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|- INTRODUCAO

Os processos que permitem aos agricultores armazenar o excesso de forragem
produzida na época de excesso, para as poderem utilizar nas épocas de escassez,
mantendo o mais possivel as condi¢gGes nutritivas, de palatibilidade e inocuidade, tem
sido utilizados desde ha milénios e estudados, sobretudo, na ultima metade do século
XX, inicio do século XXI. A variacdo das condi¢Bes climaticas, principalmente a
distribuicdo pluviométrica ao longo do ano, leva a que a producdo de forragens seja
sazonal, existindo épocas de elevada producdo e épocas de baixa ou nula producao.
Mesmo ajustando os picos de necessidade dos animais com os picos de producdo de
forragens, verifica-se que na generalidade as necessidades de consumo tém pequenas
variacoes ao longo do ano, enquanto que a producdo de forragens apresenta curvas
muito irregulares. Assim, ha a necessidade de recorrer a conservacao para fazer o
aproveitamento dos picos de producdo, aplicando-se a forragem conservada nas
épocas de maior caréncia (Carreiro, 1989).

O principio da conservacdo &, sempre, evitar que se verifiquem perdas de nutrientes,
por respiracdo celular e ou putrefaccdo, nas forragens armazenadas. As principais
formas de conservacdo de forragens sdo o feno e a ensilagem. O feno é produzido
parando a respiracdo celular por um processo de desidratacdo da planta forrageira,
fazendo que a humidade da forragem desca a valores inferiores a 15%, valor esse que
permite o armazenamento sem o desenvolvimento de bolores. Além das
caracteristicas normais de uma boa forrageira (palatabilidade quando seca,
produtividade, perenicidade, etc.), para produzir um feno de boa qualidade, deve-se
escolher uma espécie que tenha boa quantidade de folhas e caules finos e tenros, para
gue o processo de secagem ocorra de maneira uniforme (Calvalcante, 2003).

No processo de ensilagem, o principio de conservacdo da silagem é a paragem da
respiracdo celular pela redu¢do do pH (aumento da acidez) provocada pela
fermentacdo dos agucares sollveis da planta. Sendo o milho e o sorgo as melhores
culturas para a ensilagem, porque tém um elevado teor de agucares soluveis, aliado a
um baixo teor proteico, isto é uma baixa capacidade tampdo, dando, normalmente,

uma silagem de boa qualidade. E muito importante, evitar a existéncia de fungos. Que



aparecem em varias ocasides, principalmente quando o teor de Matéria Seca é muito
elevado. Os fungos desempenham um papel essencial na decomposicdo da matéria
organica e tém papéis fundamentais nas trocas e ciclos de nutrientes. Muitas espécies
produzem compostos bioactivos chamados micotoxinas, em que varios deles sdo
téxicos para os animais e para o humano (Barug et al., 2003). As micotoxinas sdo
compostos toxicos e carcinogénicos produzidos por varias espécies de fungos que se
desenvolvem em produtos agricolas (Whitaker e tal, 2005). Sendo muito importante o
controlo das condi¢cGes ambientais relacionadas com o armazenamento (Averkieva,
2009).

O impacto econdmico de micotoxinas inclui para além da possibilidade de perda de
vida humana e animal, o aumento das necessidades de cuidados de saude, os custos
veterinarios, a reduc¢do na producao animal e a perda de alimentos por elimina¢do dos
alimentos contaminados.

Existem essencialmente dois métodos de conservagdao, nomeadamente, o método por
via seca e o método por via humida aos quais correspondem respectivamente, o
processo de fenacdo e o processo de ensilagem, como 0s mais representativos.
Independentemente do método de conservacdo escolhido, a conservagao sera tanto
mais eficiente quanto menores forem as altera¢des bioldgicas e as perdas ocorridas
durante o processo. Dentro de cada método de conservagao existem vdrios processos
de a fazer, estando a sua escolha dependente da conjugacdo de um conjunto de
factores de origem ambiental, bioldgica, econémica e tecnoldgica (Gervasio, 1995).
Para que as silagens ndo oferecam toxicidade para os animais e de forma directa e
indirectamente para os humanos, através dos produtos de origem animal, estas nao
devem sofrer uma fermentacdo aerdbica, evitando-se deste modo a proliferacdo de
microrganismos indesejaveis. Quando isto acontece varios problemas podem ocorrer:

- Silagem muito himida, resultando na fermentacdo clostridica e causando diminuicao
da ingestdo voluntdria;

- A instabilidade aerdbica é grande, resultando no aparecimento de Listeria
monocytogenes e provocando listerioses;

- Muito seca, através da mesma instabilidade aerdbia, resultando no desenvolvimento

de bolores e micotoxinas (Seglar, 1999).



O desenvolvimento de fungos em silagens é muito frequente. Estes para além de
ocasionarem perdas nutritivas, podem elaborar metabolitos secundarios, as
micotoxinas, que sdo toxicas para os animais e para o homem.

O Aspergillus fumigatus é muito frequentemente isolado de silagens e pode produzir
varias micotoxinas, entre elas: gliotoxina, fumitreogene B e C e fumigaclavina B e C.

O objectivo deste trabalho foi fazer uma pesquisa bibliografica recente sobre as
micotoxinas na alimentagao e consequentemente na saude animal e humana e do

fungo Aspergillus fumigatus e a sua capacidade toxicoldgica.



I - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Ensilagem

A silagem é definida como o material produzido pela fermentacdo controlada de
forragem verde ou outros alimentos com elevado contelddo de humidade, armazenada
sob condi¢cGes anaerdbicas. O processo através do qual a silagem é feita chama-se
ensilagem, sendo o recipiente ou reservatdrio utilizado o silo (McDonald, 1981;
Woolford, 1984). Este ultimo deve fornecer a matéria-prima protecc¢do contra a luz, ar
e humidade exteriores, para se obter um produto com um minimo de perdas da
matéria seca e de valor nutritivo, sem que a sua ingestdo possa ter uma ac¢ao negativa
sobre o crescimento e saude animal (Vanbelle et al., 1981; Cafieque et al., 1987).

A ensilagem é uma técnica que tem por finalidade conservar as forragens num estado
0 mais préximo do fresco possivel, por meio de uma fermentacdo. Os processos de
conservagado visam parar a respiracao celular, para evitar as perdas das reservas de
gliucidos. A ensilagem é um processo complexo no qual um nimero consideravel de
compostos é formado, como consequéncia da fermentacao (Krizsan et al., 2007).

Os elementos nutritivos contidos nas células vegetais e parcialmente libertados no
momento do corte sdo utilizados pelas bactérias lacticas e transformados por algumas
delas em acido lactico. Este tem o efeito de baixar o pH impedindo o desenvolvimento
de outras espécies nocivas (Dunthil, 1986).

A conservacdao da forragem através do método da ensilagem envolve algumas
transformacdes bioquimicas na forragem verde. As transformacbes bioquimicas
resultam numa primeira fase da ac¢ao das enzimas das plantas, numa segunda fase da
accdo dos microrganismos e por ultimo numa terceira fase que ocorre apds a abertura
do silo pela ac¢do de fungos (Carreiro, 1987; citado por Gervasio, 1995).

A silagem é o produto da fermentacao de hidratos de carbono (agucares) na auséncia
de oxigénio, que ocorre em duas fases distintas, uma aerdbia e uma anaerdbica. O
éxito ou fracasso de uma silagem depende em primeiro lugar de trés parametros

quimicos da planta a ensilar, que sdao: o nivel de matéria seca na altura do corte; a



quantidade de glucidos soluveis disponiveis e o tipo de populagdo microbiana
existente (Serrano e Portugal Melo, 1984).

A quantidade de aglcares necessaria para assegurar uma boa conservacdo da silagem
é muito varidvel, dependendo de muitos factores, de destacar o teor em proteina da
forragem, que determina a quantidade de acido lactico que é necessaria para se atingir
o pH estavel, pois embora o acido lactico fagca diminuir o pH, as proteinas e os seus
produtos de degradagdo opdem-se a essa diminui¢do, a chamada capacidade tampao.
O milho apresenta-se como a planta ideal para ser ensilada, se for colhida no estado
de maturacdo correcto, pois apresenta teores de hidratos de carbono sollveis
elevados, teores de proteina baixos e matéria seca dentro dos parametros indicados. O
ponto ideal para se fazer a silagem de milho é aquele em que o grdo ja esta
parcialmente seco. Neste ponto, é possivel a producdao de uma silagem de melhor
qualidade fermentativa e com maior rendimento em matéria seca
(www.nordesterural,2003). Outro aspecto importante que pode comprometer a
gualidade da fermentacdo e o valor nutritivo da silagem é o teor de humidade ou a
percentagem de matéria seca (MS), na planta no momento da colheita. Plantas com
baixo teor de matéria seca, produzem, quando compactadas dentro do silo, elevadas
quantidades de efluentes liquidos, que escorrem para fora do silo uma alta
percentagem de nutrientes, tanto para as bactérias anaerdbias, quanto para os
animais que consumirdao a silagem. (Jay, JM., 2005). O teor em matéria seca mais
elevado tem como consequéncia o aumento do teor em aglcares, mas também a
pressdao osmotica. A pressdo osmética e a baixa do pH completam-se (Borba, 1992).
Para se efectuar o corte das forragens para conservar, é necessario ter-se em conta
gue o maximo de producdo de matéria seca por hectare (M.S./ha) corresponde a um
valor nutritivo préoximo do minimo, havendo a necessidade de se estabelecer um
compromisso entre a producdo (M.S./ha) e o valor nutritivo relativamente elevado
(Gervasio, 1995).

A conservacdo de forragens traduz-se numa mais valia em termos de optimizacdo da
producdo animal. Deste modo, nas épocas em que a erva é muito jovem e demasiado
aquosa, pode-se facultar ao animal erva conservada de uma forma seca (o feno). Por
outro lado, um alimento rico em 3agua (silagem), permitird fornecer um complemento

equilibrado nos periodos em que predomina a pastagem com baixo teor em agua.
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Assim sendo, pode-se equilibrar a qualidade do alimento ingerido pelos animais,
através da administracdo de feno durante o Inverno e silagem durante o Verao
(Dunthil, 1986;Franco, 1997). A composicao botanica da silagem tem uma ac¢do sobre
as suas caracteristicas de fermentacdo (Hildebrand et al., 2010).

Quando as condicdes oferecidas pelas plantas a ensilar ndo sdo as melhores, como
teor de humidade elevado, baixo teor de glucidos fermentesciveis e elevado poder
tampao, podera recorrer-se a pré-fenagdo ou a utilizagdo de aditivos (McDonald et al.,

1988).

2- Principios da Conservacao de Forragens

Os alimentos podem ser conservados de varias formas. O conteudo de humidade pode
ser reduzido a um nivel que ird prevenir o crescimento de bactérias e fungos tanto na
fenacdo como na desidratacdo artificial. Existem substdncias que podem ser
adicionadas com vista a inibir o crescimento bacteriano ou um meio 4cido pode ser
criado originando um efeito similar. Isto em conjunto com o fluxo de ar durante a
ensilagem, fornece-nos a base de produgdo de silagem. Por ultimo o produto pode ser
mantido a baixas temperaturas. O congelamento tem sido usado apenas para
experimentacdo no caso da erva, devido aos seus elevados custos a técnica esta longe
de ser utilizada como técnica corrente nas exploragdes agricolas (Holmes, 1982).

Os principais objectivos da conservacao de forragem sao:

- Fazer um produto que seja o mais semelhante quanto possivel a matéria-prima
original, em termos de valor alimentar;

- Tenha sofrido um minimo de perdas e que seja aceitdvel para o animal.

E infelizmente verdade que grande parte da forragem conservada é de baixa qualidade
devido ao facto da matéria-prima possuir um baixo valor alimentar podendo ser
também resultado de uma metodologia de conservacao ineficiente ou desapropriada
(Jackson et al., 1974; McDougall e Jackson, 1977).

Mesmo sendo apenas necessario uma forragem de baixa qualidade para alimentar por
exemplo bovinos de carne de baixa produtividade, ndo é razdo para aceitar um

produto elaborado de forma incorrecta. No caso da producdo de leite e da fase de
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acabamento dos bovinos de carne, torna-se necessario administrar aos animais um
produto com elevado valor alimentar. E importante que as perdas de nutrientes sejam
controladas durante todos os estddios do processo, incluindo as perdas no campo,
durante o armazenamento e quando a forragem é administrada aos animais. A
importancia relativa destas fontes de perdas dependerao da técnica de conservagao,
no entanto as perdas de nutrientes representam um desperdicio de recursos e
acrescidos custos de produgdao sendo desejavel preservar a matéria-prima original
tanto quanto possivel (Holmes, 1982).

Todo o processo de conservacao de alimentos, baseia-se no parar o crescimento de
microrganismos que, em condi¢des aerdbias, provocam a degradacdo do produto. No
caso da ensilagem, o que limita a proliferacdo desses microrganismos é o abaixamento
do pH resultante da acumulac¢do de acido lactico produzido por bactérias anaerdbicas.
Neste processo de fermentacdo, ha trés factores fundamentais: substrato que
contenha hidratos de carbono soluveis, a presenga de bactérias lacticas e anaerobiose
(auséncia de oxigénio). Esses factores, sao muito importantes a ter em conta

(paginacampeira.com, 2001).

2.1- Fendmenos quimicos e biolégicos de uma ensilagem

2.1.1 - ACGCAO DAS ENZIMAS DAS PLANTAS

As forragens verdes s3o objecto de transformac¢des e perdas ocasionadas pela
influéncia da respiracdo que se mantém enquanto existir oxigénio disponivel nas
células através das enzimas vegetais.

As primeiras alteracGes bioquimicas que ocorrem no silo sdo devidas a accdo das
enzimas das plantas ensiladas sendo estas responsdveis essencialmente pela
respiracdo e protedlise. A forragem apds o corte continua a sua actividade enzimatica,
transformando os hidratos de carbono da planta em diéxido de carbono, agua e
energia. Assim, a libertacdo desta energia sob a forma de calor vai provocar o aumento
da temperatura no silo. No entanto, se esta for muito elevada poderd provocar uma

destruicdo destas mesmas enzimas através da sua desnaturacao.

