidade. Por esse motivo, a
contaminacéo fungica pode representar perdas econdmicas pela alteragdo dos graos e também
pela reducéo da sanidade devido ao consumo de alimentos contaminados por micotoxinas. Os
fungos filamentosos sdo micro-organismos frequentes em alimentos de origem vegetal devido
ao contato com o ambiente durante o cultivo e posteriores contaminagdes apds a colheita,
transporte, beneficiamento e armazenamento (SANTOS et al., 2013).

Os fungos presentes nos gréos, cereais e sementes sdo classificados conforme suas
exigéncias de agua em dois grupos: fungos de campo e fungos de armazenamento. Os
primeiros colonizam as sementes ainda no campo e necessitam de elevada umidade relativa
do ar (90%) e elevados teores de dgua (20% a 21%) para o seu desenvolvimento.Seus géneros
predominantes sdo: Alternaria spp., Cladosporium spp. e Fusarium spp. Outros géneros
requerem umidade, entre 13 e 18% para crescimento, sendo classificados como fungos de
armazenamento, sendo frequentes em graos estocados predominantes sdo: Alternaria spp.,
Cladosporium spp. e Fusarium spp. Géneros também quanto aos fungos de armazenamento
requerem umidades, entre 13 e 18%. Nesse grupo, encontram-se 0s géneros Aspergillus spp. e
Penicillium spp. Rhizopus spp. € Mucor spp. (PINTO, 2005; BRASIL, 2006; PITTINER et al.
2007; FREIRE et al., 2007).

Os géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium séo os fungos mais frequentemente
encontrados em alimentos, sendo que sua presenca apresenta importancia especial por serem
produtores de micotoxinas. Estas substancias sdo produtos do metabolismo secundério de
fungos toxigenos, que possuem efeitos carcinogénicos, teratogénicos e imunossupressores,
podendo causar convulsGes, alucinagfes e hemorragias em animais e seres humanos que
consomem alimentos contaminados. Além disso, os fungos sdo capazes de utilizar diversos

tipos de nutrientes dos cereais, devido a capacidade de sintetizar enzimas como amilases,
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pectinases, proteinases e lipases e com isso alteram a qualidade nutricional dos alimentos
(VECCHIA; FORTES, 2007; MADIGAN et al., 2010; CARDOSO FILHO et al., 2011).

As principais micotoxinas encontradas em alimentos sdo: aflatoxinas (B1, B2, G1,
G2 e M1), acido fusarico, fumonisinas (B1 e B2), ocratoxinas (A, B e C), patulina, citrinina,
zearalenona e tricotecenos (MAZIERO; BERSOT, 2010). Dentre estas, as aflatoxinas séo as
mais prevalentes e biologicamente ativas (CARDOSO FILHO; MURATORI, 2011), séo
encontradas em grande numero de alimentos e ragdes, sendo ainda termoestavel e de dificil
inativacdo, onde atualmente ndo existem métodos economicamente viaveis para sua remogao
(RAMOS et al., 2008; HASSAN et al., 2010).

A atividade de 4gua (Aw) € um dos parametros mais importantes na conservacao de
alimentos por possibilitar a quantificacdo da disponibilidade de agua livre, suscetivel a
diversas reacdes, principalmente ocasionadas por fungos. Nesses termos, em valores elevados
pode favorecer a deterioracdo dos alimentos. No caso de um substrato que apresente baixa
idices de atividade de agua, ha interrupcdo do metabolismo dos micro-organismos presentes,
inibindo o seu desenvolvimento ou reproducdo (GARCIA, 2004; SABLANI et al., 2007).

De um modo geral, a maioria da populacdo adquire alpiste para aves domésticas em
lojas que comercializam racGes. Quando sdo comercializadas a granel, as sementes ficam
disponiveis apds abertura de sua embalagem de origem as condi¢fes ambientais. Dessa
maneira, ficam sujeitas a0 aumento da atividade de agua e a manipulagdo do consumidores e
vendedores antes da compra. Esta pratica possibilita ainda, que os alimentos entrem em
contato com propéagulos fangicos presentes no ambiente. Por esse motivo, devido grande
demanda na utilizacdo das sementes na alimentacdo de passaros em cativeiro e por ndo haver
estudos sobre a possivel contaminagdo flangica neste produto, objetivou-se analisar a
micobiota e a presenca de aflatoxina em alpiste utilizado para alimentacdo de passaros

domeésticos.
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2. Material e Métodos

As amostras de alpiste foram obtidas em cinco lojas comerciais dos municipios de
Crateus, CE e de Teresina, Pl, escolhidas aleatoriamente. Em cada loja foram coletadas 10
amostras de alpiste, comercializadas a granel, com 500 g cada. Quinze dias ap0s, procedeu-se
nova coleta de 10 amostras nas mesmas cinco lojas. Deste modo, foram coletadas um total de
40 amostras.

