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destinadas para calopsitas (Nynphicus hollandicus)
no Rio de Janeiro, Brasil

Felipe Braz Nielsen Koptcke', Nathalia Dutra Knust?, Thiago Teixeira Moraes?®, Marcos Aronovich*, Victor Moebus Farias®,
Leonardo de Assungéo Pinto', Luiz Antonio Moura Keller®

Resumo

Ragbes comerciais possuem ingredientes que variam de acordo com o valor nutricional que se quer conferir ao produto final e a
espécie para qual se destina. Apesar das possibilidades de variagdes, cereais e gréaos sdo a matéria prima de qualquer racao.
Contudo, sédo altamente susceptiveis as micotoxinas. Considerando a matéria prima como a principal fonte de contaminagéo
fungica, o objetivo desta proposta foi avaliar a contaminagao em potencial por fungos e suas micotoxinas em ragdes oferecidas
para aves ornamentais do género Nynphicus hollandicus. Para o presente estudo, foram adquiridas ragdes de marcas comerciais
para o consumo por aves ornamentais. As amostras foram adquiridas ao longo de seis meses, visando a obtengéo de lotes
diferentes, totalizando 35 amostras de rac¢des ao todo. Para as analises micoldgicas foram utilizados os meios de cultura DG18,
DRBC e DCPA para contagem fungica e o meio MEA para isolamento e identificagdo dos fungos encontrados. A determinagao
de micotoxinas foi realizada através de testes imunoenzimaticos com confirmagao por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O
resultado da contagem de unidades formadoras de col6nias é sugestivo de uma atividade fungica elevada, ja que as amostras

apresentaram apenas a contagem de Fusarium spp. dentro do limite preconizado.
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Introdugao

A contaminacédo fungica e de micotoxinas em racbes € um
problema que afeta o0 agronegdcio. As matérias primas utilizadas
podem diretamente constituir a ragao, ou podem passar por um
processo de mistura. A contaminagéo pode ocorrer antes, durante
ou apos o processamento da matéria prima, advinda de diversas
fontes de contaminagéo (processamento, armazenamento e
manuseio das matérias primas). Frequentemente a qualidade
das matérias primas comercializadas € inferior ja que sao
destinadas a alimentagao animal (KELLER et al., 2013).

Acriacéo de diversas marcas de dietas para aves vem com o objetivo
de acrescentar qualidade e inovagao para alimentar esses animais. A
avaliagdo da qualidade dos ingredientes e uma dieta balanceada sao
importantes para preservar a saude desses animais. Considerando
conjuntamente a manutencéo de suas necessidades nutricionais e
demandas basicas (KELLER et al, 2012).

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos produzidos
por fungos que podem causar efeitos nocivos em humanos e
animais. As principais micotoxinas de importancia agroeconémica
e médica sdo as aflatoxinas (AFLs), ocratoxina A (OTA),
zearalenona (ZON) e fumonisinas (FBs) (SCUSSEL et al., 1988).

As AFLs sdo um grupo de metabdlitos secundarios toxicos
produzidos por diversas espécies do género Aspergillus,

destacando-se Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e
Aspergillus nominus. Os fungos produtores de AFLs podem
crescer em determinados alimentos e ragdes, sob circunstancias
favoraveis de temperatura e umidade podendo gerar AFLs
antes ou durante a colheita e durante o armazenamento da
matéria prima.

Ocratoxinas sdo metabdlitos toxicos produzidos por diversas
espécies de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium,
destacando-se Aspergillus ochraceus e Penicillium verrucosum
como principais produtores. Compreendem um grupo de sete
compostos dos quais destaca-se a ocratoxina A (OTA) ja que esta,
frequentemente é encontrada como contaminante em alimentos.
O crescimento e desenvolvimento desses fungos esta relacionada
ao clima tropical, assim como a producdo de OTA e, em aves, 0s
efeitos da OTA séo nefrotoxicos e hepatotdxicos (MARTH, 1992).

A zearalenona é uma micotoxina produzida principalmente por
espécies do género Fusarium, como Fusarium graminearum,
F. culmorum, F. equiseti F. moniliforme. E uma micotoxina
comumente encontrada como contaminante por todo o mundo,
presente em diversos tipos de cereais.

As fumonisinas consistem num grupo de substancias toxicas
produzidas por fungos da espécie Fusarium (moniliforme)
verticillioides. Neste grupo estdo a fumonisina B1 (FB1),
fumonisina B2 (FB2), fumonisina B3 (FB3), fumonisina B4
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(FB4), fumonisina A1 (FA1), fumonisina A2 (FA2) e fumonisina
C (FC). Destas destacam-se a FB1, FB2 e FB3 devido a sua
alta toxicidade (LEITAO, et al. 2016).