12



Esta fase aerdbia do silo é sensivel pois diminui o conteddo de hidratos de carbono
soluveis disponiveis para a fermentacdo lactica que é o tipo de fermentacdo desejavel
para a realizacdo de uma boa silagem. Nestas primeiras fases de ensilagem verificam-
se algumas alteracdes nos hidratos de carbono sollveis, estes compostos que
representam cerca de 5 a 15% da matéria seca das plantas forrageiras sdo
rapidamente hidrolizaveis em glicose e frutose, que serdo as principais fontes de
energia. Também se verificam modificagcdes na concentracdo do malato enquanto que
a concentragao do acetato aumenta. As proteinas que representam cerca de 75 a 90%
do azoto total das plantas também podem ser afectadas pela actividade enzimatica
das plantas (a percentagem de azoto nao proteico é cerca de 10 a 25%).

As quantidades de oxigénio existente num silo variam com a espécie vegetal que é
ensilada, tendo em conta o tecido histoldgico, o calcamento, a dimensao do corte, etc.
Para limitar esta actividade enzimatica de modo a nao perigar o valor nutritivo do silo,
€ necessario isola-lo hermeticamente para que o oxigénio nele existente seja

totalmente consumido nas primeiras semanas (McDonald et al., 1988).

2.1.2 - FERMENTAGAO LACTICA

Quando as condi¢cdes de anaerobiose e a concentracdo em hidratos de carbono
solUveis sdo as mais desejdveis desencadeia-se a fermentacdo lactica. As bactérias que
a efectuam (Lactobacillus) sdo microrganismos ndo esporulados, gram-positivos,
anaerdbios estritos e facultativos, sendo a sua temperatura Optima de
desenvolvimento de 25 a 30°C.

Estas bactérias multiplicam-se rapidamente para construir em menos de 8 horas a
guase totalidade da flora do silo, logo que as condicOes sejam favoraveis para o seu
desenvolvimento, ou seja, inexisténcia de oxigénio e presenga de grande quantidade
de hidratos de carbono. As bactérias anaerdbias facultativas transformam parte dos
aclcares em acido acético e CO,. Esta fermentacdo contribui para o inicio da
acidificacdao do meio.

A accdo destes microrganismos é de curta duracdo pois sdo muito sensiveis ao

abaixamento do pH provocado pelo desenvolvimento rdpido da flora lactica cessando
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mesmo a sua actividade a pH 4,5. Por fim, perduram somente as bactérias anaerdbias
estritas, constituidas essencialmente por bactérias lacticas as quais sdo um grupo de
bactérias mais importante para a ensilagem (McDonald et al., 1988).

Estas bactérias podem dividir-se em duas categorias: as homofermentativas e as
heterofermentativas. Ambas transformam os aculcares em acido lactico, contudo, com
rendimentos diferentes.

As homofermentativas tém um alto rendimento originando praticamente sé acido
lactico, por outro lado, as heterofermentativas originam além do acido lactico outros
produtos apresentando assim, um menor rendimento (Carreiro, 1987, citado por
Gervasio, 1995).

O 4cido lactico estabiliza a forragem conservando-a ao fazer baixar o pH, mas as
proteinas e os produtos da sua degradacdo opdem-se a este poder de acidificacdo
através do seu poder tampao.

Ao elevar-se o conteudo de proteinas é necessario elevar também a quantidade de

acido lactico de forma a alcancar o pH desejado (McDonald et al., 1988)

2.1.3 - FERMENTAGAO BUTIRICA

As fermentacbes que ddo origem a grandes perdas no valor nutritivo do silo sdo do
tipo butirico, produzidas por microrganismos anaerébios do género Clostridium que se
encontram geralmente na terra sob a forma de esporos e utilizam para seu
crescimento agucares, acido lactico e proteina.

Nos primeiros dias apds o ensilamento, se o silo ndo ficar bem fechado inicia-se o
desenvolvimento dos esporos, contribuindo assim para o aumento exponencial
bacteriano.

A fermentagao dos aminoacidos podera ser feita de trés formas:

- Desaminacdo, na qual a amdnia é libertada deixando um residuo de acido organico;

- Descarboxilacdo, conduzindo a formacdo de aminas que sdo extremamente tdxicas
para os animais;

- Oxidagdo/Redugdo, na qual um aminoacido é oxidado enquanto o outro é reduzido.

Os aminoacidos normalmente oxidados sdo: alanina, histidina, isoleucina, leucina,
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fenilalanina, serina, triptéfano e tirosina. Os aminoacidos reduzidos sdo: arginina,
acido arpartico cisteina, glicina, metionina ornitina, prolina triptéfano e tirosina
(McDonald et al., 1988).

A oxidacdo dos aminodcidos é convertida em acidos gordos volateis com menos um
carbono que o composto original, nos dois tipos de reac¢do, excepto a prolina e a
amonia que sdo libertadas. Os agucares e o acido lactico sdo utilizados como fonte de
energia para formar o acido butirico, o didxido de carbono e o hidrogénio.

Conclui-se que o crescimento destas bactérias (Clostridicas) é de todo indesejavel
devido as grandes perdas que provoca no valor nutritivo das silagens, assim como na
percentagem de matéria seca ingerida pelos animais, conduzindo a menores
rendimentos das exploracdes. Assim sendo, o seu controle poderd ser feito através de
uma diminui¢do rapida do pH na fase inicial da fermentacao.

Caso ndo seja possivel aumentar o teor de matéria seca, devem-se utilizar aditivos,
uma vez que estas bactérias tém uma grande preferéncia por elevados indices de

humidade (Baido, 1993).

2.1.4 — ACCAO DE OUTROS MICRORGANISMOS

Outro tipo de fermentac¢Ges devidas a microrganismos tem lugar geralmente depois da
abertura do silo e sdo devido a presenca de bolores e leveduras.

O seu desenvolvimento é tanto mais importante quanto maior é o conteldo em
acucares da silagem.

Sobre estes microrganismos ndo se pode actuar através da alteracdo do pH, uma vez
que estes sdo resistentes a valores baixos do mesmo (os fungos desenvolvem-se a pH
de 2,5-3,5 e as leveduras a pH de 1,3 —2,5).

O seu crescimento diminui com a presenca do acido propidnico ou butirico, pelo que
se encontram em menores quantidades em silagens de baixa qualidade, originando
podriddo, sendo facilmente controlados evitando a entrada de ar nos silos.

As leveduras sdo responsdveis pela deterioracdo da silagem exposta ao ar ndo tendo
estas, de uma maneira geral, grande importancia porque formam um pequeno grupo.

Por vezes, o seu crescimento ndo é totalmente indesejdvel porque alguns alcoois
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formados tém uma acgdo conservadora. Por outro lado, a fermentacdo por leveduras
faz com que haja perdas de matéria seca na forma de diéxido de carbono e pela
volatilizacao dos alcoois formados.

As leveduras sdo indesejaveis porque estdo associadas a deterioracdes aerdbias do silo
e por outro lado, competem com as bactérias lacticas em relacdo aos aglcares que
fermentam para produzir principalmente o etanol.

Estas, apesar de ndo serem inibidas pela fermentacao lactica, sdo pelos acidos gordos
volateis.

Os bolores sao microrganismos que existem apenas nas zonas em contato com o ar,
como seja, nas paredes laterais do silo e a superficie do mesmo. Estes sdo bastante
prejudiciais, uma vez que decompdem os aclcares e o acido lactico através da via
respiratdria, hidrolizam e metabolizam a celulose e os compostos organicos originando
perdas elevadas de matéria seca, levando a uma perda da qualidade da silagem.
Produzem micotoxinas, que originam micotoxicoses nos animais, provocando

desiquilibrios na sanidade dos efectivos das exploracdes.

2.2 — Perdas Ocorridas Durante a Ensilagem

O objectivo da conservacdo de forragens é preservar tanto quanto possivel os
nutrientes da forragem original e em particular a proteina e energia. Contudo, na
ensilagem, tal como noutros processos e especialmente naqueles onde a natureza tem
papel importante, estdo implicitas perdas que sdo varidveis na sua magnitude. Visto
gue as perdas estdo geralmente confinadas a fraccdo digestivel da forragem, a
depreciagao no valor nutritivo pode ser consideravel quando as perdas de MS sao altas
(Woolford, 1984, citado por Reis, 1994).

A maioria das perdas de MS e de nutrientes durante a ensilagem devem-se a
respiracdo da planta, a actividade microbiana indesejavel durante a fermentacgao, ao
efluente e a oxidacdo, originada pela entrada de ar resultante de uma selagem

deficiente ou apds a abertura do silo (Gordon, 1989).

16



2.2.1 - PERDAS NO CAMPO

Se o corte e a ensilagem se realizam no mesmo dia, as perdas sdo muito escassas,
inclusive depois de um periodo de 24 horas, as perdas nao superam 1 a 2% da matéria
seca. Se demora mais de 48 horas até ensilar, podem produzir-se grandes perdas de
nutrientes, que dependem das condigdes climaticas. Normalmente, estas perdas sdao
da ordem dos 6% depois de um periodo de pré-secagem de 5 dias e de 10% depois de
8 dias no campo. Os nutrientes mais afectados sdo os hidratos de carbono soluveis,
assim como as proteinas que se hidrolizam com formacdao de aminodcidos (McDonald,

1988).

2.2.2 - PERDAS POR RESPIRACAO

Enquanto prevalecem no silo condi¢Ges aerdbias a respiracdo das células das plantas e
da flora aerdbia continuara, o que resulta numa desassimilacdo dos hidratos de
carbono em CO, e H,0. Mesmo na presenca de baixas concentra¢cbes de oxigénio, os
microrganismos aerdbios continuam a sua acg¢do. Estes microrganismos podem tolerar
condigdes em que o oxigénio representa apenas 0,5% do volume da atmosfera do silo.

A respiracdo ndo conduz somente a uma depleccdo dos aclcares mas também resulta
no aumento da temperatura no silo. As perdas por respiragao sao maiores quando a
forragem tem um baixo teor em matéria seca e quando a temperatura ambiente é alta

(Reis, 1994).

2.2.3 — PERDAS POR FERMENTACAO

Durante a fermentagdo tém lugar notdveis trocas bioquimicas, especialmente dos
hidratos de carbono soluveis e das proteinas, as perdas globais da matéria seca e
energia subsequente a actividade das bactérias acido lacticas, sdo baixas.

Considera-se que as perdas de matéria seca sdo inferiores a 5% e as perdas de energia
bruta, devido a formacdo de compostos de alta energia como o etanol, sdo inclusive

menores.
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Nas fermentacdes por clostrideos, como consequéncia da formacdo de gases, tais
como didxido de carbono, hidrogénio e amoniaco, as perdas de nutrientes podem ser

muito maiores do que nas fermentacdes lacticas (Reis, 1994).

2.2.4 - PERDAS POR EFLUENTES

A maioria dos silos permite a saida de liquidos que arrastam nutrientes soluveis.

As quantidades produzidas dependem em elevado grau do conteudo inicial de
humidade da forragem, aumentando logicamente se o silo ndo for coberto,
penetrando a chuva.

Os liquidos contém acucares, compostos nitrogenados solUveis, minerais e acidos
produzidos na fermentacdo. Todas estas substancias tém grande valor nutritivo.

As forragens ensiladas com niveis de matéria seca da ordem dos 150g/kg podem sofrer
perdas até 10%, enquanto as forragens pré-fenadas até niveis de 300g MS/kkg
produzindo pouca quantidade de liquidos se é que os produzem (McDonald et al.,

1988).

2.2.5 — PERDAS POR DETERIORAGAO AEROBIA

Estas perdas ocorrem a superficie e lados do silo durante o armazenamento e apds a
abertura do silo. As perdas superficiais sdo mais frequentes nos silos trincheiras, sendo
uma das principais fontes de perdas de matéria seca nos silos das explora¢des
agricolas.

A intensidade de deterioragao esta relacionada com a eficiéncia com que o silo é
selado. Se no final da ensilagem o silo for coberto com uma folha de plastico e esta for
coberta com um material que faga pressdo (por exemplo terra e/ou pneus) as perdas

superficiais podem ser virtualmente eliminadas (Reis, 1994).
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2.3 - Classificagao das silagens

Inicialmente, as fermentacdes em silos eram classificadas em cinco tipos: lactica,
butirica, acética, pré-fenada e com conservantes quimicos (aditivos). Segundo
McDonald et al., (1981, 1988) temos outro tipo que é o das silagens deterioradas

aerobicamente e posteriormente referiram outro tipo, o das silagens sobreaquecidas.

2.3.1 — SILAGENS LACTICAS

Sao as silagens mais comuns, produzidas a partir de forragens com elevada
concentracdo em hidratos de carbono soluveis, sendo o processo de fermentacdo
dominado pelas bactérias acido lacticas (McDonald, 1981). Podem incluir-se nesta
categoria silagens de forragens com baixa concentracdo de hidratos de carbono
sollveis as quais se adicionou um produto estimulante da fermentagdo lactica (Rego,
1988).

A fermentacao lactica tem como resultado uma silagem com pH baixo entre 3,7 e 4,2,
uma elevada concentracdo de acido lactico entre 80 a 120g/kg MS e pequenas
concentrac¢des de acido féormico, acético, propidnico e butirico, encontrando-se ainda
presentes concentragdes varidveis de manitol e etanol como resultado da actividade

das bactérias heterofermentativas e das leveduras (McDonald et al., 1988).

Nas silagens de milho, o teor em 4acido lactico é geralmente mais baixo do que o de
silagens de erva bem conservadas devido ao elevado teor de matéria seca e ao baixo
poder tampado da forragem de milho (McDonald, 1981).

O poder tampado das silagens lacticas é alto (3 a 4 vezes o da forragem utilizada) devido
a formacdo dos acidos na fermentacdo. A concentracdo de hidratos de carbono
soluveis que permanecem depois da fermentagdao € muito baixa geralmente inferior a
2% (McDonald, 1981).

O alto teor em azoto ndo proteico sollivel juntamente com os baixos niveis de aglcares
destas silagens podem dar lugar a altas concentra¢ées de amoniaco no rumen o que

conduz a uma ma utilizagdo do azoto da silagem.
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Uma desvantagem destas silagens é a menor ingestdao de matéria seca (I.M.S.) em

comparag¢ao com a forragem verde ou desidratada oferecida ad libitum.

2.3.2 — SILAGENS ACETICAS

Em condicdoes pouco definidas as bactérias produtoras de acido acético podem
dominar a fermentagdo. Estas silagens sdao raras, quando o produto utilizado sao
forragens das zonas temperadas, mas mais comuns quando se utilizam forrageiras
tropicais (McDonald, 1981).

As silagens acéticas caracterizam-se por teores elevados em acido acético e baixos em
acido lactico, por um pH ligeiramente superior ao das silagens lacticas e também por
uma maior desaminacao dos aminoacidos, sendo as outras caracteristicas semelhantes
as das silagens lacticas (McDonald et al., 1988).

