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Resumo: A alimentacdo ndo convencional para cdes tem ganhado o mercado com a
promessa de oferecer um alimento mais saudavel, em comparacdo com os industrializados.
Objetivou-se com este estudo a pesquisa micoldgica e analise de micotoxinas desses alimentos.
Foram avaliadas 44 amostras, de formulacdes variadas, de 15 empresas que comercializavam
seus produtos na cidade de Belo Horizonte (MG), no periodo de agosto de 2019 a agosto de
2020. Realizou-se a identificacdo da microbiota de 12 amostras para cultura fungica, definidas
ao acaso e foram realizadas pesquisas das micotoxinas aflatoxinas, fujonissimas,
deoxinivalenol, T2, ocratoxina e zearalenona, através do método Enzyme-linked
Immunosorbent Assay (ELISA) competitivo direto. Dentre os géneros fungicos isolados, foi
detectada a presenca de Penicillium spp. e Aspergillus spp., que sdo micotoxigénicos, em 58%
das amostras analisadas. Porém, ndo foram detectadas micotoxinas nas amostras
correspondentes. Foi identificada a presenca de micotoxina em 27% das amostras, sendo que
destas, 23% foi toxina T-2 e 4% aflatoxinas. N&o foi identificada a co-ocorréncia de mais de
uma micotoxina em uma mesma amostra. Diante do exposto, conclui-se que os alimentos néo
convencionais analisados nesse estudo ndo sdo isentos de riscos micotoxicologicos e

apresentam risco a saude dos animais.

Palavras-chave: Pet food, fungos micotoxigénicos, alimentag&o natural, toxicologia.
Abstract: Unconventional dog food has been gaining market share with the promise of
offering healthier food compared to industrialized foods. The aim of this study was to conduct

mycological research and analyze mycotoxins in these foods. Forty-four samples of various
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formulations from 15 companies that sold their products in the city of Belo Horizonte (MG)
were evaluated from August 2019 to August 2020. The microbiota of 12 samples was identified
for fungal culture, randomly selected, and research was carried out on the mycotoxins aflatoxin,
fumonisin, deoxynivalenol, T2, ochratoxin, and zearalenone using the direct competitive
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) method. Among the fungal genera isolated, the
presence of Penicillium spp. was detected. and Aspergillus spp., which are mycotoxigenic, in
58% of the samples analyzed. However, no mycotoxins were detected in the corresponding
samples. The presence of mycotoxins was identified in 27% of the samples, of which 23% were
T-2 toxin and 4% were aflatoxins. The co-occurrence of more than one mycotoxin in the same
sample was not identified. In view of the above, it is concluded that the unconventional foods
analyzed in this study are not free from mycotoxicological risks and present a risk to the health

of animals.

Index terms: Pet food, mycotoxigenic fungi, natural food, toxicology.
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Introducéo
As micotoxinas sdo metabolitos toxicidade reprodutiva, teratogenicidade,

secundarios de fungos ndo essenciais para o . . .
carcinogenicidade e neurotoxicidade. Essas

crescimento nem para a reproducdo de um A
substancias podem ser encontradas em uma

fungo, mas capazes de causar alteracOes . .
g P ¢ variedade de produtos agricolas e

bioguimicas, fisiologicas e patologicas em alimenticios muito importantes (PLEADIN
etal., 2019, VILA-LOPEZ et al., 2023).

A biossintese de micotoxinas ocorre

muitas espécies animais apds consumo.
Os efeitos nocivos das micotoxinas
observados em animais incluem

em circunstancias microclimaticas

hepatotoxicidade, neurotoxicidade, imuno ces .
especificas, dependendo principalmente do

toxicidade,
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teor de umidade do produto e sua atividade
de 4gua, umidade relativa, temperatura, pH,
composicdo da matriz alimentar, grau de
dano fisico no gréo e presenca de esporos de
fungos (PLEADIN, et al. 2015). A auséncia
de fungos visiveis em alimentos e ragdes
ndo implica necessariamente que o alimento
ou ragdo esteja livre de micotoxinas.
Cereais e produtos de cereais sé&o o
componente mais comum das dietas
humanas e animais e, 20 mesmo tempo, uma
matéria-prima muito adequada quando se
trata de crescimento de mofo. As culturas
podem ser contaminadas com micotoxinas
ja no campo, ou durante a colheita,
transporte e armazenamento 0 que
representa  um  grande  problema,
especialmente durante anos chuvosos,
guando a contaminacdo por mofo e
subsequente (JIANG et al., 2021).

Dentre os principais géneros de
fungos micotoxigénicos, encontram-se
Aspergillus spp., Penicillium spp. e
Fusarium spp. (DI PAOLA et al., 2021).