Estas amostras foram transportadas em sacos plasticos e encaminhadas ao
Laboratorio de Controle Microbiologico de Alimentos do Nucleo de Estudos Pesquisas e
Processamento de Alimentos (NUEPPA) do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Federal do Piaui (UFPI) para contagem, isolamento, identificacdo da micobiota
fangica e atividade de agua. Em seguida, sub amostras de 25g foram encaminhadas para o
Laboratorio de Geoquimica Organica (LAGO) da UFPI para determinacdo da presenca de
AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 nas sementes.

O procedimento de contagem fangica foi iniciado com a transferéncia asséptica de
uma porcdo de 25¢g para frasco com 225 mL de agua peptonada a 0,1% esterilizada para a
dissolucdo 10, em seguida, foram preparadas mais duas dissolugées consecutivas até 10

As inoculacdes foram realizadas em duplicata, transferindo-se aliquotas de 0,1mL, de
cada uma das dilui¢des, para superficie de placa de Petri com meio de cultivo Dichloran Rose
Bengal Cloranfenicol (DRBC) (PITT; HOCKING, 2009). As placas de DRBC foram
incubadas a 25°C por sete dias, em auséncia de luz. As contagens fungicas foram realizadas
nas placas que apresentaram entre 10 a 100 unidades formadoras de colonia por grama
(UFC/g) (DALCERO et al., 1997). Ap0s a contagem, as colénias fungicas foram identificadas
guanto ao género pelas caracteristicas macroscopicas e microscopicas, as mesmas foram
repicadas em tubos contendo Agar extrato de malte (MEA) e levados para estufa a 25 °C por

sete dias para posterior identificacdo das espécies.
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As colbdnias fungicas pertencentes ao género Aspergillus spp.foram identificadas
utilizando as chaves de identificacdo descritas por Klich e Pitt(2002), baseadas na semeadura
em trés meios basicos: Czapek yeast extract agar (CYA a 25° C e 37° C); malt extract agar
(MEA a 25° C) e Czapeky yeast extract agar 20% sucrose (CY20S a 25° C).

A partir de cada cepa, foi preparada uma suspensdo de conidios em 0,5 mL de meio
constituido de 0,2% de agar-agar e 0,05% de Tween 80TM, em seguida foi distribuida em
tubos de hemdlise previamente esterilizados. A seguir, a agulha de platina foi introduzida na
suspensdo de conidios que foi inserida em trés pontos equidistantes de placas contendo CYA,
MEA e G25N. Estas placas foram incubadas por sete dias.

Para a identificacdo de Penicillum spp., as col6nias foram cultivadas em agar CYA
em 5, 25 e 37° C, MEA a 25° C e 25% de agar nitrato de glicerol (G25N) a 25° C. Todas as
placas foram incubadas por sete dias. Cada cepa foi identificada de acordo com os metodos
fornecidos por Pitt (1988), onde foram observadas as estruturas micromorfoldgicas e as
caracteristicas macroscopicas das coldnias (diametro, textura, forma, aspecto da superficie e
do reverso, pigmentacdo dos conidios e pigmento soltvel, producéo e cor de exsudado).

Coldnias suspeitas do género Fusarium spp. foram transferidas para agar carbation
leaft (CLA). A identificacdo dos conidios foi realizada pelo método de diluicdo em placa, com
isolamento pelo método recomendado por Booth (1971). A suspensdo conidial foi inoculada
em placa contendo agar 1,5% e incubada em temperatura ambiente por 16 a 18 horas.
Decorrido este tempo, os conidios foram identificados por microscopia, transferidos com uma
agulha para placas contendo CLA e Batata Dextrose Agar e incubados em temperatura
ambiente por sete a 14 dias. As colbnias foram identificadas por microscopia e macroscopia,
segundo a chave taxondmica de Nelson et al. (1983).