O seu valor nutritivo, embora a correlagdao negativa entre o acido acético e a ingestao

de matéria seca sugira que a ingestdo destas silagens é baixa (McDonald, 1981).

2.3.3 — SILAGENS BUTIRICAS

As silagens butiricas também conhecidas por clostridicas, formam-se por auséncia de
flora lactica e de hidratos de carbono sollUveis nas concentracbes adequadas na
forragem verde, o pH baixa lentamente e mantém-se em valores superiores a 4,2,
criando-se condic¢des favoraveis a proliferacdo de bactérias clostridicas (Reis, 1994).
Estas silagens caracterizam-se pelo facto dos hidratos de carbono solluveis e o acido
lactico se converterem em acido butirico, encontrando-se geralmente acido acético em
grandes quantidades (McDonald, 1981). Devido a intensa hidrélise dos aminodcidos
provocada pelos clostrideos, as silagens deste tipo contém altas concentragcbes de N-
NH; geralmente superiores a 20% do N.T. (McDonald et al., 1988). Segundo McDonald
(1981) produzem-se aminas como consequéncia da descarboxilacdo dos aminodcidos.
A utilizacdo dos compostos azotados e da ingestdo de matéria seca pelos ruminantes é
baixa verificando-se uma correlagao negativa entre a ingestao e a concentragdo de N-

NH; na silagem (McDonald et al., 1988).
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2.3.4 — SILAGENS PRE-FENADAS

A desidratacdao de uma forragem limita a fermentagdo tanto mais, quanto maior for o
teor de matéria seca. Nestas silagens a actividade dos clotrideos é minima enquanto
que o crescimento da flora acido lactica da-se até valores de cerca de 50% de matéria
seca (McDonald et al., 1988).

Estas silagens caracterizam-se por um pH mais elevado quando comparado com o de
silagens lacticas de corte directo (Rego, 1988). Como consequéncia da restricdo da
fermentacdo as silagens pré-fenadas apresentam concentracdes carateristicamente
baixas em acidos gordos volateis (acético e butirico), alcoois e em N-NH3 (mcDonald et
al., 1988).

Os teores em hidratos de carbono soluveis residuais sdao mais elevados do que nas
silagens lacticas. Os teores em 4cido lactico sdo mais baixos em comparacdo com as
silagens lacticas (McDonald, 1981).

A pré- fenacdo ndo evita a protedlise mas reduz consideravelmente a desaminacdo dos
aminodcidos e melhora a utilizacdo dos compostos azotados no rumen (McDonald et
al., 1988). Um dos efeitos mais importantes da pré-fenacao é a melhoria da ingestao
de matéria seca, para além disso a pré-fenagao tende a diminuir a digestibilidade da
silagem apesar de uma reducdo no conteudo em fibra.

As vantagens do processo estdo ligadas a uma maior oportunidade de éxito na
conservacdo de forragens dificeis de ensilar (com baixo teor em hidratos de carbono
soliveis) sem o recurso a aditivos e a uma diminuicdo da perda de nutrientes sollveis
por efluentes, que é praticamente inexistente a partir de 30% de matéria seca

(McDonald, 1981).

2.3.5 - SILAGENS TRATADAS COM ADITIVOS

Os aditivos utilizados nas silagens podem classificar-se em dois grandes grupos:

estimulantes, como indculos e acgulcares, que estimulam a muiltiplicacdo das bactérias

acido lacticas e inibidores como os acidos e o formaldeido que inibem parcial ou

totalmente o crescimento microbiano.
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Estimulantes — existem uma série de indculos comerciais que contém cultivos
liofilizados de bactérias dacido lacticas homofermentativas. A maioria contém
Lactobacillus plantarum e por vezes outros microrganismos adequados como o
Pediococcus acidilactici. O perfeito controlo da fermentacdo ao usar estes indculos
depende de uma série de factores como o grau de inoculagdo, que deve ser no minimo
10° (sendo preferivel 10%) microrganismos/g de forragem seca e a existéncia de um
nivel adequado de hidratos de carbono fermentdveis. O rdpido dominio da
fermentacdo pelas bactérias homolaticas, permite o uso mais eficiente dos hidratos de
carbono hidrosoluveis de modo que os niveis destes na forragem sdo criticos,
aumentam as possibilidades de obter uma silagem lactica bem fermentada.

Os melacos, subproduto da industria acucareira, foi um dos primeiros aditivos usados
em silagens como fonte de acgucares. Este subproduto, apresenta um contelddo em
hidratos de carbono hidrosoltveis da ordem de 700g/kg MS, havendo-se comprovado
gue o seu uso faz aumentar os conteudos em matéria seca e acido lactico assim como

baixar o PH e os niveis de amoniaco nas silagens tratadas (McDonald et al., 1988).

Inibidores — como inibidores potenciais da fermentagdo, usam-se numerosos
compostos quimicos, no entanto poucos sdao aceites comercialmente. Os acidos,
geralmente os sulfuricos e o cloridrico, adicionam-se a forragem durante a ensilagem,
em quantidade suficiente para baixar o pH a menos de 4. Nos ultimos anos o acido
férmico tem substituido os acidos minerais, aceitando-se como aditivo devido ser
menos corrosivo que os acidos minerais. O produto comercial mais usado contém 85%
de 4cido férmico, sendo aplicado sem diluicdo. A dose recomendada é de 2,7kg/ton.
de forragem fresca. Aplicado na erva vai baixar o pH até aproximadamente 4,8. N3o se
produz a inibigdo total do crescimento microbiano e tem lugar uma certa fermentagao
acido-lactica. Para inibir as bactérias acido-lacticas, recomenda-se utilizar uma dose 3 a
4 vezes superior, sendo maiores as quantidades necessarias para forragens com maior
contetddo em humidade. Estdo comprovados os beneficios do acido férmico sobre as
caracteristicas de fermentacdo das forragens dificeis, de baixo conteido em hidratos
de carbono, como as leguminosas e as gramineas. Também se tem obtido melhorias

nos rendimentos dos animais e na ingestao de matéria seca.
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Mais recentemente tem-se prestado atenc¢do ao uso de formaldeido em solugdo de
40% que se aplica sé ou com melhores resultados com algum acido como o sulfurico
ou o férmico. Infelizmente, o nivel de suplementa¢cdo com formaldeido resulta pouco.
Se se aplica uma concentracdo demasiado alta, afecta-se a actividade microbiana
normal do rumen, o que reduz a digestibilidade e a ingestdao de matéria seca. O nivel
de incorporacdo éptimo, varia com a espécie vegetal e o conteddo em proteina, no
entanto n3o deve superar os 50g de formaldeido/kg de proteina (McDonald et al.,

1988).

2.3.6 — SILAGENS DETERIORADAS AEROBICAMENTE

A continua infiltracdo de ar no silo, durante o periodo de armazenamento e/ou a
abertura do silo, facilita o crescimento de microrganismos aerdbios que hidrolizam a
matéria organica até se obter um material putrido indesejavel para a alimentagdo
animal (McDonald et al., 1988).

Inicialmente, os componentes solluveis das silagens como os acidos organicos, alcoois e
acucares sdo oxidados. Contudo, uma exposicao continua ao ar conduzird a destruicdo
de outros componentes mais estaveis como os polissacdridos da parede celular, devido
a acgdo das leveduras e bactérias e mais tarde também aos bolores (McDonald, 1981).
Quando se restringe a fermentacdo mediante a pré-fenacdo ou adicdo de produtos
quimicos, as silagens sdo mais propensas a deterioracdo por fermentac¢do aerébica do
gue quando existiu actividade da flora produtora de acido lactico ou dos clostrideos
(McDonald et al.,, 1988). Segundo estes autores, a presenca dos acidos propidnico e
butirico melhora a estabilidade destas silagens em presenca do ar.

Um aumento dos niveis de N-NHs, que ocorre durante a deterioracdo, resulta também
numa menor utilizacdo do N da silagem (McDonald, 1981). Segundo este autor, o
crescimento de bolores pode resultar, como ja foi referido, na formagao de toxinas

gue podem ser potencialmente letais.
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2.3.7 — SILAGENS SOBREAQUECIDAS

Estas silagens produzem-se a partir de materiais excessivamente secos e ensilados
geralmente em silos monte ou trincheira sem um calgamento adequado (McDonald et
al., 1988).

A temperatura optima durante a fermentagdo de uma silagem lactica varia entre os
25-30°C e de uma butirica entre os 35-40°C. O aquecimento excessivo constitui um
problema das silagens com pouca humidade, as quais ndo sdo faceis de compactar
bem de forma a excluir o oxigénio (McDonald, 1981).

Se a temperatura da massa ensilada ultrapassa os 55°C a digestibilidade da proteina
diminui (McDonald et al., 1988). Segundo estes autores, silagens sobreaquecidas de
cor parda escura ou inclusivamente negras, podem ter uma boa ingestdo pelos
animais, embora sejam de baixo valor nutritivo devido a excessiva oxidacdo dos

nutrientes solUveis.

3 - Fungos (Leveduras e Bolores)

Os fungos sdo seres eucariotas e heterotréficos que podem desenvolver-se como seres
unicelulares (leveduras) ou como coldnias filamentosas multicelulares, os bolores. Sao
abundantes no solo, na vegetacdo e na 3agua, onde se desenvolvem em material
vegetal em degradagao. Obtém nutrientes para o seu crescimento secretando enzimas
extracelulares (proteases, lipases, amilases, celulases) que degradam complexos
organicos moleculares em mondmeros simples que sdo absorvidos através das suas
membranas celulares. As paredes dos fungos contém uma mistura de componentes
fibrilares e amorfos. Os componentes fibrilares incluem citrina e celulose, o que
confere rigidez as paredes. Por outro lado, os componentes amorfos incluem proteinas
e glucanos (Deacon, 1980).

A maioria dos fungos, sdo aerdbios estritos (requerem oxigénio para se
desenvolverem), enquanto outros, incluindo uma série de leveduras e alguns fungos

filamentosos, podem desenvolver-se sob condigdes anaerdbias, obtendo assim energia
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suficiente para o seu crescimento fermentativo (Deacon, 1980 citado por McDonald et
al., 1991).
O crescimento de certos bolores, como o Aspergillus e Fusarium nas silagens, podem

produzir micotoxinas que sdo nocivas para os animais e para o homem (MuckK, 1988).

3.1 - Leveduras

A presenca de leveduras na silagem foi observada pela primeira vez em 1932 por
Rushman e Graf. Embora a sua importancia tenha sido ignorada até 1964, quando Beck
e Gross demonstraram que as leveduras desenvolvem um papel importante na
deterioracdo da silagem exposta ao ar (McDonald, 1981) e é também conhecido que
nao sdo inibidas pelas condi¢des acidas (Woolford, 1984).

Segundo Muck (1988) as leveduras utilizam varios substratos, mas os mais importantes
sdo os hidratos de carbono rapidamente degradaveis, acidos organicos e proteinas. Os
hidratos de carbono e os acidos organicos sdo transformados, o que implica perdas de
matéria seca e energia com produgao de calor.

As silagens de milho, as silagens de erva tratadas com acido férmico e as silagens nas
quais a fase aerdbica inicial é prolongada, apresentam normalmente grande numero
de leveduras (McDonald, 1981).

O numero de leveduras aumenta normalmente durante a pré-fenacao, devido ndo sé
as condicGes favoraveis de crescimento mas também como resultado da contaminacao
do solo durante o processo da ensilagem (Woolford, 1984; Henderson et al., 1972;

Honing e Woolford, 1980).

3.2 — Bolores ou Fungos Filamentosos

Segundo Woolford (1984) pensa-se que os bolores ndo tém significado na fermentacdo
da silagem, embora seja aceite que eles contribuem para o desperdicio, a superficie e
dos lados, quando o silo ndo é selado ou é selado deficientemente.

Quando a silagem é bem preservada, isto é, pH baixo e anaerobiose, associado a boas
condicbes do silo, ndo se verifica crescimento fungico, estando este crescimento

geralmente associado apenas a areas de silagem expostas ao ar, como nos lados e a
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superficie do silo. A presenca de fungos na silagem é indesejavel ja que eles degradam
nao so agucares e o acido lactico como também hidrolizam e metabolizam a celulose e
outros componentes da parede celular (McDonald, 1981).

Finalmente, o crescimento de certos bolores ( por exemplo, certas espécies de
Fusarium e Aspergillus) nas silagens podem produzir micotoxinas, que sdo nocivas para
os animais (Muck, 1988).

As leveduras e Bacillus sao mais vulgarmente encontrados em silagens de milho sendo
responsaveis pela sua deterioracdo aerdbia. Por outro lado, os bolores parecem ser os
principais responsaveis pela deterioracdo de silagens de erva expostas ao ar

(McDonald, 1981).

3.3 - Prevencao e controlo de Micotoxinas

Os fungos ndo podem crescer (ou micotoxinas serem produzidas) em alimentos
devidamente secos. Por isso a secagem eficiente dos produtos e a sua conservagao
sem humidade é uma medida eficaz contra o crescimento de fungos e a producdo de
micotoxinas. Seguir as boas praticas de ensilagem, nomeadamente ter em conta o teor
de matéria seca e o armazenamento, fazendo uma boa compactacdo e fechar muito
bem o silo.

- Usar aditivos, sejam eles estimulantes (inoculantes e enzimas) ou inibidores da
fermentagdo (dcido propidnico, acético, citrico e sérbico) quando a silagem de milho
apresenta um teor de matéria seca muito baixo (<22%) ou muito alto (>35%) ou
quando a ensilagem ocorre com temperaturas elevadas. Nas silagens de erva devera
usar-se sempre aditivos.

- Limpar os silos antes da colheita da forragem

- Inspeccionar frequentemente os silos e os rolos, se houver buracos, tapa-los e
consumir logo que possivel essa silagem.

- Depois de abertos os silos, consumir diariamente uma fatia de 10 cm pelo menos e
retirar apenas a silagem necessdria para aquela refeicdo. O material utilizado para
desensilar deve cortar e ndo arrancar a silagem para evitar a entrada de ar no silo.

- No caso de silagem feita em rolo, depois de aberto, o rolo deve ser consumido num

periodo maximo de 2 dias. Desta forma evita-se a deterioracdo da silagem.
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- Os alimentos secos, como os concentrados e fenos, devem ser armazenados com
baixo teor de humidade (<14%) e protegidos para permanecerem secos. O arejamento
dos concentrados é importante, pois reduz a migracdao de humidade e mantém os
alimentos em boas condi¢des. Caso ndo seja possivel manter estas condi¢des, usar um
aditivo como acido propidnico, acido acético ou acido sérbico.

