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RESUMO. A demanda por sementes de girassol (Helianthus annuus) vem aumentando
devido ao consumo humano e animal, por sua utilizagdo como matéria prima para a
producdo de biocombustivel. O fornecimento dessas sementes na alimentacdo dos
psitacideos é muito comum, porém é prejudicial a saude e a longevidade das aves, sendo
que uma das causas € a grande contaminagdo por fungos do género Aspergillus e suas
toxinas. O quadro de Aspergilose pode se apresentar na forma aguda, que exibe rapida
progressao, geralmente culminando com morte slbita da ave, ou cronica, apresentando
manifestacBes clinicas respiratdrias e problemas locomotores. Além disso, a presenca de
aflatoxinas, que sao imunossupressoras e cancerigenas, pode levar a manifestacdes clinicas,
dependendo da quantidade ingerida e do tempo de exposic¢do. por meio deste experimento,
foi possivel demonstrar a alta incidéncia de contaminacdo por fungos filamentosos,
principalmente por Aspergillus spp., nas sementes de girassol de diferentes origens
destinadas a alimentac&o de aves.
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Contamination by filamentous fungi in sunflower seeds (Helianthus
annuus) used for feeding psittacines

ABSTRACT. The demand by sunflower seeds (Helianthus annuus) have been incresing
due to human and animal consumption, as well as their raw material utilization for the
production of biofuel. The supply of these seeds in psittacines feeding is very common, but
it is detrimental to the health and longevity of these birds. The large contamination by genus
Aspergillus fungi and its toxins figures as one of the causes of this damage. Aspergillosis
can present in the acute form that exhibits rapid progression, usually culminating with
sudden death of the bird, or chronic, presenting respiratory clinical manifestations and
locomotion problems. In addition, the presence of aflatoxins, which are
immunosuppressive and carcinogenic, may lead to clinical manifestations depending on
the amount and the time of exposure. Through this experiment, it was possible to
demonstrate the high incidence of contamination by filamentous fungi, mainly by
Aspergillus spp., in sunflower seeds of different origins, destined to feed birds.
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RESUMEN. Las semillas de girasol (Helianthus annuus) vienen aumentando su demanda
debido al consumo humano y animal, asi como materia prima para la produccion de
biocombustible. Entre 1s psitacideos, el suministro de estas semillas en la alimentacién es
muy comun, pero es perjudicial para la salud y longevidad de las aves. El cuadro de
Aspergilosis puede presentarse en la forma aguda que muestra una rapida progresion,

generalmente culminando con muerte sudbita del

ave, 0 crénica, presentando

manifestaciones clinicas respiratorias y problemas locomotores. Ademas, la presencia de
aflatoxinas, que son inmunosupresoras y cancerigenas, puede llevar a manifestaciones
clinicas dependiendo de la cantidad ingerida y el tiempo de exposicion. A través de este
experimento, fue posible demostrar la alta incidéncia de contaminacion por hongos
filamentosos, principalmente por Aspergillus spp., en las semillas de girasol de diferentes

origenes, destinadas a la alimentacion de aves.

Palabras clave: aspergillus, aves, curvularia, penicillium, rhizopus

Introducéo

Grande parte das aves criadas em cativeiro,
especialmente psitacideos, é alimentada apenas
com sementes de girassol ou tem a maior parte da
sua dieta baseada nessa semente. Embora tais
sementes sejam muito apreciadas pelas aves, por
sua palatabilidade, sdo extremamente prejudiciais
a saude e a longevidade das aves (Godoy, 2006;
Maia & Siqueira, 2007) por apresentarem altos
niveis de energia, auséncia ou baixa concentracdo
das vitaminas A, D3, e do complexo B, deficiéncia
de indmeros minerais, tal como célcio,
desproporc¢do na relacdo entre calcio e fosforo,
além de apresentar altas concentragdes de lipidios
e grande contaminag&o pelos fungos Aspergillus e
suas toxinas (Maia & Siqueira, 2007; Conceicéo
et al., 2010), relacionados a inadequagdo de “Boas
praticas de Fabricagdo” e dos processos finais de
industrializacdo das sementes (Forsythe, 2002).