Os representantes mais
proeminentes de micotoxinas séo aflatoxina
B1, ocratoxina A, desoxinivalenol, toxinas
HT-2 e T-2, zearalenona, fumonisina B1,
citrinina, patulina e ergotamina (PLEADIN
et al.,, 2019). Os efeitos das micotoxinas
sobre 0 organismo, de uma maneira geral,
podem ser diversos, incluindo efeitos
carcinogénicos, mutagénicos,

imunoldgicos, hematopoiéticos,

hepatotdxicos, nefrotdxicos,
dermatoldgicos e podem ser deletérios para
0 sistema reprodutor, além de neurotoxicos
(SPEIJERS & SPEIJERS, 2004).

A rota mais comum de
contaminagdo pelas micotoxinas € o
consumo direto de produtos contaminados
de origem vegetal, mas esses compostos
também podem ser consumidos de forma
indireta devido ao consumo de alimentos
como visceras, carne e produtos carneos,
leite e/ou ovos produzidos por animais
expostos a micotoxinas durante a
reproducdo. Como 0 processamento
industrial ndo tem efeito significativo na
reducdo de micotoxinas, garantindo a
auséncia das mesmas, € necessario
processar  alimentos sob  condigdes
padronizadas e bem controladas e controlar
cada ciclo da cadeia de producdo e
armazenamento de alimentos (MARKOV et
al., 2013; MILANI et al., 2014).

Hoje em dia, os animais de
companhia, como os caes, sdo considerados
membros da familia e estabelecem fortes
relacdes emocionais com seus proprietarios.
Portanto, a seguranca, a adequagdo e a
eficacia dos alimentos sdo de grande
importancia para a salde dos caes (YANG
etal., 2023).

Alimentos comerciais para céaes e
gatos sdo geralmente segmentados em trés
formas basicas com base no teor de 4gua no

alimento: seco (5-12% de umidade),
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semiumido (22-35% de umidade) e Umido
ou enlatado (>65% de umidade) (ZICKER,
2008). Cereais, subprodutos de cereais, bem
como racdes de origem vegetal sdo recursos
alimentares comumente empregados em
alimentos secos sendo ingredientes
potenciais  para  contaminagdo  por
micotoxinas. Todavia, uma quarta categoria
de alimentos ndo-convencionais, também
chamados de “alimentos naturais”, estdo
ganhando cada vez mais adeptos no
mercado pet food, a nivel mundial, por
serem considerados uma alternativa
alimentar mais saudavel para os pets
(BECKER etal., 2012; CONNOLLY etal.,
2014). Entretanto, ainda existem estudos
cientificos que comprovem que esses sejam
mais saudaveis nem sobre a qualidade dos
mesmos (OLIVEIRA et al., 2014).

Diante desse contexto e devido ao
aumento da procura por essa modalidade de
alimentacdo para cdes, 0 objetivo desse
trabalho foi analisar a microbiota presente
nos “alimentos naturais” e a ocorréncia de
micotoxinas, além de fornecer informacdes
relevantes e contribuir para 0 meio
cientifico e profissionais da area.

Material e Métodos

Foi realizado um levantamento,
através de pesquisa na internet, no periodo
de agosto de 2019 e agosto de 2020, onde
foram identificadas 15 empresas que
comercializavam alimentos néo

convencionais em Belo Horizonte — MG.

Todas as variedades de alimentos
oferecidas foram adquiridas, totalizando 44
amostras.

Essas foram armazenadas seguindo
recomendagOes do fabricante, sendo sete
mantidas em temperatura ambiente por
serem enlatadas, uma mantida sob
refrigeracdo (6-10°C) e o restante das
amostras congeladas.

Para a pesquisa micologica, foram
selecionadas 12 amostras inteiramente ao
acaso.

De cada amostra foram separados 10
gramas de cada amostra para a realizagéo da
técnica de diluicdo decimal seriada. As
amostras foram diluidas até 104, e entdo,
inoculadas em meio de cultivo Dicloran
Rosa Bengala Cloranfenicol Agar (DRCB).
Essas placas foram incubadas a 25°C por
um periodo de sete dias apds esse prazo foi
feita a contagem de colbnias de fungos
filamentosos e leveduras, sendo o resultado
expresso em unidades formadoras de
col6nia por grama (UFC g1). As colonias
foram posteriormente isoladas e 0s géneros
identificados de acordo com a chave
taxonbmica. Por fim, foi feito a
determinacdo da frequéncia de isolamento
dos géneros flngicos em porcentagem.