- Limpar e desinfectar frequentemente os locais de armazenamento dos alimentos
concentrados, principalmente os silos.

- Limpar diariamente a manjedoura.

- Limpar os equipamentos usados na colheita, armazenamento e distribuicao dos

alimentos imediatamente apds serem usados (BIS, 2011)).

Para além do risco para a saude, as perdas econdmicas e as implicacdes das
micotoxinas sdo enormes. Muitos paises desenvolvidos ja perceberam que a reducdo
dos niveis de micotoxinas em alimentos ndo sé reduz os encargos financeiros sobre os
cuidados de saude, como tras vantagens no comércio internacional como as

exportacdes para outros mercados internacionais (Schwarzer, 2009).

As toxinas produzidas por fungos filamentosos sdo denominadas de micotoxinas. As
micotoxinas, sdo compostos quimicos venenosos produzidos por certos fungos. Sdo
metabolitos secundarios, aparentemente sem qualquer funcdo no metabolismo
normal dos fungos. Elas sdo produzidas, ainda que ndo exclusivamente, a medida em
qgue o fungo atinge a maturidade. S3o moléculas um tanto quanto diferentes, com
estruturas que variam de simples anéis heterociclicos apresentando peso molecular de
até 50 Da, a grupos de 6 a 8 anéis heterociclicos irregularmente dispostos e com peso
molecular total >500 Da e que ndo apresentam imunogenicidade (FAO, 2003). Estudos
tém revelado a existéncia de pelo menos cerca de 400 micotoxinas diferentes (Betina,
1984). Em virtude da diversidade da sua estrutura quimica, das origens da sua
biossintese, dos seus amplos efeitos bioldgicos e de serem produzidas por uma
enorme variedade de espécies fungicas. Alguns médicos poderiam denomina-las de
acordo com as doengas causadas no homem, enquanto que os micologistas as
classificam pelo nome do fungo produtor, tais como toxinas de Aspergillus, toxinas de

Penicillium, toxinas de Fusarium, etc. (Bennet e klick, 2003).
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As micotoxinas podem entrar nas cadeias alimentares humana e animal por meio de
contaminacdo directa e indirecta. A contaminacdo indirecta de alimentos e racdes
ocorre quando um ingrediente qualquer foi previamente contaminado por um fungo
téxico e mesmo que o fungo tenha sido eliminado durante o processamento, as
micotoxinas ainda permanecem no produto final. A contaminagdo directa, ocorre
guando o alimento ou a racdo, é contaminado por um fungo téxico, com posterior
formagdao de micotoxinas. Sabe-se que a maioria dos alimentos e ragdes pode permitir
o crescimento e o desenvolvimento de fungos toxicos, tanto durante a producdo,
quanto durante o processamento, o transporte e o armazenamento (Frisvad e Samson,
1992). A ingestdo por micotoxinas por seres humanos ocorre principalmente pela
ingestdo de produtos vegetais contaminados, bem como pelo consumo de produtos
derivados dos alimentos, tais como leite, queijo, carnes e outros produtos animais
(Smith et al., 1995).

Sao regularmente encontrados em alimentos e ragdes para os animais. A
contaminacdo das matérias-primas e dos alimentos compostos para animais pelos
fungos é um problema grave para as exploragdes pecuarias, causando avultados
prejuizos sanitarios e consequentemente econémicos. Esta contaminacdo, encontra-se
associada a ma qualidade das matérias-primas ou ao armazenamento mal
acondicionado destes ou dos proprios alimentos compostos. Os alimentos podem ser
contaminados antes, durante ou apds a colheita, durante o armazenamento, na
transformacdo ou durante a distribuicdo aos animais.

A completa avaliacdo da qualidade de um alimento deve ter em conta, para além dos
aspectos nutritivos, estas substancias potencialmente toxicas que podem diminuir a
sua qualidade.

Sabemos que as micotoxinas podem estar presentes nas silagens, nos fenos, nas
palhas e nos alimentos concentrados usados na alimentacdo de vacas leiteiras.
Quando ingeridas acima de determinados limites, as micotoxinas tém impacto
negativo na producdo de leite, pois provocam alteracdes patoldgicas nos animais. Em
situacGes extremas, causam toxicidade, mas o mais comum é causarem depressdo do
sistema imunitdrio, o que aumenta a susceptibilidade as doengas (inclusive mamites) e
consequente quebra de producdo (Etzel R.A., 2002. Mycotoxins. J. Am. Assoc. 287:
425-427).
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A ocorréncia das micotoxinas em alimentos e derivados ndo é um problema apenas de
paises em desenvolvimento. As micotoxinas afectam o negdcio de muitos paises,
interferindo ou até mesmo impedindo a exportacdo, reduzindo a producao animal e
agricola e em alguns paises, afecta também a sadde humana (Jelinek et al., 1989;

Miller, 1995; Leung et al., 2006).

3.4 - Principais factores que afectam o desenvolvimento dos fungos

- Teor de humidade: a maioria dos fungos requer uma actividade hidrica ou seja a
quantidade de agua disponivel para o desenvolvimento fungico depois de estabelecido
o equilibrio hidrico no sistema (meio ambiente alimento), acima de 0.62, sendo este
valor muito variavel. Os valores de Aw (disponibilidade de agua) necessarios para o
crescimento fungico variam em funcdo de substrato e da temperatura. Desta forma,
uma boa secagem dos alimentos concentrados e fenos e boas condi¢cdes de
armazenamento previnem muitos problemas.

- Temperatura: os fungos podem desenvolver-se num intervalo de temperaturas,
sendo aqueles designados por Aspergillus os que requerem temperaturas elevadas e o
Fusarium aquele que se desenvolve a temperaturas mais baixas. A temperatura éptima
para o desenvolvimento fungico ronda os 259C, existindo no entanto espécies de
fungos que crescem a 02C como o Penicillum expansum e outras que crescem a 502C
como o Aspergillus fumigatus.

- Quantidade de oxigénio e acidez (pH) do meio: o intervalo 6ptimo de crescimento
situa-se entre 2 e 7.5, suportando os fungos melhor o meio acido. Em alimentos
humidos, como a silagem, o crescimento dos fungos depende da quantidade de
oxigénio e do pH, pois a maioria dos fungos s3o aerdbios (precisam de oxigénio) e as
condicbes de anaerobiose (falta de oxigénio) e baixo pH limitam o seu
desenvolvimento.

- Composicao do substrato: sob ponto de vista nutricional os fungos nao sao
exigentes, nutrem-se dos micro-elementos existentes no substrato onde se
desenvolve. Logo, a composicdo do substrato tem muita importancia para a producdo

de micotoxinas.

29



- Integridade do grao: os graos intactos estdao fisicamente protegidos para serem
utilizados como fonte de energia ou de azoto pelos fungos. Qualquer dano causado na
colheita, por insectos durante o armazenamento, a moagem ou o descasque, s3o
factores que facilitam o desenvolvimento de fungos.

- Potencial de oxi-redug¢do (02/C02): a maioria dos fungos sdo aerdbios, podendo no
entanto, viver em ambientes de microaerofilia. A presenca de 02 e CO2 pode reduzir a
producdo de aflatoxinas, mas sé se consegue a reducdo do crescimento de fungos e da
producdo de micotoxinas com niveis inferiores a 0.2% de O2.

- Presengca do esporo do fungo: para que haja fungos tem de haver esporos (a
“semente” do fungo) transportados no ar, pelos insectos e por outros meios.

- Factores bioldgicos: a presenca de insectos, acaros e roedores actua como agente de

disseminacao da microflora (Cleveland et al. 2003).

3.5 - Ecologia dos fungos e produtores Micotoxina

Os fungos que produzem micotoxinas, dividem-se, de modo geral, em dois grupos: os
fungos que atacam antes da colheita, chamados fungos de campo, e aqueles que

ocorrem somente ap0ds a colheita, chamados fungos de armazenamento.

Ha trés tipos de fungos téxicos no campo:

- Agentes patogénicos de plantas, como F. graminearum (deoxinivalenol, nivalenol)

- Fungos que crescem em plantas senescentes, como F.moniliforme (fumosinas) e A.
flavus aflatoxina

- Fungos que inicialmente surgem na planta antes da colheita e predispdem o produto
a contaminacdo de micotoxina depois da colheita, como a P. verucossum (ocratoxina) e
a A. flavus aflatoxina

As espécies Aspergillus e Fusarium sao provavelmente os mais significativos fungos de

campo, produtores de micotoxinas (www.fao.org/WAIRDOCS/X50120/X5012001.htm,

2011).

Ha cinco tipos de micotoxinas que sdo consideradas econdmica e toxicologicamente

importantes:

- aflatoxinas (AFs)
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- ocratoxina A (OTA)
- tricotecenos (desoxinivalenol (DON))
- nivalenol (NIV) e HT2-toxina (HT-2))

- zearalenona (ZEA) e fumonisinas (FB1, FB2)

Em laboratérios de micologia alimentar, existem trés fungos que devem ser
observados com atencdo. Estes fungos sdo, Aspergillus fumigatus, Rhizopus stolonifer e
Chrysonilia sitophila. O primeiro deles é patogénico para os humanos, enquanto que os
outros podem causar contaminagao em cadeia de dificil controle (Pitt e Hocking,
1996).

O principal habitat para o Aspergillus fumigatus é a vegetacdo em deterioracdo,
normalmente durante a combustdo espontanea dos fenos, palhas, fermenta¢do do
tabaco, milho ensilado, etc. (Fassatiova, 1986). Produzem esporos encontrados na
atmosfera durante todas as estagdes do ano. Pode ser encontrado com grande
facilidade no solo, em vegetais ou qualquer outra matéria organica em decomposicao
aerdbia, o que explica a facil propagacdo dos seus conidios pelas correntes aéreas
(Kremer et al., 2007).

O Aspergillus fumigatus fresenius, possuem cabegas conidiais com coloragdo verde a
verde-escuro, possuem vesiculas férteis em metade ou 2/3 da sua superficie. Os
conidioforos possuem um aspeto verde fumado. Quanto a forma os conidios sdo
globulares e elipsoidais (Fassatiovd, 1986).

As coldnias sdo pouco volumosas, aveludadas, com coloracdo azul esverdeado, com
textura aveludada e por vezes podem surgir com um aspeto floculoso, com micélios
brancos e densos podendo apresentar-se nos estadios mais avancados em azul
esverdeado ou verde acinzentado ou até verde-escuro. Pode surgir uma descoloragao
em algumas linhagens, podendo a cor chegar a amarelo ou vermelho escuro noutras.
Os conidiéforos sdo curtos, crescendo densamente a partir das hifas com mais de
100um de comprimento e 2-6um de largura. Estes crescem de micélios aéreos curtos.
Os conidiéforos passam a uma larga vesicula com 20-30um de didametro, em que

apenas 2/3 sdo cobertos por fialidios na sua parte superior, paralelamente ao eixo
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principal do conidiéforo. Os fialidios disp6em-se numa camada com 6-9um de
comprimento e 2-3um de largura. Os conidios sao globulosos em espiral com 2.5-3um
de diametro.

Esta espécie é abundante e bastante distribuida no solo, em diferentes materiais
organicos e vulgarmente em produtos molhados que se encontrem armazenados, tais
como grios, farinhas e ensilados. E uma espécie termofilica com temperatura éptima
de 37°C (Fassatiova, 1986). E consegue crescer desde os 12°C até 50°C. O Aspergillus
fumigatus é um xerdfilo marginal, registando valores de actividade da agua (aw) de
0.82 como valor minimo de crescimento, isto para 40°C. Requere mais do que 15% CO,
para reduzir as taxas de crescimento em metade a 0.98 aw embora apenas 2,5% a
0.90aw (Pitt e Hocking, 1996).

Produz o antibidtico antibacteriano “Fumigatin”. E conhecido como patogénico nos
animais e no homem. Tem sido isolado a partir de feridas de aves e mamiferos. Nas
aves causa uma doenga semelhante a tuberculose e no homem causa uma espécie de
bronquite e problemas pulmonares.

Também pode provocar micotoxicoses devido a produgao de micotoxinas, fumigacilina

e giotoxinas (quinonas) surgido como hemorragias em bovinos (Fassatiova, 1986).

4 — Micotoxinas

4.1 — AFLATOXINAS

4.1.1 - Ocorréncia

As Aflatoxinas sdo micotoxinas produzidas por muitas espécies de fungos Aspergillus,
principalmente Aspergillus flavus, Aspergillus Niger e Aspergillus parasiticus. As
aflatoxinas merecem especial atencdo por parte da industria dos alimentos, porque
sdo substancias altamente téxicas e cancerigenas para o homem e animais. Este facto
levou, nos ultimos anos, a uma intensa investigacdo no sentido de as detectar e
prevenir, utilizando diversos métodos analiticos. Entre eles encontram-se os métodos
imunoldgicos, que tem vantagens e inconvenientes

(http://es.wikipedia.org/wiki/Aflatoxina).

32



As aflatoxinas sdao derivados de difuranocumarina produzidos por muitas cepas de
Aspergillus parasiticus e Aspergillus flavus. As aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 sdo 0s Unicos
compostos de ocorréncia natural e a aflatoxina B1 é a mais comum e de maior
actividade bioldgica. As daflatoxinas sdo encontradas em ingredientes tais como o
milho, tanto no campo quanto durante a armazenagem. As culturas, entretanto,
podem ser contaminadas por aflatoxinas ainda no campo, quando as condi¢Oes
ambientais sdo favoraveis (Cotty et al., 1994). Estas espécies causam problemas em
condicGes de climas quentes e humidos e podem ser produzidas por algumas espécies
de fungos Aspergillus em temperaturas superiores a 212C e em niveis de humidade
superiores a 14%. Embora as aflatoxinas ndao sejam consideradas um grande problema
em regides mais frias ou temperadas, deve-se ter cuidado ao usar ingredientes tais
como milho, soja, oleaginosas e outros graos importados de paises de clima tropical.

(Lisker, N., and E.B. Lillehoj, 1991).

O termo micotoxina, foi criado em 1962, quando ocorreu a famosa mortalidade de
perus jovens na Inglaterra, apds a ingestdo de ragdo a base de amendoim proveniente
do Brasil e da Africa (Blout, 1961; Forgacs, 1962). Apés a confirmacdo de que um
metabodlito secunddrio produzido por A. flavus era o responsavel pelas mortes das
aves, verificou-se uma verdadeira corrida para o estudo dessas toxinas. O termo
aflatoxina foi formado a partir do nome do seu principal agente produtor (Aspergillus
flavus toxina). As principais aflatoxinas conhecidas sdo denominadas de B1, B2, G1 e
G2. Elas sdo produzidas por A. flavus, A. parasiticus, embora mais recentemente as
espécies A. nomius, A. bombycis, A. pseudotamari e A. ochraceoroseus também se

tenham mostrado toxicas (Kurtzman et al., 1987; Peterson et al., 2001; Moss, 2002).

