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ISOLAMENTO DE FUNGOS EM DIFERENTES ALIMENTOS DESTINADOS A
ALIMENTACAO DE BOVINOS

MARIA MARLUCIA GOMES PEREIRA', LUCAS SILVEIRA TAVARES’, ELIANA PINHEIRO
DE CARVALHO®, GUILHERME PRADO*, CARLOS ALBERTO DA ROCHA ROSA’

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade de amostras de alimento destinado ao consumo
bovino coletadas diretamente em fazendas leiteiras e avaliadas quanto a contagem total e isolamento
de fungos. Durante as coletas foram adquiridas amostras de aproximadamente 1 kg de ragao,
farelo de soja, farelo de soja e trigo e caroco de algoddo, as quais foram homogeneizadas
diretamente no depdsito, e s6 entdo era retirada a amostra. Foram analisadas um total 40
amostras, as quais corresponderam a um total de 35 amostras de ragdo (a base de milho), 3 de farelo de
soja, 1 de farelo de soja e trigo e 1 de carogco de algoddo. As contaminagdes fungicas estavam
presentes em 100% das amostras. A microbiota fiingica apresentou um valor médio da ordem de 4,83
(logo/g) no meio DRBC, 3,55 no meio DG18 e 2,28 no meio AFPA. Os géneros flingicos de maior
prevaléncia na racdo foram Penicillium, Aspergillus e Fusarium e, com um percentual menor, os
géneros Alternaria, Eurotium, Cladosporium, Talaromyces e Paecilomyces. No farelo de soja, os
géneros de maior frequéncia foram Fusarium, Aspergillus e Penicillium, seguidos pelos géneros
Cladosporium, Eurotium e Alternaria, com um percentual inferior. No misto de farelo de soja e trigo,
os géneros de maior predominancia foram Penicillium, Fusarium, e Aspergillus. No caroco de
algoddo, como géneros de maior predominincia, tivemos Aspergillus, Penicillium e Curvularia,
seguidos dos géneros Alternaria e Cladosporium.
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INTRODUCAO

Alguns fungos sdo capazes de produzir substancias denominadas micotoxinas. Tais
substancias sao responsdveis por transtornos tanto na saide animal quanto para o homem. Em alguns
paises representam perdas de extrema significancia, além de serem responsdveis por problemas
relacionados a sadde publica.

O controle de fungos tem sido uma grande preocupagdo para os Orgdos competentes. O
crescimento do fungo, uma vez estabelecido, pode promover a sintese de micotoxinas, embora nem
sempre a presenca do fungo signifique presenca da toxina ou vice-versa.

A aflatoxina pode ser produzida por trés espécies de Aspergillus: A. flavus, A. parasiticus e
A. nomius. O A. flavus produz apenas AFB; e AFB,, enquanto as outras duas espécies produzem
aflatoxina B e G (Creppy, 2002).

Alguns fatores como temperatura, umidade e substrato exercem importante papel no
crescimento dos fungos e na sintese das micotoxinas. Condicdes adequadas de colheita e
armazenamento sio de extrema relevancia no contexto geral do controle de micotoxinas.

As espécies de A. parasiticus e A. flavus necessitam de temperatura, umidade e atividade de
dgua que favorecam sua proliferacdo. A temperatura e a atividade de dgua geralmente interagem
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estimulando a sintese de micotoxina. Para D’Mello & Macdonald (1997), o risco da presenga de
micotoxinas em alimentos € maior em produtos oriundos de trépicos imidos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade de amostras de alimento destinado ao
consumo bovino coletadas diretamente em fazendas leiteiras e avaliadas quanto a contagem total e
isolamento de fungos.

MATERIAL E METODOS

Coleta das Amostras

As amostras de alimento foram obtidas em fazendas leiteiras em quantidade correspondente
a aproximadamente 1 kg. Estas estavam acondicionadas em sacos de aproximadamente 60 kg ou em
tambores de ago, e a amostra correspondia ao alimento disponivel no dia da coleta. Durante as coletas
foram adquiridas amostras de ragdo, farelo de soja, farelo de soja e trigo e caroco de algodao, as quais
eram homogeneizadas diretamente no depdsito, e s6 entdo era retirada a amostra.

Foram analisados um total 40 amostras, as quais corresponderam a um total de 35 amostras
de racdo (a base de milho), 3 de farelo de soja, 1 de farelo de soja e trigo e 1 de caroco de algodio.