A suscetibilidade das aves a essa micose é
proporcionada, principalmente, pela caracteristica
do seu trato respiratério, com auséncia de
diafragma e presenca de sacos aéreos, que
contribuem para um excelente local de
colonizagdo fungica, com étimas condicdes de
temperatura e oxigénio e pouca vascularizacéo
(Tell, 2005).

As  micotoxicoses sdo causadas por
metabdlicos téxicos secundarios de fungos que,
em geral, interferem na resisténcia imunoldgica
das aves. A presenca das aflatoxinas, que sdo
imunossupressoras e cancerigenas (Wood, 1992),
pode levar a manifesta¢fes clinicas, dependendo
da quantidade ingerida e do tempo de exposicao.

O presente trabalho teve como objetivo
analisar a contaminagdo de sementes de girassol
de diferentes origens por fungos filamentosos,
vendidas comercialmente em S&o Paulo — SP e
destinadas a alimentac&o de aves.

Material e métodos

O presente experimento foi realizado nos
Laboratérios de Microbiologia e Patologia Clinica
da Universidade Anhembi Morumbi — Séo Paulo
— SP, no periodo de Abril a Dezembro de 2017.
Foram utilizadas vinte amostras de sementes de
girassol, classificadas da seguinte maneira: de 1 a
10 sementes envasadas de diferentes marcas
comerciais; e, de 11 a 20, sementes vendidas a
granel em diversos estabelecimentos, comumente
comercializadas na cidade de Sao Paulo/ SP —
Brasil.

Os grédos foram triturados e homogeneizados
(Forsythe, 2002), pesados 10g e diluidos em 100
ml de agua peptonada a 0,1%. Foram preparadas
diluicdes da amostra SND (sem nenhuma
diluicdo) de 10! a 10* pelas sucessivas
transferéncias de 1,0 ml em suspensdo e
inoculadas em meio seletivo, “Agar Saboraud
Dextrose” — KASVI. As amostras foram avaliadas
no periodo de 72 e 168 horas de incubagdo a uma
temperatura de 22°C.

As colbnias viaveis foram isoladas e
inoculadas em microcultivo em uma lamina com
laminula, para promover 0 crescimento

reprodutivo, e incubadas a uma temperatura de 22°
C por 168 horas. A leitura ocorreu por meio da
preparacédo da lamina e da observagdo em azul de
algoddo de lactofenol, utilizando um microscépio
com aumento de 40 e 100x.

Resultados

As amostras de 1 a 7 apresentaram resultados
positivos para fungos filamentosos. Os fungos
isolados foram: A. niger, em quatro amostras; A.
flavus; A. fumigatus; A. glaucus; Curvularia sp.; e
Penicillium spp., em uma amostra cada. O fungo
isolado no maior numero de amostras foi o
Aspergillus spp. (Tabela 1).
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Em relacdo aos Aspergillus spp., foram
isoladas quatro espécies, sendo o A. niger (Figura
1-2) o mais frequente, seguido por A. flavus
(Figura 3-5), A. fumigatus (Figura 3-6) e A.
glaucus (Figura 1-1). As amostras 2 e 7
apresentaram duas espécies de Aspergillus. Na
amostra 6 isolou-se o A. niger (Figura 1-2) e
Curvularia sp. (Figura 2-3), enquanto na amostra
5 observou-se o isolamento apenas de fungo do
género Penicillium spp. (Figura 2-4) (Tabela 1).

As amostras de girassol analisadas numeradas
de 11 a 20 (vendidas a granel) apresentaram
resultados positivos para fungos filamentosos,
sendo que o Aspergillus e o Rhizopus
apresentaram maior quantidade, de dez e seis
amostras contaminadas, respectivamente (Tabela 2).

Em relacdo aos Aspergillus spp., foram
isoladas trés espécies, sendo o A. niger (Figura 1-
2) o mais frequente, seguido por A. flavus (Figura
3-5) e A. fumigatus (Figura 3-6), isolados duas e
uma vez, respectivamente, durante o periodo de

andlise. A amostra 15 apresentou duas espécies
de Aspergillus e a amostra 14 apresentou trés
espécies de Aspergillus. As amostras 11, 12, 13,
16, 17 e 19 apresentaram o isolamento de A. niger
(Figura 1-2) e de Rhizopus sp. (Figura 4-7)
(Tabela 2).