A atividade de agua (Aw) foi determinada utilizando higrémetro (Autom, Aw43). De

cada amostra foram retiradas por¢des individuais com aproximadamente 10g colocadas em
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depdsito plastico proprio do aparelho. Apds acoplamento do deposito e estabilizacdo de
aproximadamente 30 minutos, foi realizada a leitura direta no painel. Os procedimentos
utilizados foram realizados conforme as instrucBes descritas no manual de operacdo do
aparelho. Essa técnica é originaria da medida de umidade relativa aprovada pelo AOAC
(2005).

A extracdo das aflatoxinas contidas no alpiste foi realizada utilizando a metodologia
recomendada pela AOAC (1998) conforme segue: 25g de alpiste foram moidos e
homogeneizados com 125 mL de solucdo metanol: dgua (60:40) em liquidificador doméstico
por trés minutos. Posteriormente o homogeneizado foi filtrado em papel de filtro Whatman n°
04 (Whatman, Inc., Clifton, New Jersey, E.U.A.). Uma aliquota de 25 mL do filtrado foi
transferido para um funil de separacdo de 125 mL e extraido trés vezes com 10 mL de
cloroférmio. A fracédo cloroférmica foi recolhida em Erlenmeyer de 150 mL, seco com sulfato
de sodio anidro e transferido para baldo de fundo redondo de 50 mL e rotaevaporado até
secura. O extrato seco foi ressuspenso em 1500 pL. de metanol com auxilio de ultrassom,
filtrado em filtro denylon de 0,22 um para vial de vidro e armazenado em frezzer doméstico
até a realizacdo das analises cromatograficas. As separagdes cromatograficas foram
realizadas, de acordo com Diaz et al. (2012) com algumas modificacdes, em um UFLC
Shimadzu, equipado com uma coluna XR-ODS 50mm x 2.0 mm i.d., tamanho de particula de
2,2 um. Temperatura do forno mantida a 40 °C. A fase movel empregada constituiu-se de
Agua (Grau LC-MS), contendo 0,1 % de acido formico (v/v; eluente A) e Metanol (Grau LC-
MS) contendo 0,1 % de &cido formico (v/v; eluente B). O fluxo empregado foi de 200 uL/min
e o gradiente foi programado de acordo com a Tabela 1. 10 puL das amostras e padrbes foram

injetados, com auxilio de um auto injetor (SIL-20A HT).

Tabela 1. Gradiente empregado no UFLC

Tempo (min) % B
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0 30

2 30
7 75
12 75
12,01 30
16 30

Os cromatogramas foram monitorados por espectrometro de massas Bruker
(micrOTOF QII) equipado com uma fonte de ionizacdo por eletronspray (ESI), no modo
positivo, utilizando nitrogénio como gas de nebulizacdo. A pressdo do nebulizador foi
ajustada para 40 psi, o fluxo do géas de secagem foi ajustado para 8,0 L/min e a temperatura do
gas de secagem ajustado em 300 °C. A voltagem do capilar foi ajustada para 4.500 V. A
calibracdo do espectrémetro foi realizada com auxilio de formiato de sédio na faixa de 50 a
900 Da. A curva padréo foi construida em diferentes niveis de AFB1, ABB2, AFG1 e AFG2.
A quantificacdo da toxina foi determinada pela correlagédo das alturas dos picos do extrato da
amostra com o da curva padrdo (BRUKER DALTONICS, 2011), utilizando o software
Compass Data Analysis (\Versédo 4.1, Bruker).

O experimento foi desenvolvido em esquema inteiramente casualisado com fatorial 2
X 5 x 2 (dois municipios, cinco estabelecimentos, duas coletas), com duas repetices
representadas por amostras de 500 g de alpiste. Os resultados quantitativos (contagem de
fungos) foram transformados em ndmeros logaritmos para analise de variancia e correlacéo,

com significancia de (P<0,05).
3. Resultados e Discussao

O teor de atividade de 4gua das amostras de alpiste variou de 0,34 a 0,50 em Crateds
e 0,45 a 0,50 em Teresina, embora esse parametro ndo conste na legislacdo vigente, que so
estabelece limites para umidade (BRASIL, 1993), os teores de Aw obtidos ndo favorecem o
desenvolvimento fungico. Estes micro-organismos necessitam de teores maiores de 0,60 para

sua multiplicacdo (GARCIA, 2004; IAMANAKA et al., 2010). Por esse motivo os teores
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encontrados em alpiste sdo seguros para a armazenagem, pois desfavorecem o crescimento
fangico pré-existentes.