Isolamento e Contagem da Microbiota

A contagem de unidades formadoras de coldnias (ufc g") de fungos filamentosos e leveduras
foi realizada segundo metodologia de dilui¢do decimal seriada descrita por Pitt & Hocking (1997),
conforme a seguir:

Foram agitadas em liqiiidificador, com copo esterilizado, 50 gramas da amostra em 450 mL
de 4gua peptonada a 0,1%. A partir dessa dilui¢do inicial (10™), prepararam-se dilui¢des decimais
seriadas até 10”. Os inéculos foram aliquotas de 1mL por placa de Petri (em triplicata) de cada uma
das diluicdes nos meios de cultivos, tais como: Dichloran Rose Bengal Cloranfenicol (DRBC),
utilizado para contagem geral (King et al., 1979; Dichloran 18% Glicerol Agar (DG18), que é um
meio seletivo para fungos xerofilicos (Hocking & Pitt, 1980); Aspergillus flavus e parasiticus Agar
(AFPA), utilizado para o isolamento e a diferenciagdo de cepas aflatoxigenas (Bothast & Fennell,
1974), e o meio de Nash-Snyder Agar (NSA) para isolamento de espécies do género Fusarium
(Nelson et al., 1983).

As placas de DRBC, DG18, AFPA foram incubadas a 28 °C por sete dias em auséncia de
luz. As placas de NSA foram incubadas a 25 °C por 7 dias em fotoperiodos de 12 horas sob luz fria e
12 horas de luz negra. Todas as placas foram observadas diariamente, sendo selecionadas as que
apresentaram (ufc) em torno de 10 a 100 (Dalcero et al., 1997; Dalcero et al., 1998).

A identificacdo e isolamento dos fungos foi realizada no Laboratério do Nicleo de Pesquisas
Micoldgicas e Micotoxicoldgicas (NPMM/UFRRJ) do Departamento de Microbiologia e Imunologia
do Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados e Discussao

Os valores médios da contagem de fungos (log;¢/g) nos meios DRBC, DG18 e AFPA (Figura
1) representam 4,83 com oscilagdes de 2,25 a 8,38; 3,55 com oscilagdes de 2 a 7,41 e 2,28 com
oscilacdes de 1 a 5,58, respectivamente. As contaminacdes flingicas estavam presentes em 100% das
amostras. O meio DRBC restringe o espalhamento das col6nias sem afetar excessivamente a
germinacdo dos conideos. J4 o meio DG18 € usado na enumeragdo de fungos em alimentos de baixa
umidade, ou seja, favorece o crescimento de fungos xerofilicos. O meio AFPA € recomendado para a
deteccdo e enumeracdo de fungos potencialmente aflatoxigénicos, como Aspergillus flavus, A.
parasiticus e A. nomius. Em um misto de alimento animal, Abarca et al. (1994) obtiveram valores em
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logi¢/g que variaram de 2 a 8. Em amostras de racdes para bovinos, Martins (1987) apud Martins
(2001) encontrou valores médios de 4,93 log,/g e Martins (2001) obteve valores médios da ordem de
4,82, oscilando entre 2,76 a 5,23 log;/g.

De acordo com o mesmo pesquisador, em matérias-primas ou numa ragdo de boa qualidade
microbioldgica o teor de fungos ndo deve ser maior que 5 log;y/g e o desenvolvimento das populagdes
fingicas nos alimentos promove um estado de deterioracdo logo que estas alcangam teores totais da
ordem de 7,5 log;/g. No experimento observou-se que, no meio DRBC que cerca de 21 das 35
amostras de rac@o analisadas (60%) apresentaram contagem de fungos menor que 5 log;/g valores,
que segundo Smith & Moss (1985) apud Martins & Martins (2001) constituem boa qualidade
microbioldgica, 12 amostras (34,3%) apresentaram-se com contagens entre 5 e 7,5 logj/g. e 2
amostras (5,7%) apresentaram contagens superiores a 7,5 log;o/g, podendo se dizer que estes dltimos
produtos sdao imprdprios para o consumo animal, ou seja, nestes valores o alimento nao deveria ser
analisado quanto a presenca de micotoxinas pois em tais condicdes 0 mesmo apresenta-se com sua
propriedades organolépticas alteradas.
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Figura 1 - Valores médios da contagem de fungos em log;¢/g em alimento bovino da regido de Lavras,
Sul de Minas Gerais, obtido em trés diferentes meios de cultivo.

Na Figura 2 estdo apresentados os géneros flngicos presentes na racdo. De um total de 346
isolados, o género Penicillium correspondeu a 32,08%, o Aspergillus representou 28,32% e o
Fusarium, 27,45%; com e em um percentual inferior estdo os géneros Alternaria, Eurotium,
Cladosporium, Talaromyces e Paecilomyces (4,05; 3,47; 2,31; 1,15 e 1,15, respectivamente).
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Figura 2 - Géneros flingicos de maior prevaléncia em racdo animal na regido de Lavras, Sul de Minas
Gerais
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Os principais géneros fingicos isolados de farelo de soja (Figura 3) foram Fusarium
(37,14%), Aspergillus (31,42%) e Penicillium (14,28%), seguidos pelos géneros Cladosporium,
Eurotium e Alternaria, representando 11,43 e 2,85%, respectivamente.
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Figura 3- Géneros flingicos de maior prevaléncia em farelo de soja na regido de Lavras, Sul de Minas
Gerais