Com relacdo aos numeros de diluicdes
realizadas, as amostras de sementes de girassol de
nimeros 1, 8, 9 e 10 (envasadas e de marcas
comerciais) ndo apresentaram nenhum género de
fungos filamentosos isolados, em nenhuma
diluicdo. O isolamento de fungos filamentosos nas
diluicdes de 10 a 102 foi relatado em quatro
amostras. Duas amostras apresentaram isolamento
apenas na diluicdo de 10 e apenas uma amostra
apresentou isolamento nas diluicoes de 10" a 10*
(Tabela 3). Aspergillus, Curvularia e o
Penicillium estdo presentes nas diluicdes de
guatro, uma e duas amostras analisadas,
respetivamente (Tabela 3).

Tabela 1. Isolamento de espécies e géneros de fungos filamentosos em amostras de sementes de girassol de marcas comerciais,
independente das dilui¢Bes, avaliadas no periodo de Abril a Dezembro de 2017.

Amostras  —eeemeeeeeeee- Espécies e géneros de fungos filamentosos isolados------------------
A.niger A.flavus A fumigatus A.glaucus  Rhizopussp.  Curvulariasp.  Penicillium spp.

Amostra 1 | NI NI NI NI NI NI
Amostra 2 NI | | NI NI NI NI
Amostra 3 NI NI NI NI NI NI |
Amostra 4 | NI NI NI NI NI NI
Amostra 5 NI NI NI NI NI NI |
Amostra 6 | NI NI NI NI | NI
Amostra 7 | NI NI | NI NI NI
Amostra 8 NI NI NI NI NI NI NI
Amostra 9 NI NI NI NI NI NI NI
Amostra 10 NI NI NI NI NI NI NI

NI — ndo isolado, | —isolado. Fonte: arquivo pessoal (2017).

Tabela 2. Isolamento de espécies e géneros de fungos filamentosos em amostras de sementes de girassol vendidas a granel,
independente das dilui¢bes, avaliadas no periodo de Abril a Dezembro de 2017.

Amostras  --mmmmmeeeee- Espécies e géneros de fungos filamentosos isolados -----------------
A.niger A.flavus  A.fumigatus A.glaucus Rhizopussp.  Curvulariasp.  Penicillium spp.

Amostra 11 | NI NI NI | NI NI
Amostra 12 | NI NI NI | NI NI
Amostra 13 | NI NI NI | NI NI
Amostra 14 | | | NI NI NI NI
Amostra 15 | | NI NI NI NI NI
Amostra 16 | NI NI NI | NI NI
Amostra 17 | NI NI NI | NI NI
Amostra 18 | NI NI NI NI NI NI
Amostra 19 | NI NI NI | NI NI
Amostra 20 | NI NI NI NI NI NI

NI — ndo isolado, | —isolado. Fonte: arquivo pessoal (2017).
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Tabela 3. Isolamento de espécies e géneros de fungos filamentosos em amostras de sementes de girassol de marcas comerciais,
em diferentes nimeros de dilui¢Oes, avaliadas no periodo de Abril a Dezembro de 2017.

Amostras Numero de dilui¢bes
10t 107 10 104
Amostra 1 NI NI NI NI
Amostra 2 A. flavus A. flavus A. flavus A. flavus
A. fumigatus A. fumigatus
Amostra 3 Penicillium spp. Penicillium spp. NI NI
Amostra 4 A. niger NI NI NI
Amostra 5 Penicillium spp. Penicillium spp. NI NI
Amostra 6 A. niger A. niger NI NI
Curvularia sp. Curvularia sp.
Amostra 7 A. niger NI NI NI
Amostra 8 NI NI NI NI
Amostra 9 NI NI NI NI
Amostra 10 NI NI NI NI

NI — ndo isolado. Fonte: arquivo pessoal (2017).

O isolamento de fungos filamentosos nas
diluigdes de 10* a 10* foi relatado em cinco
amostras de sementes de girassol vendidas a

granel. Observou-se isolamento em quatro

amostras nas diluicdes de 10t a 102 e apenas em
uma amostra nas diluicdes de 10" a 103 (Tabela 4),
sendo que o Aspergillus e o Rhizopus foram
isolados no maior numero de dilui¢des (Tabela 4).