Alguns substratos s3ao extremamente favoraveis ao crescimento de fungos
aflatoxigénicos e a formacdo de aflatoxinas. A contamina¢do natural de cereais,
sementes oleaginosas, améndoas, especiarias é ocorréncia comum em inumeros
paises. Tanto a habilidade genética para a formacdo de aflatoxinas, quanto a
capacidade para a contaminacdo dos alimentos com essas toxinas, sao altamente

variaveis entre os fungos (Klick, 1987; Diener et al., 1987).
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Em virtude da capacidade de se ligarem ao DNA das células, as aflatoxinas afectam a
sintese proteica, além de contribuirem para a ocorréncia da aplasia timica (auséncia
congénita do timo e das paratiredides, como consequente deficiéncia da imunidade

celular, também conhecida como sindrome de Di George) (Raisuddin, 1993).

4.1.2 - Toxicidade

As contaminacdes ocorrem com maior intensidade em nozes, amendoins e outras
sementes oleosas, incluindo o milho e sementes de algod3ao. Estas toxinas, B1, B2, G1 e
G2, sdo geralmente encontradas associadas a varios alimentos e ragdes, em diferentes
proporgdes. Entretanto, a aflatoxina B1 é geralmente predominante, sendo também a
mais toxica. A aflatoxina M, o principal metabdlito da aflatoxina B1, em animais, é
geralmente excretada no leite e urina de vacas de leiteiras e outras espécies de
mamiferos que tenham consumido alimento ou ragao contaminada por aflatoxina.

A aflatoxina causa necrose aguda, cirrose e cancro no figado em diversas espécies
animais. Nenhuma espécie animal é resistente aos efeitos tdxicos da aflatoxina,
assumindo-se que humanos possam ser igualmente afectados. As espécies animais
respondem diferentemente quanto a susceptibilidade a toxicidade crénica e aguda da
aflatoxina. A toxicidade pode ser influenciada por factores ambientais, quantidade e

duracdo de exposicdo, idade, estado de saude e nutricional.

4.1.3 — Sintomas nos Animais e Humanos

A aflatoxina B1 é potencialmente cancerigena em muitas espécies, incluindo primatas,
passaros, peixes e roedores. Em cada espécie, o figado é o primeiro érgdo atacado. O
metabolismo tem importante papel na determinacdo da toxicidade da aflatoxina B1.
Estudos mostram que esta aflatoxina requer activagdo do metabolismo para exercer
efeito cancerigeno e estes efeitos podem ser modificados pela indugdo ou inibicdo das
fungdes combinadas do sistema oxidase.

Em paises desenvolvidos, a contaminacdo por aflatoxina raramente ocorre em
alimentos, a ponto de causar aflatoxicose aguda em humanos. Em vista disso, estudos

em humanos para se conhecer a toxicidade a partir da ingestao da aflatoxina, baseiam-
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se no seu potencial cancerigeno. Além da sua associagdo com doencas no figado, as
aflatoxinas podem afectar o rim, o baco e pancreas.

Os efeitos adversos das aflatoxinas em animais e humanos tém sido classificados em
duas formas gerais:

a aflatoxicose aguda é produzida quando indices moderados a altos de aflatoxinas sao
consumidos. Podem ocorrer hemorragias, danos hepaticos agudos, edema, alteragao
na digestdo, absorcdo e/ou metabolismo de nutrientes e possiveis dbitos.

a aflatoxicose crdénica é resultante da ingestdao baixa a moderada de aflatoxinas. Os
efeitos geralmente sdo subclinicos e dificultam o reconhecimento. Alguns sintomas
comuns sdo atrasos no crescimento com ou sem sindrome evidente da aflatoxina

(FDA/CFSAN 2003)http://www.cfsan.fda.gov/chap41.html)

(http://www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/Aflatoxinas.htm).

4.1.4 — Métodos de Deteccao

Entre os métodos imunolégicos utilizados na dosagem de aflatoxinas os mais comuns
sdo o ELISA (enzymelinked immunosorbent assay) aprovado como método oficial da
AOAC (Assotiation of Official Analitical Chemis’t) para triagem de aflatoxinas (Scott,
1990), RIA (radio-imuno-assay) e IAC (immunoaffinity chromatography). As duas
técnicas RIA e ELISA, sdo baseadas na competicdo de ligacdo entre a toxina ndo
marcada proveniente da amostra e a toxina marcada sobre os locais especificos do
anticorpo; a imunoafinidade é uma técnica cromatografica baseada directamente na
ligacdo antigénio (toxina) com o anticorpo fixado numa coluna (Fremy e Chu, 1989).

A primeira técnica imunoldgica a ser introduzida foi o radioimunoensaio em finais dos
anos 50. A partir daqui, os imunoensaios tornaram-se instrumentos importantes de
analise na quimica clinica, sendo utilizados na analise de alimentos, mais
concretamente na pesquisa de micotoxinas, a partir dos anos 80 (Fremy e Chu, 1989).
Este atraso, deveu-se ao facto das micotoxinas serem haptenos, o que significa que
nao sdao imunogéneas, tendo que conjugar-se com uma proteina antes de ocorrer a
imuniza¢do, para se obter o antisoro. Estas conjugacdes podem complicar-se, porque a
maioria das micotoxinas ndo tém um grupo reactivo adequado na molécula para se

poderem unir a proteina suporte. Este facto levou ao desenvolvimento rapido de
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métodos para preparacdao de conjugados de micotoxinas e em particular de
conjugados de aflatoxinas. Actualmente, pode dispdr-se de antisoros contra algumas
micotoxinas e micotoxinas marcadas com indicador, tendo a maioria destes antisoros
sido ja utilizados na determinagdo de aflatoxinas (Bergere, 2001).

Os métodos ELISA, sdo hoje ainda largamente usados, devido: a sua sensibilidade, a
enorme quantidade de amostras que se podem manipular num dia, o que se traduz
em baixos custos por andlise e a necessidade de pequenas quantidades de anticorpo
diluido, podendo usar-se a mesma quantidade para um grande nimero de amostras.
Este método tem sido posto em causa devido a possiveis interferéncias de outros
componentes da amostra e variabilidade devida as condi¢des do teste. Outro
problema possivel é a especificidade e selectividade do ELISA (Amado, 1999). De facto,
muitas micotoxinas tém estreturas quimicas estreitamente afins e por isso, existe a
possibilidade de poderem ocorrer reac¢des cruzadas entre os anticorpos produzidos
para uma determinada aflatoxina, contra outras toxinas que podem aparecer ao
mesmo tempo, dentro do mesmo grupo (Lino et al., 1998). Entdo, Amado (1999),
chegou a conclusdo que combinando o método ELISA com o HPLC (cromatografia
liquida de alta pressao) conseguia-se a purificacdo das amostras. O ELISA utiliza-se para
uma separacgdo rapida e o IAC/HPLC para andlise quantitativa das amostras positivas.
Concluiram que este era um processo util e eficiente, visto que o IAC é uma técnica
altamente sensivel e selectiva que oferece a possibilidade de extrair/purificar com

rigor as amostras ou os seus extratos. (Van Peteghem, 1992).

CROMATOGRAFIA DE IMUNOAFINIDADE (IAC)

Consiste num sistema de colunas, em que estas contém anticorpos selectivos
imobilizados para aflatoxinas. Método muito valido pois com as colunas de
imunoafinidade o procedimento para o pré-tratamento da amostra total é reduzido a
uma Unica extrac¢do em fase solida (Mortimer e tal., 1997). A purificacdo e separagao
da amostra utilizando colunas de imunoafinidade, é particularmente eficaz para a
deteccdo de aflatoxinas, passando a amostra directamente através da coluna e depois
de varias lavagens, a aflatoxina é eluida num extracto muito limpo e adequado para ser
analisado por HPLC. Segundo Gilbert (1993), os resultados sdo claros e ndo ha

interferéncia de picos nos cromatogramas.
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A caracteristica mais importante exijida para os anticorpos a utilizar nas colunas de
imunoafinidade, é a sua especificidade, afinidade, estabilidade face as condicdes de
lavagem e reversibilidade. E também essencial que o complexo aflatoxina-anticorpo
possa ser dissociado para libertar a aflatoxina (Kartz, 1992).

Embora o IAC, seja uma técnica quer de extracgdo quer de purificagdo da amostra
considerada por varios investigadores superior a muitas outras (Amado, 1999; Lino e
tal., 1998), é necessario ndo esquecer a fragilidade das colunas e o perigo de
contaminacdo de uma extrac¢do/purificacdo para outra (no caso das colunas serem
reutilizadas) e, por outro lado, o niumero de moléculas que podem ser controladas,
dado este sistema ser restrito, devido a falta de anticorpos disponiveis no comércio.

Uma outra desvantagem, é o custo elevado dos kits (Castilho, 1996).

4.1.5 - Prevencao

Os especialistas recomendam a prevencdo como método mais seguro para evitar o

envenenamento por aflatoxina B1:

Na alimentag¢do humana:

- Evitar consumir produtos derivados de cereais com prazo de validade vencido, que
apresentam um aspecto deteriorado ou tenha a embalagem deteriorada.

- Guardar os alimentos em locais sem humidade e com boa ventilacdo para evitar
temperaturas favordveis ao desenvolvimento da toxina.

- Nao comprar produtos de cereais de origem duvidosa.

Na alimentac¢ao de animais:

- Manejar bem a racdo evitando humidade, &4gua e condi¢cdes ideais ao
desenvolvimento das aflatoxinas.

- Desprender residuos presos nos depdsitos, silos, roscas transportadoras e
comedouros.

- Verificar o teor de humidade, quantidade de grdos quebrados e infestacdo de
fungos quando da aquisi¢cdao de milho ou outros produtos agricolas.

- Na producdo prépria de grdos e na sua conservagao, precaver-se da migracao de

humidade, proliferacdo de fungos e infestacdo de insectos, proteger contra
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roedores, da contaminacdo de insecticidas, como também evitar ao maximo
possivel a quebra dos graos.

- Fazer a melhor ensilagem possivel, mantendo um rigoroso controle sobre aeracao
e outras medidas na técnica da armazenagem adequada.

- O consumidor devera tomar muito cuidado quanto a embalagens violadas,
validades vencidas, ou produtos a granel com aparéncia duvidosa. Ao abrir uma
embalagem, antes de consumir o produto, fazer uma inspecc¢ao rigorosa quanto ao
aspecto e sabor do alimento (FDA/CFSAN, 2003).

- Para além do risco para a saude, as perdas econémicas e as implicacdes das
micotoxinas sdo enormes. Muitos paises desenvolvidos ja perceberam que a
reducao dos niveis de micotoxinas em alimentos ndao s reduz os encargos
financeiros sobre os cuidados de saude, como tras vantagens no comércio
internacional como as exportagdes para outros mercados internacionais. E
fundamental o pais proteger a sua populagdo de micotoxinas incluindo vontade de
tratar a micotoxina e capacidade de testar os alimentos contaminados (Wagacha e

Muthomi, 2008).

4.2 - FUMONISINAS

4.2.1 — Ocorréncia

As Fumonisinas, sdo micotoxinas descobertas mais recentemente, produzidas por
espécies de fungo do género Fusarium, especialmente o Fusarium moniliforme.

Sdo conhecidas, atualmente 16 estruturas moleculares designadas pelo termo
fumonisina, porém a toxina predominante produzida por linhagens de Fusarium
moniliforme é a Fumonisina B1. Somente a Fumonisina B1, além das Fumonisinas B2 e
B3, foram detectadas, quando a producdo de fumonisinas ocorreu em condicGes
naturais.

As fumonisinas foram identificadas como causadoras de varias sindromes em algumas
espécies animais, como a leucoencefalomaldcia dos equinos e a sindrome de edema

pulmonar de suinos.
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O mecanismo de ac¢do das fumonisinas estd relacionado com a sintese de
esfingolipidios, que sdo estruturas importantes para a manutencdo da integridade da
membrana celular, além da regulacdo de receptores de superficie celular, bombas de
protdes e outros sistemas vitais para o funcionamento e sobrevivéncia da célula.

A interrup¢ao da formagdo de esfingolipidios, consequentemente, acumula
esfinganina e esfingosina, que constitui o mecanismo pelo qual se manifestam os
efeitos de toxicidade aguda e carcinogenicidade das fumonisinas (Brown, D., SP

McCormick, Alexander NA, Proctor RH e Desjardins AE., 2001).

As fumonisinas, sdo produzidas por espécies do género Fusarium (Charmely e tal.,
1994). Os membros pertencentes a este género sdo economicamente importantes,
uma vez que sao fungos patogénicos para plantas, causando, todos os anos, vastos
prejuizos, nomeadamente em culturas de milho e sorgo (Jurgenson e tal., 2002). O
interesse sobre as fumonisinas tem aumentado e, a nivel mundial, continuam a
realizar-se investigacdes para melhor as conhecer, bem como aos prejuizos por elas
provocados. Este grande interesse deve-se a duas razdes fundamentais: ao fato das
fumonisinas se encontrarem em concentra¢cdes mensurdveis no milho e ao facto de
estudos epidemioldgicos realizados as associarem ao cancro esofdgico em humanos
(Rheeder et al., 2002).

O mecanismo de ac¢cdo em todas as espécies de animais estudadas, verificou-se que a
absor¢ao das fumonisinas no tubo digestivo é diminuta, sendo rapidamente
eliminadas. O figado e o rim, sdo os 6rgdos que retém a maior parte das fumonisinas
absorvidas (FAO/WHO, 2001; Williams e tal., 2003).

O modo de accdo das fumonisinas relaciona-se com a sua interferéncia com o
metabolismo da esfingosina — esfinganina (So — Sa) (Cirillo e tal., 2003), perturbando o
metabolismo dos esfingolipidos (Turner e tal., 1999).

Os esfingolipidos estdo presentes nas membranas celulares, desempenhando um
papel fundamental na regulacdo celular e no controlo de proteinas membranares,
mediando o crescimento celular, a diferenciacdo e a morte das células (Turner e tal.,
1999). Os esfingolipidos mais simples sdo as bases esfingdides. Nas células dos
mamiferos as bases esfingdides mais comuns sdo a esfingosina e a esfinganina.