Nas amostras de alpiste avaliadas pode-se observar contaminacao fungica semelhante
(Tabela 2) nas lojas de racdes de Crateus, CE e de Teresina, PI, (P>0,05), demonstrando que
estes graos sao susceptiveis a contaminacdo fungica. Possivelmente, essa contaminacdo foi
proveniente da matéria-prima, porém também pode estar associada as precarias condicfes
higiénico-sanitarias das lojas comerciais, pela exposi¢do da embalagem aberta a: manipulacéo
no momento da venda, proximidade com outras mercadorias e animais e as condigdes
ambientais da loja de um modo geral.

Tabela 2.Contagem de fungos em alpiste comercializada a granel em lojas de ra¢fes

de Crateus, CE e de Teresina, Pl

Lojas de Crateus, CE Teresina, Pl
ragbes (UFC/g em logyo®*D)* (UFC/g em logyo®*D)*
Loja 01 2,24 + 0,30 1,60+1,12

Loja 02 3,06 £ 0,45 1,47 +1,00

Loja 03 3,30 + 0,66 2,17 £ 0,32

Loja 04 2,91 +£0,30 2,74 +£0,49

Loja 05 3,50 +£0,93 2,92 +0,57

UFC/g em log,™*": unidades formadoras de coldnias por grama, em logaritmos da base dez, acrescentados de
uma unidade. *(P>0,05).

As lojas que comercializavam ragBes eram parecidas quanto as instalacbes e
disponibilizagdo dos produtos para venda. A estrutura fisica era antiga e o teto revestido por
telhas sem forro. A area de comercializacdo era ampla sem divisGes, repleta de mercadorias
variada: sementes, defensivos agricolas, animais, artigos para jardinagem, medicamentos
veterinarios e acessorios para pequenos animais. O piso era revestido por cimento liso e
alguns lugares com ceramica. As areas de acesso as lojas eram abertas, permitindo livre

circulagdo de pessoas e animais domésticos.
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Pode-se verificar na tabela 2 que os valores médios de contaminagédo fungicas das
amostras de alpiste variaram de 1,47 a 3,30 UFC/g em valores logaritmicos. Devido a escassa
literatura existente referente a contaminacdo fangica em alpiste, observou-se em trabalho
realizado por Pittner et al. (2007) com amostras de derivados de milho do Estado do Parand,
todas as amostras apresentaram valores inferiores a 1,70 UFC/g em log 10 de fungos. Assim
como de Alhadas et al. (2004) trabalhando com fuba comercializados em Curitiba, valores
inferiores quando comparados com os obtidos nas amostras de alpiste em Crateus e proximos
aos encontrados em Teresina. Valores proximos foram encontrados por Cardoso Filho et al.
(2011) em amostras de farinha de milho em Teresina, Pl, variando de 2,90 a 3,37 UFC/g em
log 10. Costa e Zanella (2012) em estudo realizado com derivados de milho como a farinha de
milho em Mato Grosso, obtiveram resultados variando de 0,70 a 1,00UFC/g e no fuba de
milho variando de 0,70 a 1, 90 UFC/g em log 10.

Nas amostras de alpiste analisadas foram observados géneros de fungos considerados
como de campo: Alternaria spp., Cladosporium spp. e Fusarium spp e também de
armazenamento Aspergillus spp. e Penicillium spp. Rhizopus spp. e Mucor spp. (Tabela 3),
conforme classificagcdo de Pinto (2005); Brasil (2006); Pittiner et al. (2007); Freire, et al.,
2007. Esses resultados reforcam que a contaminacdo fungica presente nas amostras de alpiste
é préxima as que foram obtidas pelos pesquisadores em milho e derivados, provavelmente por
também o alpiste ser um cereal exposto as mesmas condi¢des de contaminagdo inicial durante
0 cultivo e armazenamento.