Avaliar a presenga de micotoxinas em ragdes animais € de
extrema importancia, porque estas podem levar a diversas
patologias, principalmente, a oncogénese. O foco desse estudo
é avaliar a contaminagdo em potencial por fungos e suas
micotoxinas em ragdes oferecidas para aves ornamentais.

Materiais e Métodos

Da amostragem foram consideradas coletas a partir da sele¢édo
de marcas comerciais representativas de indicagéo de consumo
por aves da espécie Nymphicus hollandicus, popularmente
conhecidas como calopsitas. As amostras foram adquiridas,
ao longo de seis meses, para obtencéo de lotes diferentes,
tendo as embalagens sido acondicionadas e transportadas sob
refrigeracéo. Ao todo foram coletadas 35 amostras de diferentes
ragOes foram obtidas, compreendendo trés lotes diferentes.

As amostras foram encaminhadas aos laboratérios do Nucleo
de Toxicologia e Sanidade Animal da Universidade Federal
Fluminense e Centro de Pesquisa em Alimentos Qualidade de
Alimentos do Estado do Rio de Janeiro (CEPQA/PESAGRO-RJ)
em até 24h, onde foram imediatamente processadas para as
analises. Para obteng&o de sub amostras, todas as embalagens
foram abertas de forma asséptica para homogeneizagéo e
encaminhando para os protocolos de isolamento da micobiota
e detecgdo de micotoxinas. Os testes analiticos aos quais as
amostras foram submetidas foram realizados em triplicata, assim
minimizando o viés estatistico.

Todas as amostras foram submetidas a determinacédo das
atividades de agua (Aw), utilizado o equipamento AqualLab®
modelo cx 2 (Decagon, Devices, Inc. USA).

Para a determinagdo de micobiota, foi feita a diluicédo
decimal seriada em placas segundo PITT, HOCKING (1997).
Posteriormente, inoculou-se em triplicata aliquotas de 0,1 ml de
cada uma das diluigdes em trés meios de cultivo: Agar Dicloran
Glicerol (DG18) que é um meio de cultura recomendado para
amostras com baixa atividade de agua permitindo o crescimento
de fungos xerofilicos, aqueles que suportam baixa aw, sem
reduzir ou limitar seu crescimento. Todas as amostras analisadas
apresentaram contagens média a altas neste meio, demostrando
a possibilidade de risco a saude, ja que entre os xerofilicos estéo
incluidos dois dos principais géneros toxigenos, Aspergillus e
Penicillium para fungos xerdfilos (PITT, 1997); meio Dicloran
Rosa de Bengala Cloranfenicol Agar (DRBC) é utilizado em
alimentos com aw maior que 0,95, em alimentos com baixa
aw (como no caso de ragdes) pode ser utilizado para estimar o
total de fungos nao xerdfilos, ja que pode inibir o crescimento
dos mesmos e Agar Dichloran Cloranfenicol Peptona (DCPA)
para fungos do género Fusarium (NELSON et al., 1983). As
placas foram incubadas a 25°C por sete dias. Durante o quinto
até o sétimo dia de incubagéo, foram selecionadas algumas
cepas para identificagéo especifica e contagem de propagulos
fungicos para enumeragao quantitativa em unidades formadoras
de col6nias por grama de amostra (10 a 100 UFC g-1).
Posteriormente ao isolamento especifico, as cepas, incubadas
em meio Agar Extrato de Malte (MEA), foram avaliadas com
base nas caracteristicas macro e microscopicas e identificadas
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segundo as chaves taxonémicas, com o auxilio de microscopio
com base na literatura (NELSON et al., 1983 para Fusarium
spp.; PITT & HOCKING, 1997 para Penicillium spp.; KLICH,
2002 para Aspergillus spp.).

Adetecgao, quantificagéo e triagem de AFLs, OTA, FB1 e ZEAfoi
realizada através de técnica de ELISAespecifica (ROMERLABS®,
2014). As amostras positivas foram quantificadas através
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), de acordo com
a técnica proposta por Soares e Rodriguez-Amaya (1989).

Resultados e Discussao

Os valores maximos e minimos das contagens fungicas
observados no estudo estéo apresentados na tabela a seguir:

Tabela 1: Contagem total (log/UFC) para fungos filamentosos
(DRBC), fungos xerofilicos (DG18) e Fusarium
(DCPA) em ragdes para passaros ornamentais

Amostras Minimo Maximo Média
DRBC 4,10 6,25 5,20 £ 5,55
DG18 5,50 6,05 5,95 15,50
DCPA 1,35 2,00 1.95+ 1,20

Com base nos dados apresentados, as amostras apresentaram
contagens com valores bem distintos entre seus valores maximos
e minimos, fato evidenciado através das médias e do desvio
padrdo das analises. Segundo o GMP+ Certification Scheme
Animal Feed Sector (2006), o limite de unidade formadora de
colénia (UFC) estipulado para a garantia de higiene em racdes
éde 1.0 x 10" UFC/g e, dentre as amostras analisadas, apenas
a contagem de Fusarium spp. manteve-se dentro do limite
preconizado. Os resultados encontrados sao sugestivos de uma
atividade fungica elevada, o que pode afetar a palatabilidade da
racao e ainda reduzir a absorgéo de nutrientes pelo animal. A
porcentagem das amostras acima do limite determinado pode
ser atribuida a falta de um controle antifiungico adequado. De
maneira geral, isso pode ocorrer por conta das matérias primas
comercializadas com destino a alimentagéo animal que, muitas
vezes, sao de qualidade inferior (QUEIROZ et al., 2013).