Normalmente a concentragdo de esfingosina é 3 a 5 vezes mais elevada do que a de
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esfinganina (Riley e tal., 1994). Estudos in vivo e in vitro foi demonstrado que as
fumonisinas, sdo potentes inibidores competitivos da esfinganina N-aciltransferase e
da esfingosina N-aciltransferase (ceramida sintetase) uma vez que, estruturalmente,
sdo analogas de bases esfingdides. As enzimas anteriormente referidas sdao elementos
chave para a via metabdlica da boissintese dos esfingolipidos de novo e turnover dos
membros. Deste modo, as fumonisinas podem alterar a concentragdo e a proporgao
entre a esfinganina e a esfingosina, diminuindo a biossintese de esfingosina e
acumulando esfinganina (Riley e tal., 1994; turner e tal., 1999; Desai e tal.,, 2002,

Carratu e tal., 2003), como mostra a figura abaixo.

Palmitoil CoA + L-Serina

Cetoesfinganina

Esfinganina (Sa)

Acil CoA gordo
) O o

Sa N-aciltransferase

Ceramida +—

< So N-aciltransferase

Produtos do turnover

Dos esfingolipidos Acil CoA gordo
<«

Esfingosina (so) —

Figura — Modo de Acgdo das fumonisinas (Carratu e tal., 2003)
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Podem também bloquear a biossintese de esfingolipidos complexos em células
eucariodticas. Os esfingolipidos complexos desempenham fun¢des muito importantes a
nivel membranar,estando também na base da forma¢dao de mensageiros secundarios
qgue controlam diferentes processos celulares, incluindo a expressdo genética e a
activacdo/desactivacdo de proteinas especificas (Riley et al., 1994). Assim, estas
micotoxinas contribuem para uma variedade de consequéncias a nivel celular, como
sejam a inducdo da apoptose e efeitos cancerigenos (Turner et al., 1999; Momany e

dombrink-Kurtman, 2001; Desai et al., 2002, Meyer et al., 2003).

4.2.2 - Toxicidade

A contaminagdo de alimentos e alimentos compostos com fumonisinas tem sido
associada a varias doengas, quer em animais quer em humanos. As manifestacdes
clinicas que decorrem das toxicoses provocadas pelas fumonisinas, bem como os
O6rgdos atingidos variam de espécie para espécie. Nos cavalos conduzem ao
aparecimento de leucoencefalomalacia (ELEM), em suinos provocam edema pulmonar
(PPE). Em ovelhas, ratos e coelhos induzem a toxicidade renal, sendo também
hepatotdxicas para os segundos. Outras espécies também sdo atingidas por toxicoses
provocadas por estas micotoxinas (Creppy et al., 2004).

No homem, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancro (IARC), classificou esta
micotoxina como possivelmente cancerigena. Os niveis de fumonisinas em milho com
fungos estdo epidemiologicamente correlacionados com alta incidéncia de cancro
esofagico (EC) em humanos (Marasas et al., 2004).

A incidéncia de fumonisinas verifica-se a nivel mundial e é clara a sua presenca em
alimentos destinados a humanos e animais, dada a incidéncia destas micotoxinas no
milho (Shepard e tal., 1996), uma vez que cerca de 90% do F. moniliforme se encontra
no milho (Fuminisins Page). A FB1 & a fumonisina predominante, encontrada no milho
contaminado naturalmente, e constitui normalmente cerca de 70% da quantidade
total de fumonisinas presentes (Polling e Plattner, 1999).

Em Portugal, entre 1996 e 1999, foi analisada a qualidade micoldgica de alimentos

compostos para bovinos. No que respeita ao género Fusarium, este foi encontrado em
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20% das amostras, o que corresponde a um ligeiro decréscimo da contaminagdo dos
referidos alimentos relativamente a épocas anteriores, perspectivando, assim, uma

evolugdo qualitativa positiva (Martins e Martins, 2001).

4.2.3 — Sintomas nos Animais e Humanos

A prevaléncia desta micotoxina em cereais esta aparentemente correlacionada com a
alta ocorréncia de cancro no esdfago em humanos (Marasas, 1998).

Os sintomas dos animais contaminados com a micotoxina, incluem decréscimo na
ingestdo de alimentos e producdo de leite (Whitlow e Hagler, 1999). Podem causar
irritacdo e hemorragias no tracto digestivo, deprimem o processo regenerativo na
medula éssea e no baco, afectam a funcdo do sistema imunolédgico e causam
alteracdes nos érgdos reprodutivos (Altech, 2000). Os animais afectados apresentam
perda de peso, baixa eficiéncia alimentar, falta de apetite, vomitos, diarreia com

sangue, aborto e em casos graves pode levar a morte (Newman, 2000).

4.2.4 — Métodos de Detecgdo

A extensdo da contamina¢do do milho bruto com fumonisinas estd dependente de
diversos factores como a localizacdo geografica, as praticas agrondmicas e de
conservacao, a vulnerabilidade das plantas a invasado por fungos durante todas as fases
de crescimento, conservacao e processamento. Os niveis de fumonisinas sdo também
influenciados por factores ambientais como a temperatura, humidade e chuva durante
os periodos de pré-colheita e colheita e pela infestagdo com insectos (USFDA-CFSAN,
2001).

Existem diferentes métodos de descontaminagdo: fisicos, quimicos e bioldgicos.
Porém, de acordo com a European Mycotoxin Awareness Network (EMAN) (EMAN,
2000), o processo ideal de descontaminacdo deve ser facil de usar, econdmico, ndo
deve dar origem a formacdo de compostos que ainda apresentem toxicidade, ou
alterar as propriedades nutricionais e a palatibilidade do grao e respetivos derivados.
O grau de descontaminacdo depende do método usado e da toxicidade que subsiste

na amostra tratada (Soriano e Dragacci, 2004).
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Os métodos fisicos e quimicos possuem grandes desvantagens, nomeadamente
eficacia limitada, perda de nutrientes e alto custo, pelo que muitos investigadores sdo
de opinido que a melhor solucdo para a descontaminag¢do, no futuro, serd a
descontaminacdo por biodegradacdo. A descontaminacdo de micotoxinas por
processos bioldgicos tem enveredado pelo recurso a bactérias, iniciando-se esta nos
anos sessenta, a processos fermentativos, em que o uso de leveduras se iniciou nos
anos oitenta (Bata e Lasztity, 1999).

O milho transgénico, milho Bt, expressa uma toxina de Bacillus thuringiensis (Bt) que
aumenta a resisténcia da planta ao fungo uma vez que aumenta a resisténcia da
mesma a insectos. A diminui¢do da infec¢do por Fusarium pode também dever-se ao
aumento da expressdo de proteinas anti-fungicas especificas e metabolitos ou
conseguir-se acentuando as préprias defesas da planta nos tecidos dos graos. Outra
estratégia de modificacdo genética, consiste no uso de genes que codificam enzimas
que degradam as fumonisinas. Estas enzimas foram identificadas em fungos isolados
no milho, em que os genes que as codificam foram clonados e colocados em milho

transgénico (Duvick, 2001).

4.3 — Zearalenona
4.3.1 — Ocorréncia

A zearalenona, é uma micotoxina com efeitos estrogénicos, produzida por Fusarium
graminiarum ou outras espécies Fusarium sp que contaminam frequentemente cereais
(principalmente o milho) mas também outros produtos como a banana e o tomate.

A zearalenona é reduzida pela 3a e 3B — hidroxiesterdide desidrogenase a a-zearalenol
e B-zearalenol, respectivamente. O metabolismo a é considerado o mais abundante.
Esta reducdo da zearalenona aos seus metabolitos ocorre fundamentalmente no
figado. Os metabolitos podem ser excretados como compostos livres ou sofrem
conjugacdo com o 4acido glucurdnico pela acg¢do da uridina difosfato glucuronil
transferase (UDPGT). Depois da conjugacao eles vao ser eliminados na bilis, na urina e
nas fezes. A porcdo eliminada na bilis é reabsorvida, metabolizada pelas células da
mucosa intestinal, entra no figado e na circulagdo sistémica via veia porta (Hagler et

al., 2001).
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As varidveis que afectam a contaminagao sdo:

1. O processamento de alimentos, preparacdo e cozimento — ZEA é termo estavel,
nao havendo alteragao durante o cozimento. A moagem por via seca concentra a
ZEA na fraccdo gluten e producdo de cerveja diminui os teores de ZEA em
percentagens variaveis.

2. CondicGes meteoroldgicas e o clima

3. Humidade e tempo frio favorecem o desenvolvimento de ZEA

4. Método de producdo agricola, organofosforados e carbamato reduzem ou inibem a
producdo de ZEA

5. Variedades das plantas cultivadas, em que diferentes variedades apresentam
diferentes susceptibilidades a formacdo de micotoxinas

6. Condigdes de armazenamento, se o milho tiver bastante humidade na altura da
colheita e ndo for devidamente seco, promove-se o crescimento de fungos
produtores de ZEA em colheitas previamente sem fungos. Baixas tensdes de CO2
diminuem o crescimento fungico e formag¢do de micotoxinas

7. Radiagao gama, reduz eficazmente a ocorréncia natural de micotoxinas de
Fusarium em trigo, farinha e pao, bem como em milho

(http://pt.wikipedia.org/wiki/Zearalenona)
4.3.2 - Toxicidade

As micotoxinas tricotecenos (TCT) sdo compostas por um vasto conjunto de mais de
100 metabdlitos fungicos com a mesma estrutura basica. Varios géneros de fungos sdo
capazes de produzir TCT, no entanto, a maioria deles tém sido isolados de Fusarium
spp. Todos os tricotecenos sao toxicoldgicos. Ao nivel celular, o principal efeito tdoxico
de micotoxinas TCT parece ser uma inibicdo da sintese proteica primaria. Afectam as
células que revestem o trato gastrointestinal, a pele, linféide e células eritréides. A
acgdo toxica da TCT resulta numa necrose extensa da mucosa oral, e da pele em
contacto com a toxina, tem efeitos agudos sobre o aparelho digestivo e diminuicdo da

medula éssea e funcdo imunoldgica (Schwarzer, 2009).
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A exposicdo a essa micotoxina, ocorre diariamente através do consumo de cereais e

derivados de cereais contaminados.

4.3.3 — Sintomas nos Animais e Humanos

O a-zearalenol tem uma capacidade de se ligar ao receptor dos estrogénios 17x mais
forte do que o etinil-estradiol. Dai advém muitos efeitos adversos relacionados com os
seus potentes efeitos estrogénicos, nomeadamente puberdade precoce, fibrose do
Utero, cancro da mama, carcinoma do endométrio, hiperplasia do Utero, diminuicdo da
fertilidade, influéncia nas actividades das glandulas adrenal, tirdide e pituitaria. Nos
individuos do sexo masculino, pode ocorrer inflamacdo da glandula prostatica, atrofia
testicular e quistos nas glandulas mamarias. A zearalenona parece ser também
hematotdxica, podendo haver problemas na coagulacdo do sangue, com alteracdo dos
hematoldgicos (hematdcrito, niumero de plaquetas..). Como consequéncia do
consumo de alimentos com esta micotoxina podem ainda surgir adenomas ou
carcinomas hepaticos comprovados pela alteragdo dos parametros hepaticos
(transferase, fosfatase alcalina, bilirrubina, y-GT). Além disso, a zearalenona reduz a
visibilidade celular, inibe a sintese proteica e de DNA e induz peroxidacdo lipidica.
Quanto ao seu uso farmacoldgico, existe um medicamento de uso veterindrio, cujo
principio activa é o zeranol, um metebolito da Zearalenina. E usado para promover o
crescimento dos animais. Aplica as suas propriedades estrogénicas na terapia de

reposicao animal (Zinedine et al., 2007).

4.3.4 — Métodos de Detecgdo

S3o necessarios métodos sensiveis, na ordem dos ng/g, que permitam detectar
tricotecenos nos graos de cereal e produtos alimentares. Como os tricotecenos
encontram-se estruturalmente muito relacionados entre si, os métodos analiticos sdo
normalmente delineados de modo a determinar mais de um tricoteceno. No entanto,
os tricotecenos que ocorrem naturalmente em cereais podem ser divididos em
substancias polares, carregando um grupo cetona em C8 (tricotecenos tipo B) e menos

polares (tricotecenos tipo A), os quais ndo contém nenhuma fungdo cetona em C8 e
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apresentam geralmente menos grupos hidroxilo livres (Sforza et al., 2006). Dai que,
dependendo do grupo de tricotecenos que esta a ser analisado, os procedimentos
analiticos geralmente difiram nas etapas de extracgao, purificacdo e de determinacao
final (Josephs et al., 2004).

De entre os métodos cromatograficos, o GC é a técnica mais usada na determinacgao
de tricotecenos, devido a selectividade e sensibilidade, mas também, porque a sua
versatilidade facilita o desenvolvimento de métodos para anadlise de rotina de
amostras contaminadas com estas micotoxinas. Os solventes usados na extracgdo sao
de cardcter polar, como o metanol ou acetonitrilo em misturas com agua. Quando se
usa o metanol, é necessaria uma etapa adicional de clarificacdo (Oliveira e Valente

Soares, 2001).

4.4 - Tricotecenos - Deoxinivalenol/Nivalenol(Vomitina) e Toxina T2

4.4.1 - Ocorréncia

Os tricotecenos, sdo micotoxinas tipicas de campo e sdo produzidas em culturas que
entram na ragao através de ingredientes contaminados. S3o produzidos por diferentes
género de fungos tais como Fusarium, Stachybotrys, Myrothecium, Trichotecium,
Phomopsis, Trichoderma, entre outros, sendo que estes fungos sdo também
conhecidos como patogénicos de plantas produtoras de graos (Miller, 1995). Os
tricotecenos sdo reconhecidos pela forte capacidade de inibicdo da sintese proteica
eucariotica, interferindo nos estagios inicial, de alongamento e do terminal da sintese
proteica. Os tricotecenos foram os primeiros compostos comprovadamente envolvidos
na inibicdo da actividade da transferase peptidica (Stanford e McLaughlin, 1973; Wei et
al., 1974).