Tabela 4. Isolamento de espécies e géneros de fungos filamentosos em amostras de sementes de girassol vendidas a granel,
em diferentes nimeros de dilui¢bes, avaliadas no periodo de Abril a Dezembro de 2017.

Amostras Numero de dilui¢des
10t 102 108 10+
Amostra 11 A. niger A. niger A. niger NI
Rizhopus sp.
Amostra 12 A. niger A. niger NI NI
Rhizopus sp.
Amostra 13 Rizhopus sp. Rhizopus sp. Rhizopus sp. Rhizopus sp.
Amostra 14 A. niger A. niger NI NI
A. flavus
A. fumigates
Amostra 15 A. niger A. niger A. niger A. niger
A. flavus A. flavus A. flavus
Amostra 16 A. niger A. niger A. niger A. niger
Rhizopus sp. Rhizopus sp. Rhizopus sp. Rhizopus sp.
Amostra 17 A. niger A. niger A. niger A. niger
Rhizopus sp. Rhizopus sp. Rhizopus sp.
Amostra 18 A. niger A. niger A. niger A. Niger
Amostra 19 A. niger A. niger NI NI
Rhizopus sp.
Amostra 20 A. niger A. niger NI NI

NI — ndo isolado. Fonte: arquivo pessoal (2017)
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Figura 1. (1) Visualizagdo microscépica de fungo filamentoso Aspergillus glaucus isolado de uma amostra de sementes de
girassol de marca comercial. (2) Visualizagdo microscdpica de fungo filamentoso Aspergillus niger isolado de uma amostra de
sementes de girassol de marca comercial. Fonte: arquivo pessoal, Laboratério de Microbiologia da Universidade Anhembi
Morumbi — S&o Paulo/ SP (2017).

< / e 4 / il
Figura 2. (3) Visualizagdo microscopica de fungo filamentoso Curvularia sp. isolado de uma amostra de sementes de girassol
de marca comercial. (4) Visualizagdo microscopica de fungo filamentoso Penicillium spp. isolado de uma amostra de sementes
de girassol de marca comercial. Fonte: arquivo pessoal, Laboratorio de Microbiologia da Universidade Anhembi Morumbi —
Séo Paulo/ SP (2017).

5
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Figura 3. (5) Visualizacdo microscopica de fungo filamentoso Aspergillus flavus isolado de uma amostra de sementes de
girassol vendidas a granel. (6) Visualizagdo microscopica de fungo filamentoso Aspergillus fumigatus isolado de uma amostra
de sementes de girassol vendidas a granel. Fonte: arquivo pessoal, Laboratério de Microbiologia da Universidade Anhembi
Morumbi — Séo Paulo/ SP (2017).
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Figura 4. (7) Visualizagdo microscopica de fungo filamentoso
Rhizopus sp. isolado de uma amostra de sementes de girassol
vendidas a granel. Fonte: arquivo pessoal, Laboratério de
Microbiologia da Universidade Anhembi Morumbi — Séo
Paulo/ SP (2017

Discussao

Foi relatado na pesquisa de Pitt & Miscamble
(1994) o crescimento de A. flavus em amostras de
sementes de girassol, independente da origem, em
temperaturas de 25°, 30°e 37°C, e o crescimento
de A. flavus e A. fumigatus em sementes de
girassol de marcas comerciais e vendidas a granel,
a temperatura de 28° a 30°C, em 2010, por
Conceicdo et al. 2010 evidenciando, por meio do
presente experimento, 0 crescimento desses
fungos filamentosos também a temperatura de 22°
C, sabendo-se que a maioria das espécies é
mesoéfila e apresenta 6timo crescimento em
temperaturas entre 21° a 35°C (Dhingra, 1985).