Tabela 3. Fungos filamentosos isolados de em alpiste comercializados em lojas de

racOes de Crateus, CE e Teresina, Pl

Género Fangico NUmero de isolados Ocorréncia N (%)
Crateus, CE Teresina, Pl
Penicillium spp. 04 21 25 (25,8)
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Aspergillus spp. 13 10 23 (23,7)

Cladosporium spp. 06 04 10 (10,4)
Fusarium spp. 03 06 09 (9,4)
Mucor spp. 06 01 07 (6,7)
Moniliella spp. 05 01 06 (6,2)
Eurotium spp. 03 03 06 (6,2)
Alternaria spp. 03 01 04 (4,3)
Rhizopus spp. 03 - 03 (3,0)
Chrysonilia spp. 02 - 02 (2,3)
Epicoccum spp. - 01 01 (1,0)
Curvularia spp. 01 - 01 (1,0)
Total 49 48 97 (100,0)

Os géneros prevalentes isolados nas amostras comercializadas tanto em Cratels
como em Teresina foram: Penicillium spp., Aspergillus spp., Cladosporium spp. e, Fusarium
spp. Penicillium spp., Fusarium spp. e Aspergillus (tabela 3) também séo prevalentes em
pesquisas realizadas no Brasil com amostras de milho nas mais variadas formas de
apresentacdo comercial, descritos por Pittiner et al. 2007; Marques et al. 2009; Ramos et al.
2010; Cardoso Filho et al. 2011; Stefanello et al., 2012; Costa e Zanella 2012. Assim como
nas amostras de alpiste, Bento et al. (2012) também isolaram nas amostras de milho:
Cladosporium, Epicoccum, Rhizopus e Curvularia. A predominancia destes géneros
observados pode estar relacionada a fatores abioticos como temperatura e umidade relativa
favoraveis, além do teor de 4gua nos graos.

As espécies isoladas nas amostras de alpiste foram identificadas pertencentes aos
géneros Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp., que estdo apresentadas na tabela

4.
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Tabela 4. Espécies isoladas em alpiste comercializados em lojas que comercializam rag@es em Cratels, CE e Teresina, Pl

Lojas CrateUs, CE Teresina, Pl
Aspergillus Penicillium Fusarium Aspergillus Penicillium Fusarium
1 A. caespitosus (1) F. proliferatum (1) A. japonicus (1) P. corylophilum (1) F. proliferatum (1)
P. glabrum (1)
P. oxalicum (1)
2 A. caespitosus (1) P. oxalicum (1) A. alliaceus (1) P. corylophilum (2) F. proliferatum (1)
A. parasiticus (1) A. niger agregados (1) P. janthinellum (1)
3 A. candidus (1) P. fellutanum (1) F. proliferatum (1) A. japonicus (2) P. decumbens (1) F. proliferatum (1)
P. digitatum (1)
P. oxalicum (1)
4 A. alliaceus (2) A. candidus (1) P. corylophilum (1) F. proliferatum (1)
A. candidus (1) A. japonicus (1) P. crustosum (1)
A. japonicus (1) P. decumbens (2)
A. terreus (1) P. italicum (1)
P. janthinellum (1)
P. oxalicum (1)
5 A. caespitosus (1) P. decumbens (1) F. proliferatum (1) A. alliaceus (1) P. crustosum (1) F. proliferatum (2)
A. candidus (1) P. glabrum (1) A. candidus (1) P. fellutanum (1)
A. japonicus (1) A. japonicus (1) P. glabrum (1)
A. niger agregados (1) P. italicum (1)
P. janthinellum (1)
Total de 13 04 03 10 21 06
isolados
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Aspergillus spp. € amplamente distribuido na natureza, particularmente na vegetacao
em decomposicao e no solo. Em condicdes favoraveis de temperatura e umidade, essas cepas
podem produzir micotoxinas em alimentos, podendo causar patologias nefrotoxica,
hepatotdxica, carcinogénica, quando ingeridas (BAU etal., 2005; BENNET, 2010). Pode-se
verificar a presenca deste género em todas as amostras de alpiste (Tabela 4), essa
contaminagdo pode ter ocorrido nas diferentes etapas da sua obtencdo, ou seja, desde a
producdo, estocagem até a exposicdo a venda nas lojas que comercializam racgdes. Deste
modo, é importante que os comerciantes realizem controle de umidade e temperatura nos
locais em que estocam e expdem as ragcOes para venda.