A qualidade das matérias primas que sao utilizadas no processo
de producgédo de ragdes deve ser controlada, ja que fungos
xerofilicos conhecidamente crescem em ambientes de baixa
atividade de agua (PITT, 1998). O armazenamento correto das
racbes tem influéncia sobre o crescimento fungico, deve ser
levanda em consideragdo a umidade no ambiente para evitar
que a ragao absorva agua. Outro fator a ser considerado € a
producao de conidios devido a sua importancia na resisténcia
e crescimento fungico (FAO, 2006). Assim, considera-se que a
micobiota isolada é proveniente da propria amostra analisada.

Dentre os fungos xerofilicos, destacam-se o grupo dos
xerofilicos moderados que possuem capacidade de crescer
em meios com baixa atividade de agua e sem necessidade
de meios especificos para o crescimento. Nesse grupo
destacam-se espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium
(SAMSON, 2000), sendo o género Aspergillus spp. o que
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se mostrou mais prevalente na micobiota apds a analise
de prevaléncia, ocorrendo em 95 e 88% das amostras de
ragdes. O Cladosporium spp. apresentou 73%, seguido por
Penicillium spp. Aidentificacdo dessas coldnias encontradas
€ um indicativo de um controle antifungico ineficaz como
evidenciado por Quadros et al (2009) em seus trabalhos.

O estudo indica a ocorréncia de micotoxinas dos grupos das
aflatoxinas (AFLs), fumonisinas (FB,) e zearalenona (ZEA).
Os niveis de AFLs nao diferiram entre marcas comerciais de
ragdo, variando de 2,2 ug/kg a 34,0 pg/kg. Segundo legislagédo
brasileira, os niveis de alflatoxina se mantiveram abaixo do limite
maximo de 50 pg/kg preconizado (BRASIL, 1988). Os niveis de
FB' e de ZEA variaram de 2,2 ug/kg a 34,0 ug/kg e 1,73 ng/kg
a 404,0 ng/kg, respectivamente. De acordo com a comisséo
europeia, a contaminagao por fumonizinas foi abaixo do nivel
permitido de até 5 ug/kg em ragdes destinadas para animais
(CE, 2006), bem como o nivel de ZEA, cujo limite estipulado
para alimentagéo animal é de 0,5 pg/kg (CE, 2003).

A presencga de fumonisinas assim como aflatoxinas € alarmante,
ja que essas substancias podem interagir e induzir a formagao
de cancer de figado em outros animais (Gelderblom et al. 2002),
entretanto ndo existem estudos que confirmem ao descartem
o efeito dessa interacdo em psitacideos e passeriformes. Em
estudos realizados com galinhas (Kubena et al. 1995), foi
observado um efeito aditivo dessas micotoxinas.
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Ainda que os niveis de micotoxinas encontrados estejam
abaixo dos niveis preconizados, o impacto na saude de
aves ornamentais, assim como, a perda econdémica com
medicamentos e assisténcia veterinaria, fazem com que seja
necessaria a existéncia de leis e controle mais efetivos. O
principal foco da regulagédo de micotoxinas em ragdes animais é
voltado para a produgao de rebanhos e pecuaria, pouca atengéo
é dada a alimentagdo de animais domésticos. Tanto padrdes
europeus quanto as leis brasileiras sdo destinadas a animais
de produgéo, assim, a aplicabilidade dessas normas na criagao
de aves ornamentas é discutivel, ja que se fazem necessarios
mais estudos.

Conclusoes

As amostras avaliadas apresentaram ndo conformidade quando
confrontada com os padrdes de qualidade internacionais em
relagdo a contagem flngica. Ja os niveis de micotoxinas estéo
em conformidade com as normas internacionais. Entretanto, ndo
existe, até o momento, padrdes estabelecidos para presenca
de micotoxinas em ragdes destinadas a aves ornamentais. Em
vista de minimizar a contaminagao fungica e, considerando que
a matéria prima é fonte primaria de contaminantes fungicos,
assim como da umidade, é possivel sugerir um controle rigoroso
da matéria prima da qual a ragéo é preparada como alternativa
para minimizar a contaminagéo por fungos e suas micotoxinas.
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