Para a deteccdo de aflatoxinas,
deoxinivalenol, fumonisinas, ocratoxina A,
toxina T-2 e zearalenona, foram separados
100 gramas de cada alimento para pesquisa

pelo método imunoenzimatico Enzyme-
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linked Immunosorbent Assay (ELISA)
competitivo direto (Keller et al., 2013). O
kit utilizado foi o ELISA AgraQuant®, do
laboratério Romer Labs Inc. (Austria), com
0 méetodo de ELISA. Os valores dos limites
de deteccdo (LoD) e quantificacdo (LoQ)

dos Kkits utilizados para pesquisas de
aflatoxinas, deoxinivalenol, fumonisinas,
ocratoxina A, T-2 toxina e zearalenona
realizadas nesse estudo estdo descritos na
Tabela 1.

Tabela 1: Limites de deteccdo (LoD) e quantificacdo (LoQ) em ppb para aflatoxinas,

deoxinivalenol, fumonisinas, ocratoxina A, T-2 toxina e zearalenona.

Limite de Limite de
Micotoxinas Deteccéao Quantificacdo

(ppb) (Ppb)
Aflatoxinas* 1,0/3,0 1,0/4,0
Deoxinivalenol 200,0 250,0
Fumosissimas 200,0 250,0
Ocratoxina A 1,9 2,0
T-2 toxina 10,0 20,0
Zearalenona 20,0 25,0

* Foram utilizados 2 testes com valores diferentes de limite detecgéo e quantificagéo.

Resultados e Discussao

A microbiota identificada nas
amostras de alimentos ndo convencionais
para cdes foram os géneros Penicillium
spp., Aspergillus spp., Cladosporium spp.,
Paecilomyces spp. e Rhizopus spp., além de
fungos ndo identificados a nivel de género,
pertencentes aos filos Deuteromycota e

Zygomycota em alimentos nao

convencionais para cdes. A frequéncia de
isolamento esté ilustrada na Figura 1.

No total de 12 amostras submetidas
a analise, somente uma ndo apresentou
crescimento fungico, e em 58% do total de
amostras analisadas cresceram fungos
potencialmente produtores de micotoxinas.
Dentre as amostras que apresentaram o

crescimento  desses fungos, ndo foi
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identificada nenhuma micotoxina. Foram
isolados fungos de mais de um género na
mesma amostra, como Penicillium spp. e
Aspergillus  spp., sendo um fato
preocupante, pois sabe-se que esses fungos,
em condicdes ideais, podem produzir
micotoxinas de grande importancia clinica,
a exemplo das aflatoxinas, zearalenona e
ocratoxinas (BENNETT & KLICH, 2003).

A maior frequéncia de isolamento
de fungos do género Penicillium spp. e
Aspergillus spp. também foi observada por
Martins et al. (2003), em amostras de
alimentos comerciais secos para animais de

companhia.

50

40

Além disso, a presenca de fungos
nos alimentos pode acarretar em alteragdes
nutricionais do alimento, além de alteracédo
de palatabilidade. A contaminagdo com
fungos do género Aspergillus e Penicillium
é esperada tanto antes quanto depois da
colheita de cereais, enguanto a
contaminacdo com fungos do género
Fusarium tende a ser mais frequente antes
da colheita. No geral, as micotoxinas mais
prevalentes na escala global sdo as
micotoxinas Fusarium, em especifico
zearalenona, DON e fumonisinas, a
principal fonte de contaminacdo (BINDER

etal., 2007).
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Figura 1. Frequéncia de isolamento, em porcentagem, dos géneros fungicos isolados e

identificados das amostras de alimentos ndo convencionais para caes.

Os imuno ensaios sdo baseados em
principios  imunolégicos que  usam

anticorpos para reconhecer e capturar

antigenos alvo ou haptenos. Os ensaios
imuno enziméticos (ELISA) sdo imuno

ensaios iniciais que sdo aplicados
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comercialmente na detec¢do de micotoxinas
com Dboa sensibilidade e precisao
(KOLOSOVA et al., 2006).

Foi identificada a presenca de
micotoxinas em 27% das amostras

analisadas (Figura 2). Tricoteceno T-2 foi a

micotoxina de maior frequéncia nesse
estudo, presente em 10 amostras de
alimentos ndo convencionais para cées
(23%), correspondendo 83,3% das amostras
positivas. N&o foi detectada a coocorréncia
de micotoxinas em uma mesma amostra.

Pesquisa de micotoxinas em amostras de alimentos ndo
convencionais para cées (em percentual)

= Ausente =T2 = Aflatoxinas

Figura 2: Micotoxinas encontradas em amostras de alimentos ndo convencionais para caes (em

percentual)

A micotoxina T-2 observada em
maior frequéncia nesse estudo € similar ao
encontrado por Blajet-kosicka et al. (2014),
que relataram a contaminagdo de 85% das
amostras de alimentos secos comerciais por
essa micotoxina. Salienta-se que sdo raros
0s estudos que a identificaram em alimentos
para cées. A metabolizacdo da toxina T-2
em HT-2, considerada menos toxica, €

rapida e sua eliminacdo ocorre pela urina e

fezes (MATSUMOTO et al., 1978;
SINTOV et al., 1987), fato este que pode
justificar a escassez de estudos acerca dos
efeitos desta micotoxina para a espécie
canina.