Neste estudo, sete espécies de Aspergillus foram identificadas nas amostras
analisadas (Tasbela 4). Onde A. niger agregados e A. parasiticussdo potencialmente
produtores de AFB1 e AFB2, em milho, arroz, soja e amendoim (FOOD INGREDIENTES
BRASIL, 2009; SOARES; et al., 2013). Espécies também isoladas por Cardoso Filho et al.
(2011) em estudo com farinha de milho em Teresina, Pl. Outra espécie isolada nas amostras
de alpiste foi o A. alliaceus, que juntamente com o A. niger agregados sdo potenciais
produtores de ocratoxina A, sendo comumente encontrados em cereais e leguminosas
(MAGNOLLI et al., 2007). Recentemente demonstrou-se que A. niger agregados também pode
produzir fumonisina B2, o que aumenta o risco de contaminagdo em produtos armazenados
(FRISVAD et al., 2007; ABRUNHOSA et al., 2011).

A. terreus e A. candidus que foram isolados nesta pesquisa (Tabela 4) podem ser
relacionados a producdo de citrinina e A. terreus comoprodutor de patulina. Estes sdo
comumente encontrados no solo, adubo, grdos, farinha, feno, compostagem e poeira, com
distribuicdo mundial e prevalente em climas mais quentes, tais como as regides tropicais e

subtropicais (KRYSINSKA-TRACZYK;DUTKIEWICZ, 2000).Alves, et al. (2014), em
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estudo com racdes para aves em Teresina, Pl observou a presenca das espécies A. candidus, A.
terreus e A. niger agregados as mesmas foram observadas em alpistes nos municipios
estudados. Assim como Fraga et al. (2007) analisaram amostras de milho e de ra¢des para
aves no Rio de Janeiro e encontraram A. candidus,A e niger agregados. A presenca das
especies de Aspergillus nas amostras indica que as embalagens abertas expostas a venda
devem ser protegidas condic6es climaticas que possibilitem ao crescimento desses fungos.

O género Fusarium possui fungos classificados principalmente como de campo, que
contaminam as plantas e producdes agricolas, que invadem o0s gréos, cereais e sementes no
campo durante e apds a colheita, do transporte ao armazenamento (GOMES, 2003;
ALHADAS et al., 2004). Como as amostras apresentaram Aw considerada segura para o
armazenamento, a contaminacdo por Fusarium spp. pode ter ocorrido ainda no campo, o que
justifica a incidéncia desse género.

Segundo Pinto (2005), entre os fungos de maior importancia que atacam a cultura do
milho, encontram-se os do género Fusarium, ndo s6 por causarem doengas em plantas, mas,
também, devido ao fato de algumas espécies produzirem micotoxinas. Nas lojas pesquisadas
de ambos os municipios foi observado a presenca F. proliferatum que esta relacionada
aproducdo defumonisinas Bl, B2, B3, B4, Al e A2 e acomete o milho, trigo e arroz.
(SOARES et al., 2013). Podendo ser considerada fitopatogénicas ao milho em todos o0s
estadios de desenvolvimento da planta (SOUSA et al., 2007).

Penicillium spp. é disperso facilmente, além de ser responsdvel pelo
comprometimento da saude de humanos e animais, visto que é o causador de severas
micotoxicoses, alergias e contaminac@es do ar, estando associados a produgdo de micotoxinas
termoestaveis (SAMSON; FRISVAD, 2004).Neste estudo, foram identificadas nove espécies
de Penicillium, dente elas P. corylophilum, P. oxalicum e P. decumens foram as mais

frequente, seguidas por P. janthinellum, P. glabrum,P. crustosum (produtor de Penitrem A)e
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P. fellutanum (Tabela 4). Keller (2009) em estudos de racfes a base de milho e aveia no Rio
de Janeiro, observou em maior frequéncia as espécies P. corylophilum e P. fellutanum. Sendo
P. fellutanum eP. oxalicum também isolados em menor frequéncia por Cardoso Filho, et al.
(2011) em amostras de milho em Teresina, Pl. Em geral, grande variedade de espécies deste
género, tem sido isolada de diferentes racGes para animais (MAGNOLI et al., 2005; ROSA et
al. 2006).