Actualmente temos 170 compostos diferentes chamados tricotecenos que ja foram
isolados, mas apenas alguns deles ocorrem naturalmente como o desoxinivalenol
(DON) conhecido também como vomitoxina, a toxina T2, o diacetoxiscirpenol (DAS) a
toxina HT2, o nivalenol (NIV). A ocorréncia de tricotecenos tem sido descrita em trigo,

milho, cevada, sorgo e em outros cereais (Miller et al., 2001).
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4.4.2 — Toxicidade

O DON é uma das micotoxinas mais comuns encontradas em graos. Quando ingerido
em doses elevadas por animais, causa nauseas, vomitos e diarreia. Quando ingerida
por porcos e por outros animais, em pequenas doses, pode provocar perda de peso e
recusa alimentar. Por induzir esses sintomas o desoxinivalenol é conhecido como
vomitotoxina ou factor de recusa de alimento. Embora menos tdxico que os outros
tricotecenos, o DON é mais comum em sementes de cartamo, cevada, centeio, trigo e
em misturas de alimentos (Miller et al., 2001). Outros tricotecenos sdao amplamente
produzidos pelos fungos Myrothecium, Stachybotrys e Trichothecium. Dentro deles,
destacam-se a atranona, a roridina, a satratoxina e a verrucarina (Hinkley e Jarvis,
2001). DON e a toxina T2 tém sido associadas a grdaos de milho, a farelo de trigo e a
produtos de panificacdo (Furlong et al., 1995; Prado et al., 1997; Oliveira e Soares,
2001).

O fungo Strachybotrys atra (anteriormente denominado de Stachybotrys chartarum)
tem sido associado a uma modalidade inusitada de micotoxicose. Os tricotecenos
macrociclicos produzidos por esse fungo localizam-se tanto nos esporos (conidios)
guanto nos prépios fragmentos micelianos. A inalagcdo dos propagulos fungicos foram
responsaveis por um surto de pneumonia hemorragica em criancas da cidade de
Cleveland (USA) (Lourengo, 2006). A doenga é também conhecida como hemosiderose
pulmunar. A estaquibotriose ja havia sido confirmada como uma doenca ocupacional
de agricultores envolvidos na manipulacdo de feno com mofo. Nesse caso, os sintomas
tipicos da micotoxicose sdo sangramentos nasais e traqueais. Este fungo tem sido,
também, associado a sindrome dos edificios doentes (Sick Building Syndrome), por ser
um eficiente produtor de celulase, o fungo degrada materiais ricos em celulose, tendo
ainda extraordindria capacidade para sobreviver em locais himidos como tetos, forros
de diversas naturezas e até em tubagens de ar condicionado, em que a dispersdo
aérea dos propagulos torna-se facilitada. Os tricotecenos produzidos por S. atra
(atranonas, roridina, estaquilisina, satratoxinas, tricoverrdis, trocoverrinas e
verrucarinas, e outos) sdo inibidores da sintese proteica em células eucaridticas,
podendo provocar cefaleia, irritacdo na garganta e nos olhos, vertigens e

sangramentos nasais (Lourenco, 2006).
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Desoxinivalenol (DON), tem sido o tricoteceno mais encontrado no trigo, milho e

cevada utilizadas para o consumo humano e de animais (Feinberg et al., 1989).

4.4.3 - Sintomas nos Animais e Humanos

Sintomas caracteristicos dos efeitos tdxicos dos tricotecenos em humanos sdo
vomitos, angina necrotica, diarreia, anorexia, alteracbes hematoldgicas, disturbios
neuroldgicos, destruicdo da medula dssea e hemorragias generalizadas, seguidos ou
ndo de morte. Os mesmos sintomas podem ser observados em animais intoxicados.

Os efeitos agudos de DON sdo: nauseas, vomito, diarreia, dor abdominal, dor de
cabecga, tonturas e febre, podem-se desenvolver no prazo de 30 minutos da exposi¢ao
e é dificil distinguir das condi¢des gastrointestinais atribuidas a microorganismos como
toxinas de Bacillus cereus (WHO, 2001).

Os tricotecenos, em especial a DON, interferem no consumo alimentar dos animais,
pois essas substancias agem sobre o transporte do triptofano na barreira hemato-
encefalica, aumentando os niveis deste aminoacido no cérebro e fazendo com que a
quantidade de serotonina cerebral, um neurotransmissor responsdvel pelo
comportamento e apetite, também se eleve, diferente do que se era pensado no
passado quando se associava a diminuicdo de ingestdo de alimento pelos animais
atingidos as lesdes orais cldssicas (Leeson et al., 1995). Ao nivel celular, o principal
efeito toxico de micotoxinas TCT parece ser uma inibigao sa sintese proteica primaria.
TCT afectam as células que revestem o trato gastrointestinal, a pele, linféide e células
eritroides. A acgdo toxica dos resultados da TCT sdo uma extensa necrose da mucosa
oral e pele em contacto com a toxina, tem efeitos agudos sobre o aparelho digestivo e
diminui a funcdo imunoldgica da medula éssea (Schwarzer, 2009). Exemplos da TCT do
tipo A incluem as toxinas T2, HT2 e diacetoxiscirpenol (DAS). Exemplos da TCT do tipo
B sdo os mais comuns a Fusarenona-X (FUX), desoxinivalenol (DON) e nivalenol (NIV).
Os tricotecenos dos tipos A e B sdo distinguidos pela presenca ou auséncia de um

grupo carbonila na posi¢do C8, respetivamente (Schwarzer, 2009).
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4.4.4 - Métodos de detecgao

Investigaram em cobaias o metabolismo dessa micotoxina para o estabelecimento
metodolégico de um biomarcador na exposicao humana. Cobaias Sprague-Dawley
receberam uma Unica dose de DON marcado com CE* e a distribuicdo pelos fluidos
corporais foi investigada depois de 72 horas. O Don e os seus metabolitos foram
detectados no plasma dos ratos em altos niveis apos oito horas, 9% ligados a proteinas
plasmaticas. Aproximadamente 37% do DON que foi administrado foi excretado na
urina na forma conjugada com acido glicuronico, o que o implica como o maior
metabolito urinario. Esse resultado reforga a conclusao de varios estudos que sugerem
como biomarcadores em potencial para a exposicao ao desoxinivalenol os produtos do
seu metabolismo e adutos macromoleculares (proteina/DNA) presentes nos fluidos
biolégicos humanos. Além disso, os estudos em animais tém identificado o metabolito
epdxido de DON (DOM-1) e o conjugado glicuronideo como possiveis biomarcadores

para exposicdo ao DON (Meky et al.,2003).

4.5 — Oratoxina

4.5.1 — Ocorréncia

A Ocratoxina A tem sido encontrada em aveia, cevada, centeio, trigo, graos de café e
em outros produtos para consumo humano e animal. Existe a preocupag¢do de que
essa micotoxina possa ocorrer também em vinhos, quando os frutos da videira estejam
infectados por Aspergillus carbonarius (Marquardt e Frohlich, 1992; Pitt, 2000; Van
Egmond e Speijers, 1994).

O grupo das ocratoxinas € composto por trés tipos de substancias, A, B E C, sendo a
mais comum a ocratoxina A.

Estas toxinas podem ser produzidas tanto pelo Aspergillus ochraceus ou Aspergillus
alutaceus, quanto por outras cinco espécies de Aspergillus e ainda por seis espécies do
género Penicillium. A citrina e o 4cido oxdlico também sdo produzidos por esses

bolores. As ocratoxinas sao ubiquitdrias tanto em climas tropicais quanto em climas
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temperados e sdo frequentemente encontradas na aveia, na cevada, no trigo e no

milho (Bayman, 2002).

4.5.2 — Toxicidade

A introducdo de ocratoxina na racdo de animais de producdo monogdastricos leva a
contaminagao de o6rgaos, gordura, musculos e sangue. Quando ingerida por um
periodo de tempo prolongado, essa micotoxina pode contaminar a maior parte dos
tecidos comestiveis e pode produzir uma lesdo renal que pode levar a condenacdo da
carcaca. A ocratoxicose aguda (concentracdes acima de 5 ppm na dieta animal) é
caracterizada por nefropatia (prejuizo a funcdo renal), enterite, esteatose hepatica,
necrose de linfonodos e imunossupressao, juntamente com uma variedade de outras
condicbes patoldgicas. Nos casos agudos, pode haver morte por insuficiéncia renal
aguda. O interesse nessa micotoxina tem sido focado na natureza cancerigena do
composto, ja que ele se pode acumular na carne de animais e causar problemas a
saude humana (Abarca et al. 1994).

A ocratoxina inibe a fenilalanina tRNA-sintetase, porque a molécula de fenilalanina da
ocratoxina compete com o seu andlogo na cadeia de aminoacidos, durante a sintese
dessa enzima. Sendo assim, se a fenilalanina tRNA-sintetase esta envolvida no passo
inicial da sintese de proteinas e de outras enzimas do metabolismo animal, a
debilidade geral dos animais expostos as ocratoxinas, provavelmente serd
consequéncia da diminuicdo do aproveitamento dos alimentos provenientes da dieta,
em face da menor disponibilidade de vdrias enzimas, e da alcalose metabdlica

resultante das perdas de protdes e glicose pelos rins lesados (Fink-Gremmels, 1999).

4.5.3 - Sintomas nos Animais e Humanos
A ocratoxina A esta associada a nefropatias em todos os animais estudados até ao

momento. E no ser humano, onde essa substancia tem a mais longa meia-vida para

sua eliminacdo (Creppy, 1999).
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Além de ser reconhecidamente nefrotdxica, a ocratoxina A comporta-se também como
hepatdxica, imuno-supressora, teratogénica e cancerigena (Beardall e Miller, 1994;
Kuiper-Goodman e Scott, 1989; Pléstina, 1996; schlatter et al., 1996). Ela tem sido
encontrada no sangue e em outros tecidos animais e no leite, inclusive em leite
humano (Marquart e Frohlich, 1992), bem como em carne suina para consumo
humano (Fink-Gremmels, 1999). A ocratoxina A tem sido responsabilizada pela
nefropatia suina, amplamente estudada nos paises escandinavos. A doenga é
endémica em suinos da Dinamarca, onde também esta associada a morte de aves
(Krogh, 1987; Burns e Dwivedi, 1986; Hamilton et al., 1982). Estudos revelaram que
embora pequenas quantidades de ocratoxina A possam suportar o processamento e o
metabolismo e suinos e aves, é improvavel que ela possa ser detectada em leite ou em
carne bovina (Scudamore, 1996).

A Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancro classificou a ocratoxina A como
possivel cancerigeno humano (Beardall e Miller, 1994). Aproximadamente 50% das
amostras de arroz, feijdo, milho e trigo, analisadas no Brasil, apresentaram niveis de
ocratoxina A (Caldas et al., 2002), além da sua presenca também ser confirmada em

café torrado e moido e em café soluvel (Prado et al., 2000).

4.5.4 - Métodos de Detecgao

Os potenciais indicadores bioldgicos na exposicdo a ocratoxina ainda estdo pouco
estudados e alguns trabalhos sugerem possiveis biomarcadores. Avaliaram a
ocratoxina em trabalhadores de industrias alimentares expostos a essa micotoxina
suspensa no ar. No monitor verificou-se que os niveis de ocratoxina foram de 0,94 a
3,28ng/ml e maiores quando comparados com controles ndo expostos a ocratoxina.
Esse estudo concluiu que a medida de ocratoxina no soro é efectiva para a avaliacdo
da dose interna e a exposicdo ocupacional pode representar um risco a saude de
trabalhadores expostos no processamento industrial de graos. Um monitor ambiental
e biolégico é necessario nesses ambientes (lavicoli, 2002).

Realizaram um levantamento com 50 pessoas que apresentavam nas suas dietas um
consumo diario de 0,26 a 3,5 mg/kg de ocratoxina. Verificaram que em todas as

amostras de plasma e em 46 amostras de urina desses individuos a ocratoxina estava
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presente. A utilizacdo de ocratoxina na urina foi sugerida como biomarcador simples

para identificar a exposicdo a essa micotoxina (Gilbert, 2001).

4.6 — Citrina

4.6.1 — Ocorréncia

A Citrinina foi primeiramente isolada a partir de metabolitos secundarios de
Penicillium citrinum, bem antes da Segunda guerra Mundial (Hetherington e Rainstrick,
1931). Posteriormente, outras espécies de Penicillium (Penicillium expansum e
Penicillium viridicatum) e até mesmo de Aspergillus (Aspergillus niveus e Aspergillus
terreus) mostram-se também capazes de produzir essa substancia. Certos isolados de
Penicillium camemberti, utilizados na producdo de queijo e Aspergillus oryzae,
empregados na producdo de alimentos asiaticos, como o saké, o miso e o molho de
soja, podem igualmente produzir a citinina. Mais recentemente, a citinina foi isolada a
partir de metabolitos dos fungos Monoascus ruber e Monoascus purpureus, espécies
industrialmente usadas para a producdo de pigmentos vermelhos (Manabe, 2001;

Blane et al., 1995).

4.6.2 — Toxicidade

A citrinina foi associada a sindrome do “arroz amarelo” no Japao, em 1971, em virtude
da constante presenca de Penicillium citrinum nesse alimento (Saito et al., 1971).
Também tem sido responsabilizada pela nefropatia suina e de outros animais, muito
embora a sua toxicicidade aguda varie dependendo da espécie animal (Carlton e tuite,
1977). Graos de aveia com mofo, de centeio, de cevada, de milho e de trigo sdo
excelentes para a formacdo de citrina (Abramson e tal., 2001). Essa micotoxina que
tem uma estrutura de poliquetidio, tem sido também encontrada em produtos
naturais coloridos com pigmentos de Monoascus, bem como em salsichas

naturalmente fermentadas na Italia (Chu, 1991; Anderson, 1995).
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4.6.3 — Sintomas nos Animais e Humanos

Em relagdo a animais experimentais, existem poucas evidéncias quanto a capacidade
cancerigena dessa micotoxina. Tem sido sugerido que a citrina poderia estar envolvida
na nefropatia endémica dos Balcds, uma doenca renal, geralmente fatal. Entretanto,
parece improvavel que a citrina apresente risco a saide humana, uma vez que ela se
mostra instavel durante o processamento industrial dos cereais. O maior risco,
provavelmente, seria para os animais de criacdo, especialmente suinos, caso se

alimentem de cereais contaminados (Rosa et al., 1985).