A aspergilose é causada por fungos do género
Aspergillus spp. (Revolledo & Ferreira, 2009)
encontrados em terras Umidas, vegetacdo em
decomposicao, debris organicos e grdos. O quadro
pode  apresentar-se na forma  aguda,
principalmente em aves jovens, ocasionada pela
exposicdo e inalacdo de grande quantidade de
esporos, € apresenta rapida  progressao,
geralmente culminando com a morte subita da ave
(Rupley, 1999; Carciofi & Oliveira, 2007) e na
forma cronica, comum em aves adultas criadas em
cativeiro, induzida por condigdes de estresse,
imunossupressdo e manejo inadequado, gerando

uma queda da resisténcia imunoldgica
(Vanderheyden, 1993).
Este experimento evidenciou a maior

contaminacdo das sementes de girassol vendidas a
granel e expostas ao ambiente de comercializacéo,
em relacdo as envasadas e de marcas comerciais.
Tais resultados estdo relacionados a rigorosidade
das “Boas Praticas de Fabricagdo” e ao

monitoramento adequado dos processos finais de
industrializacdo (Conceicdo et al., 2010), além do
armazenamento em condi¢Ges de temperatura,
umidade e oxigenacdo adequados, pois esses
fungos crescem em ambientes com pouca
ventilacdo, associados a temperaturas e umidade
elevadas, propiciando e facilitando o crescimento
do agente (Xavier et al., 2007).

No caso das amostras vendidas a granel, a
grande contaminacdo por fungos filamentosos
pode ocorrer durante a colheita, as fases de
secagem e 0 armazenamento da semente, fatores
gue oferecem um ambiente favoravel para o
crescimento e reproducdo desses fungos,
propiciando também, a producdo de micotoxinas
por estes (Pitt & Hocking, 1997).

O fungo do género Penicillium spp., assim
como o Aspergillus, € um fungo de estocagem e
produtor de micotoxinas (Lima & Araujo, 1999),
sendo o seu crescimento relacionado aos mesmos
fatores do Aspergillus, considerando-se uma
temperatura ideal para o seu crescimento, valores
entre 21°e 35° C e umidade relativa do ar de 80 a
90% (Dhingra, 1985), porém, este ndo apresenta
importdncia como agente de doencga, exceto
guando seu hospedeiro se apresenta debilitado,
vivendo na forma saprofita em aves sadias, assim
como o fungo do género Curvularia sp. (Mourdo
etal., 2017), sendo esse 0 agente casual da mancha
foliar do milho.

O fungo do género Rhizopus sp. ocasiona a
reducdo da germinacdo e do vigor das sementes
(Barreto et al., 2004), relatado tipicamente como
fungo de deterioragcdo somente quando as
condicdes de armazenamento forem improprias a
manutencdo da qualidade do produto (Gimeno
2000; Hussein & Brasel, 2001).

O crescimento do fungo, e consequentemente a
producdo de micotoxinas, esta relacionado com a
umidade (atividade de agua favoravel 0,80>0,99,
considerado 6timo 85%), a temperatura (entre 8°a
42°C), a presenca de hidrogénio e a composicéo
do substrato, sendo que a presenca do fungo néo
indica necessariamente a producdo da micotoxina
(Gourama & Bullerman, 1995; Tanaka et al.,
2001; Diniz, 2002; Pereira et al., 2002), estas
normalmente sdo termoestaveis, portanto,
resistem a tratamentos térmicos e seus efeitos no
organismo das aves sdo irreversiveis (Lavor &
Sousa, 2008).

O controle dos fungos e das micotoxinas pode
ser conseguido mantendo-se a baixa umidade dos
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grdos e o alimento fresco, além da limpeza dos
equipamentos e do uso de inibidores de
crescimento dos fungos (Jones, 2000).

Durante a analise das amostras de sementes,
tanto envasadas quanto a granel, observou-se o
crescimento de leveduras, no entanto, por ndo
fazerem parte do foco desta pesquisa, elas ndo
foram classificadas. A énfase deste trabalho diz
respeito apenas as colénias de fungos
filamentosos.

Por este experimento foi possivel demonstrar a
alta incidéncia de contaminacdo das sementes de
girassol destinadas a alimentacdo de aves por
fungos  filamentosos,  principalmente  por
Aspergillus spp.Estes resultados poderdo ser
utilizados como referéncia para o estudo da clinica
de aves e como indicagdo sobre a alimentacdo de
psitacideos criados em cativeiro, portanto, sendo
fundamental um cuidado especial com a ragéo,
atentando-se para a aquisicdo de itens de
qualidade e que estes sejam  armazenados
adequadamente para coibir o crescimento de
fungos e de suas toxinas.
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