Foram identificados valores inferiores a 5,0 ppb de AFB1 em duas (5,0%) das
amostras de alpistes coletadas no municipio de Teresina, nestas mesmas amostras isolou-se
Aspergillus spp., Fusarium spp. e Penicillium spp. A incidéncia desses géneros e a producéo
de aflatoxinas nas amostras de alpiste, pode ter ocorrido da infeccdo advinda no campo.
Evidenciado pelo manejo inadequado das sementes, observado pela condicdo fisica das
sementes com a ocorréncia principalmente de sementes quebradas e abertas que pode ter sido
ocasionado por danos mecanicos provocados pelo descuido na colheita e por infestacdo de
insetos, podendo servir como porta de entrada para esses fungos e consequentemente
micotoxinas.

No Brasil, o limite maximo permitido pelo MAPA para aflatoxinas B1, B2, G1 e G2
em qualquer matéria prima a ser utilizada diretamente ou como ingrediente para racoes
destinadas ao consumo animal é de 50 pg.kg™ (50 ppb) (BRASIL, 1988). Assim as sementes
estudadas apresentaram contaminacgdo inferior, estando aptas ao consumo por passaros em
cativeiro. Ramos et al. (2008) verificaram que os grdos de milho colhidos apresentavam
concentracdes de aflatoxinas com niveis que variaram de 0 a 277,8 ug.kg™ de B1, de 0,7
ug.kg™t a 14 pg.kg™* de B2, de 0 a 34,1 ug.kg™ de G1, e ndo foi detectada a aflatoxina G2.
Bento, et al. (2012) em amostras de milho em Mato Grosso, verificaram a presenca de niveis

de aflatoxina abaixo do limite aceitavel pela legislacéo.
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Diversos trabalhos realizados no Brasil e no exterior demonstraram um elevado
namero de amostras de milho contaminadas com micotoxinas, sendo as fumonisinas e
aflatoxinas de maior ocorréncia (KAWASHIMA; SOARES, 2006; KUMAR et al., 2008).
Entretanto, a contaminacéo do alpiste por fungos e micotoxinas € precariamente relatada, por
esse motivo, é necessario pesquisar formas profilaticas para reduzir a presenca de fungos
micotoxigénicos, que podem afetar a sanidade de passaros domésticos.

Portanto, a existéncia desses fungos isolados nas amostras de alpiste pode ser fator
de preocupacdo para o0 consumidor, pois as espécies isoladas podem ser associadas a
qualidade sanitaria e estes fungos podem serresponsaveis por perdas do valor nutricional dos
alimentos e enfermidades quando produtores de micotoxinas como aflatoxinas. As condicdes
de venda das sementes nas lojas de racdes pesquisadas podem ter favorecido a presenca das
espécies isoladas nas amostras, deste modo, medidas higiénicas devem ser aplicadas nos
ambientes para reduzir a contaminagdo, os manipuladores deveriam ser treinados em boas
praticas de higiene e os consumidores esclarecidos quanto a possibilidade de contaminar os
alimentos pela manipulacdo durante a compra, na compra de sementes e racOes
comercializadas a granal e a importdncia do armazenamento de sementes e racOes para

qualidade de vida de passaros em cativeiro.

4. Conclusao
O alpiste utilizado para alimentacdo de péassaros domésticos pode possuir
contaminacgdo por fungos micotoxigénicos e aflatoxina B1, sendo os teores de atividade de
agua encontrados, seguros para a armazenagem, pois desfavorecem o crescimento fungico

pré-existentes e producdo de micotoxinas durante a estocagem e comercializacao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Acdes eficientes, trabalho intenso de esclarecimento da responsabilidade de produtores,
transportadores, distribuidores, comerciantes de lojas e ra¢des, contribuirdo para a diminuicao da
exposicdo dos passaros ao consumo de alpistes contaminados por fungos e aflatoxinas e,
consequentemente, diminuicao dos riscos a satde. Alem de proporcionar subsidio adequado para
elaboracdo de normas legais, especificas e modernas, quanto a tolerancia de animais, quando
expostas a estas toxinas.

Medidas higiénicas devem ser aplicadas nas lojas de ragdes para reduzir a
contaminagdo, os manipuladores deveriam ser treinados em boas praticas de higiene e 0s
consumidores esclarecidos quanto a possibilidade de contaminar os alimentos pela manipulacéo
durante a compra, na compra de sementes e racGes comercializadas a granal e a importancia do

armazenamento de sementes e racOes para qualidade de vida de passaros em cativeiro.
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