4.6.4 — Métodos de Deteccdo

A extracgdo liquido-liquido e extrac¢ao em fase sdlida sao os métodos tradicionais
usados na preparacado e extraccdo da amostra para andlise de citrina em alimentos
(FAO, 1997). A extraccdo com solventes polares, tais como o acetato de etilo ou
acetona, é a mais comum. MacDonald and lllida et al. Fazem referéncia a métodos
para a determinacdo da citrina baseados na extracgdo liquido-liquido com acetato de
etilo. No entanto, as etapas necessarias de evaporagao acabam por ter uma influéncia
negativa na reprodutibilidade. Para além disso, este tipo de extraccdaoé muito geral e
se ndo existir nenhuma etapa adicional de purificacdo, a andlise pode ser facilmente
distorcida (Boonzaaijer et al., 2005). A etapa seguinte de purificacdo pode ser
executada com uma coluna cromatografica usando a silica gel 60, florisil ou a celite.
Um outro método inclui o uso de uma solugdo de carbonato de sédio como agente de
lavagem. As colunas MycosepB (#224) podem também ser usadas, sobretudo quando
é necessaria uma purificagdo rapida e facil

(>http://www.micotoxinas.com.br/patufacts.htm<).

53



5 - Resumo

Os Tricotecenos, relacionados a fungos do género Fusarium, Acremonium
(Cephalosporium), Myrothecium, Trichoderma e Stachybotrys, sdo capazes de produzir

sintomas respiratoérios, como angustia respiratéria ou hemorragias.

O deoxinivalenol/nivalenol (vomitina). Tricoteceno encontrado no milho, trigo, cevada.
Produzido pelas espécies Fusarium graminearum, Fusarum cuimorum, Fusarium
crookwellense. E téxico para homens e animais, especialmente porcos. Foi identificado

como causador de surtos de doencas gastointestinal aguda em humanos.

A Toxina T-2, tricoteceno capaz de danificar o sistema digestivo e causar a morte
rapida por hemorragia interna. Causador da Aleukia e da Hemossiderose pulmonar em

humanos.

A ocratoxina A. Encontrada em cevada, trigo e outros produtos. Produzida pelas
espécies Aspergillus octraceus e Penicillium verrucosum. E considerada nefrotdxica e
associada a nefropatias endémicas e tumores de trato urindrio. Suspeita-se que tenha
accdo cancerigena no homem. A sua ac¢do cancerigena é comprovada em porcos e

animais de laboratoério.

-

A zearelona. Produzida por diversas espécies de Fusarium, contamina cereais e

Q-

causadora de uma sindrome estrogénica especifica em animais. Semelhante

hormona feminina estrogénio, ataca o sistema reprodutor.

As Fumosinas, particularmenta a Fumosina B1, sao encontradas em sementes de milho
procedentes de varios continentes. Produzidas pelo Fusarium moniliforme e outras
espécies menos comuns, estdo ligadas ao cancro, sendo comprovadamente téxicos
para porcos e aves domésticas. Nos cavalos é causadora da leucoencefalomaldcia

equina, que é fatal.

A citrina é produzida por espécies de Penicillium e Aspergillus e causam danos renais,

vasodilatacdo e broncoconsticado.
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A patulina é produzida por fungos dos géneros Penicillium, Aspergillus e outros
géneros e causam hemorragia no cérebro e pulmdes. Embora associada a macas
fermentadas, pode ser encontrada em frutos aparentemente sadios. Curiosamente,
sabe-se que esta substancia também tem actividade contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas e até sobre o Mycobacterium tuberculosis, causador da tuberculose.
No entanto é muito téxica para uso humano, causando hiperemia, congestdo e lesdes
hemorrégicas, particularmente no trato gastrointestinal. E também mutagénica,
teratogénica e cancerigena. A sua presenca ja foi detectada em sucos produzidos na
Turquia, Portugal e Bélgica, entre outros paises. A sua presenca em sucos fermentados
e sidras é diminuida devido ao metabolismo pela Saccharomyces cerevisiae. Varios
estudos tém sido feitos sobre o seu controlo por meio de conservantes e embalagens

especiais.

A sterigmatocistina é produzida pelo Aspegillus versicolor, é nefrotdxica, hepatotdxica

e cancerigena.

As daflatoxinas s3ao encontradas no milho, amendoim, nozes, algoddo e outras
sementes oleosas, bem como nos seus produtos secundarios. Foram descobertas em
1960, na Inglaterra, apds a morte de 1.000.000.000 de aves, perus, que se
alimentaram com racgdo feita de amendoim procedente do Brasil. As formas B1 e B2
sdo produzidas pelo Aspergillus flavus, além dessas, o Aspergillus parasiticus é capaz
de produzir as formas G1 e G2. A forma M é o metabdlito principal da aflatoxina B1 e
pode ser encontrada no leite de vacas que tenham comido racdo contaminada. A
Aflatoxina é causadora de necrose aguda, cirrose e carcinoma do figado em diversas
espécies de animais. Também é referida como mutagénica, imunossupressora e
neopldsica. Estudos em populagdes africanas e sul-asiaticas sugerem a associacdo de

cancro com o teor de aflatoxina na dieta (Hussein et al., 2001).
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Os trés fungos principais produtores de micotoxinas sao: Aspergillus, Penicillium e
Fusarium. As toxinas mais comuns por estes fungos e que podem encontrar-se nos
alimentos para animais sao:

Aflatoxina B1 (AFB1), condicOes favoraveis para o seu aparecimento sdo a temperatura
e humidade elevadas e pH entre 3.5 e 8. Os sintomas de intoxicagao sao diarreia,
necrose hepatica, baixa eficiéncia reprodutiva, diminuicdo da taxa de crescimento,
quebra de produgao e efeito cancerigeno.

Zearelenona (ZEN), as condicOes favoraveis para o seu aparecimento sdo baixas
temperaturas e humidade elevada, pelo que é muito frequente em regibes
temperadas. Os sintomas de intoxicacdo sdo vaginites, secre¢ao vaginal, cios
irregulares, quistos ovaricos, abortos, quebras de producdo e dilatacdo da glandula
mamaria em novilhas.

Deoxinivalenol (DON) ou Vomitoxina, as condi¢des favoraveis para o seu aparecimento
sdao ambientes amenos e chuvosos seguido de um periodo seco. Os sintomas de
intoxicacdo sdao reducdo da ingestdo, perda de peso, quebra de producdo, diarreia,
abortos, hemorragias e alteracdes nervosas.

Toxina T2, as condicOes favoraveis para o seu aparecimento sdo chuvas prolongadas
no momento da colheita. Os sintomas de intoxicagao sao redugdo da ingestdo, quebra
de producdo, gastroenterites, diarreia com sangue, reducao da eficiéncia reprodutiva e
em casos extremos a morte.

Fumisina, as condi¢cGes favoraveis para o seu aparecimento sdo o tempo seco e
guente. Os sintomas de intoxicacdo sdo a reducdo da ingestdo, quebra de producao,
efeitos téxicos no sistema nervoso central, figado, pancreas, rins e pulmoes.

Platulina, as condicGes favoraveis para o seu aparecimento sao as temperaturas baixas
(pode desenvolver-se abaixo de 2°C) e a valores de pH entre 4.5 e 5. Os sintomas de
intoxicacdo sdo a reducdo acentuada na ingestdo, paragem ruminal, falta de

coordenac¢do dos movimentos, tremores, excitacdo, paralesia e morte (Asquith, 1991).
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VI - DISCUSAO

Como é do conhecimento geral, a produgdo de silagens tem grande influéncia na base
econdmica e alimentar das exploragGes acoreanas. Assim sendo, o alimento ensilado é
uma mais valia, pois constitui uma reserva alimentar que serve de suporte nas épocas
do ano em que a erva para o pastoreio é escassa, evitando assim que seja necessario
adquirir concentrados ou outros complementos alimentares ( Carreiro, 1989). No
entanto, para que esse produto seja realmente uma mais valia é necessario que este
reuna as condicOes elementares de alimentos, ou seja, deve ser nutritivamente rico e
n3ao possuir na sua composicao elementos que ponham em risco a saude animal e das

pessoas que com eles trabalham (Seglar, 1997; Seglar, 1999).

Os fungos sdo responsaveis por varias doencas que podem atingir os efectivos animais,
podendo levar a graves repercussdes patolégicas como micoses, alergias e
micotoxicoses. Por outro lado, a presenga do fungo ndo implica a producdo da
micotoxina, porque para além da capacidade genética do fungo é necessdrio que
certos condicionalismos sejam satisfeitos para que o fungo produza a micotoxina.
Acontece também a micotoxina ser detectada sem a presaenca do fungo produtor,
uma vez que as formas vegetativas e germinativas do fungo podem ser inativadas por
processos quimicos ou por alteracdo dos factores ecoldgicos, enquanto que as

micotoxinas permanecem no substrato (Martins, 1989).

O desenvolvimento do fungo deverd ser evitado ao maximo ja que a sua presenca,
para além de constituir per si um patogénico, também produz toxinas, podendo

provocar todos os problemas de sanidade animal ja referenciados.

Para se obter uma silagem de boa qualidade deve-se garantir desde o inicio um bom
controle de infestantes; colher a matéria-prima com as condigdes ideais de humidade,
maturidade e de inoculo, ensilar o maximo de erva de qualidade; adubar
correctamente; nunca deixar a erva espigar; evitar ensilar em dias chuvosos; ndo sujar
a erva com terra; calcar muito bem a erva no silo; isolar o silo rapidamente isolando-o
do ar e da agua; encher o silo rapidamente, cortar a matéria-prima do tamanho ideal,
manter uma taxa de vazdo do silo que permita a menor degradacdo possivel da

silagem. Para além disso, e tendo em conta que os alimentos fermentados que sao
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geridos apropriadamente possuem propriedades fermentativas ideais e sdo seguras
como alimento animal. Todas as silagens provavelmente contém esporos patogénicos.
Contudo, uma silagem fermentada convenientemente dd origem a um ambiente
indspito para os indesejaveis patogénicos como é o caso dos clostrideos, Listeria,
leveduras e fungos. Com estas medidas evitam-se avultadas perdas em termos

sanitdrios e nutritivos quer das silagens de erva quer das silagens de milho.
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VIII - ANEXOS

Anexo. 1 Tabela de Micotoxinas, Fungos e Sintomas

Micotoxina

Fungos

Sintomas

Penitrem A

Penicillium palitans
P. cyclopium
P. crustosum

P. spinulosum

Tremogéncia convulsiva

Fumitremorgem

Aspergillus fumigatus
A. caespitosus

A. lanosum

Esporidesmina

Pithomyces chartarum

Eczema facial, fotossensibilidade. Inflamacédo geral,
aumento da permeabilidade capilar e diarréia.

Ergotina Claviceps purpurea Acdo no sistema nervoso central com convulsdes,
gangrena e morte.

Maltorizina Aspergillus oryzne Paralisia muscular e morte

Chetomini Chetomium cochlioides Propriedade antibacteriana.

Diplodiatoxina Diplodea zea Salivagéo, ataxia e morte.

Eslaframina Rhizoctonia liguminicula Salivacao intensa, diarréia e morte.

Satrotoxina

Stachybotris atra

Hemorragia, necrose de membranas.

Estaquibotritoxinas

Stachybotris atra

Hemorragia, necrose de membranas.

Esporidesmina

Pithomyces chartarum

Eczema facial, les6es no figado e ductos biliares.

Psoralenos

Sclerotonia sclerotiorum

Dermatite

Ac.
Epicladospérico

Cladosporium epilhyllum

Aleucia téxica alimentar (ATA)

Cicloclarotina

Penicillium islandicum

Hepatotoxicas

Ac.
Fagicladospérico

Cladosporium fagi

ATA

Satratoxina

Stachybotrys

Hemorragia, dermatite necrética.

Citochalasina E

Aspergillus clavatus

Toxina Pr

Penicillium roquiforti

Aborto

Gliotoxinas

Penicillium terlikowskii

Gliocladium fimbriatum

Inibe crescimento de fungos

Estachibotriotoxina

Stachybotrgs atra

Estomatite, fissuras nos cantos da boca, necrose na
pele, leucopenia, agranulocitose, aumento de
temperatura, pulso fraco, arritmias e freqientes
diarréias.

Fumigotina

Aspergillus fumigatus

Hemorragia aborto

Ac. Ciclopiazdnico

Penicillium cyclopium

Tremores, convulsdes, lesdes nos rins.
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Nefrotina

Penicillium viridicatum

Danos nos rins

Citrinina

Penicillium citrinum

33,0 subcutanea em ratos

Nefroses

Roquefortina

Penicillium roqueforti

Inibicdo da cadeia

Rugulosina

Penicillium rugulosum

Nefrose e dano ao figado.

Diacetoxiscinpenol

Fusarium tricictum

23 Camundongo(intraperitonial)

ATA, diarréia perda de peso necrose da epiderme.

Tricotecenos

Fusarium tricinctum
F. equiseti

F. toxicum

Diarréias e perda de peso, necrose da epiderme,
hemorragia, respiracédo problemética.

Fusariogenina

Fusarium sporotrichoides

ATA, exaustdo da medula 6ssea, perda de peso e
diarréia.

Deoxinivalenol

Fusarium moniliforme

ATA, diarréia e perda de peso.

Moniliformina

Fusarium moniliforme

F. proliferatum

Em aves: diarréia escura, ovos com casca Ssuja,
promove ganho de peso, hidropericardio, palidez do
miocérdio e ascitis.

Homem: doenca de Keshan.

Fusarochromanona

Fusarium equisete

Perda de peso, alteraces esqueléticas.

Alternariol (Aoh) Alternaria Diarréia, prostracdo, morte, inibicdo da sintese
protéica.

Furocoumarinas Sclerotinia Sclerotiorum Efeito fototdxico

Ipomeamarona Ceratosystis fimbriata Morte

Acido Kojic A.Tamari A.oryzae Edema, prostacao.

Oosporeina Oospora colorans Deposicdo de urato nos 0rgdos viscerais e juncao

das pernas, pré-ventriculitite, necrose da mucosa.

Verticilium psalliotae

Ac.Penicilico

P.olivino-viriall
P.mortersii, P.ochraceus
P.cyclopium, P.fenelliae

P.pulitans, P.pubersulum

Carcinogénico, citotéxica, hepatotoxica, dilata

coronarias e artérias pulmonares.

Phomopsina

Phomipsis
leptostromiformis

Doenca da lupinina

Swainsonina

R.leguminicola

Sindrome de Slobber, salivagcao excessiva
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Anexo.2 Tabela dos Fungos e Toxinas

Existe uma grande variedade de fungos, mas sdo poucos os que desempenham um
papel importante no campo zootécnico. Dentre eles, deve-se destacar os fungos dos

géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Claviceps e Alternaria.

FUNGO TOXINA

Aspergillus - Aflatoxinas
- Sterigmatocistina

- Ocratoxina A

Fusarium - Tricotecenos ( DON, NIV, T2, DAS)
- Zearalenonas

- Fumonisinas

- Fusarina

- Moniliformina

Penicillium - Patulina

- Citrinina

- Ocratoxina A
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