O efeito toxico sobre o sistema
cardiovascular de cdes, como hipotenséo e
taquicardia, foi demonstrado por BUBIEN
& WOODS JR. (1987), ap6s injecdo

intravenosa de 2 mg/kg de toxina T-2.
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Em um estudo in vitro, Deloach et
al. (1989) relataram lise de eritrdcitos de
cdes, apos colocarem o sangue de cdo em
contato com a toxina T-2.

A deteccdo de  aflatoxinas
correspondeu a 4% do total de amostras,
diferente do que geralmente é encontrado
nos estudos com dietas comerciais secas,
com maior deteccdo dessas micotoxinas
(MARTINES-MARTINES et al., 2021).

As concentragcbes encontradas,
apesar de baixas, sdo relevantes devido aos
efeitos deletérios decorrentes da ingestao
cronica (XU et al, 2022).

E importante ressaltar que a
auséncia de fungos visiveis em alimentos e
racOes ndo implica necessariamente que o
alimento ou racdo esteja livre de
micotoxinas. As micotoxinas ocorrem em
alimentos de origem vegetal e animal sem
nenhum sinal de alerta sensorial claro
detectdvel no produto. Elas comumente
entram na cadeia alimentar por meio de
cereais contaminados e podem surgir em
qualquer estégio da producdo de alimentos,
desde o plantio e colheita de cereais até o
armazenamento de produtos finais de
origem vegetal e animal e seu consumo
(Jiang et al., 2021), o que representa um
grande problema.

Tegzes et al. (2019) pesquisaram a
presenca de micotoxinas em 60 amostras

comerciais Umidas e secas com e sem graos.

Os resultados do estudo
demonstraram concentracdes mensuraveis
de micotoxinas em alimentos secos para
cdes contendo gréos, mas ndao em alimentos
Secos para caes sem gréos, ou em alimentos
umidos contendo gréos ou sem gréos. Este
estudo sugere que o risco de exposicdo a
micotoxinas € maior em alimentos secos
para cdes contendo gréos.

Salienta-se que como as
micotoxinas representam contaminantes
naturais de cereais, a contaminagdo
consequente de misturas de racdo usadas
para alimentar bovinos, aves e suinos
também € esperada. Portanto, 0s animais
podem ser expostos indiretamente, por meio
de alimentos de origem animal,
principalmente por meio de visceras
comestiveis, carne e produtos carneos, leite
e laticinios (PLEADIN et al., 2019).

A ocorréncia de micotoxinas em
produtos carneos tradicionais, como
salsichas fermentadas e produtos carneos
curados a seco, ocorre Ccomo uma
consequéncia da produgdo de fungos que
tendem a crescer demais na superficie do
produto. Esses tipos de produtos carneos
podem abrigar micotoxinas em
concentragdes
(MASTANIJEVIC et al., 2023).

Comi & lacumin (2013) relataram a

significativas

presenca de ocratoxina em presuntos,

provavelmente como resultado
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de contaminagdo direta com fungos. Da
mesma forma, a ocratoxina pode ser
encontrada em salsichas. O caminho da
contaminagdo pode ser identificado como
transmissdo indireta pela ra¢do de suinos e
pela contaminacdo direta por fungos que
podem crescer na carne crua apés o abate
(IACUMIN et al., 2011).

Dados da literatura mostraram que
0S processos tecnolégicos empregados na
producdo de produtos carneos, como
processamento termico, salga, secagem e
maturagdo, bem como armazenamento, nao
tém influéncia significativa na reducdo de
micotoxinas em produtos carneos finais
(PLEADIN et al., 2014).

Enfatiza-se que ndo existem
regulamentos de agéncias estaduais ou
federais para os fabricantes de “alimentos
naturais” para animais de estimacéo, para a
comercializacdo desses no setor publico.

Portanto, tanto os proprietarios que
irdo fornecer esses alimentos aos animais
como 0s veterinarios podem ndo estar
cientes da qualidade dos mesmos.

Conclusoes

Este foi o primeiro trabalho a
pesquisar a presenga de micotoxinas em
alimentos ndo convencionais para caes. Os
resultados permitem concluir que o
fornecimento de alimentos néo
convencionais para caes adultos, provindos

de empresas, ndo sdo isentos de risco

micotoxicolégico, podendo ocasionar danos
a salde dos consumidores.
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