Os géneros fungicos isolados dos farelos de soja e trigo (Figura 4) foram Penicillium (44,44%),
Fusarium (33,33%) e Aspergillus (22,22%). Ja no caroco de algoddo (Figura 5) constatou-se uma maior
predominincia dos géneros Aspergillus (36,37%) e Penicillium (27,27), seguidos dos géneros
Curvularia (18,9%), Alternaria (9,1%) e Cladosporium (9,1%).
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Figura 4 - Géneros fungicos de maior prevaléncia em farelo de soja e trigo na regido de Lavras, Sul de
Minas Gerais

Martins & Martins (2001) analisaram 189 amostras de ra¢do bovina durante um periodo de 4
anos e os géneros predominantes foram Aspergillus (91,0%), Penicillium (58,0%), Mucor (52,3%),
Phoma (31,6%), Absidia (30,3%) e Fusarium (20,0%). Os dados diferem em relacdo aos apresentados
em nosso levantamento, em que se observou que os géneros Aspergillus e Penicillium apresentaram
um percentual inferior aos obtidos por tais autores e, ainda, que os géneros Mucor, Phoma e Absidia
nio foram isolados em nossas amostras, mas estdo em conformidade com o fato de que os gé€neros
Penicillium e Aspergillus t€m sido evidenciados como os de maior frequéncia na maioria das
pesquisas, convém citar, que o meio utilizado em nosso experimento foi o Dicloran Rose Bengal
Cloranfenicol e o meio usado por Marins & Martins (2001) o Rose Bengal Cloranfenicol.
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Figura 5 Géneros flingicos de maior prevaléncia em carogo de algoddo na regido de Lavras, Sul de
Minas Gerais.

De acordo com o ICMSF (1996), a microbiota fingica natural que coexiste com a producio de
alimentos é dominada pelos géneros Penicillium, Aspergillus e Fusarium, o que estd de acordo com os
dados do presente estudo em que tais gé€neros apresentaram-se com maior frequéncia nos produtos
avaliados, excetuando-se o género Fusarium, que ndo foi isolado da amostra de carogo de algoddo
(Figura 5)

Em levantamento feito por Bullerman (1986) em alimentos como trigo, farinha de milho, soja
e milho, as espécies potencialmente toxigénicas presentes foram A. flavus, A. ochraceus, A. versicolor,
Fusarium spp, P. citinum, P. citreo-viride, P. cyclopium, P. martensii, P. patulum, P. puberulum, P.
viridicatum, P. expansum, P. islandicum, P. urticae, Alternaria spp e Cladosporium spp. Em nosso
levantamento, as espécies de Aspergillus isoladas da ragdo, farelo de soja, farelo de soja e trigo e
caroco de algoddo foram A. flavus, A. niger, A. parasiticus, A. ochraceus e A. fumigatus, A.candidus,
A. niveus e A. terreus. Sanchis et al. (1986), em 228 amostras de alimentos testados, verificaram que
em 100% das amostras a incidéncia de fungos foi varidvel; em amostras de milho, os mesmos autores
verificaram uma maior frequéncia de A. flavus (54,5%). Em levantamento feito por Abarca et al.
(1994), as espécies mais comuns encontradas em uma mistura de alimento animal foram: A. flavus
(52,2%), A. fumigatus (40,%), A. candidus (23,2%), Eurotim chevalieri (23,2%) e Fusarium
moniliforme (47,6%).

Em relacdo ao género Penicillium, observou-se que apenas a espécie P. citrinum esteve
presente tanto nos isolados por Bullerman (1986) como nos isolados em nosso trabalho, sendo
diferentes as demais espécies predominantes. As espécies de Penicillium de maior frequéncia foram P.
restrictum e P. crustosum, das quais constatou-se presenca nos quatro produtos analisados. O género
Fusarium esteve presente na ragdo, farelo de soja e farelo de soja e trigo (Figuras 2, 3 e 4).

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:

* A microbiota flingica apresentou um valor médio da ordem de 4,83 (log;,/g) no meio DRBC,
3,55 no meio DG18 e 2,28 no meio AFPA.

® Os géneros flingicos de maior prevaléncia na racdo foram Penicillium, Aspergillus e
Fusarium e, com um percentual menor, os géneros Alternaria, Eurotium, Cladosporium,
Talaromyces e Paecilomyces.

e No farelo de soja, os géneros de maior frequéncia foram Fusarium, Aspergillus e
Penicillium, seguidos pelos géneros Cladosporium, Eurotium e Alternaria, com um
percentual inferior.

® No misto de farelo de soja e trigo, os géneros de maior predominincia foram Penicillium,
Fusarium, e Aspergillus.
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® No carogo de algoddo, como géneros de maior predomindncia, tivemos Aspergillus,
Penicillium e Curvularia, seguidos dos géneros Alternaria e Cladosporium.

e Das 35 amostras de racdo analisadas 21 amostras (60%) apresentaram boa qualidade
microbiolégica e 2 amostras (5,7%) apresentaram-se improprias para o consumo.
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