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RESUMO

KELLER, Kelly Moura Estudo sobre a contaminacdo com espécies toxigenas
potencialmente produtoras de micotoxinas, em racdedestinadas a alimentagdo de

equinos. 2009. 64p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Wéteas, Sanidade Animal).

Instituto de Veterinaria, Departamento de Microbigh e Imunologia Veterinaria,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Selicp, RJ, 2009.

A maioria dos alimentos, cereais e outros produdgsicolas sdo muito sensiveis a
contaminagdo por fungos capazes de produzir mic@ex Micotoxinas sdo metabdlitos
secundarios toxicos que podem provocar efeitos radsge tais como carcinogénese,
teratogénese, nefrotoxicidade e imunossupressamnde a inumeras patologias e
consequentes perdas econdomidsspergillus Penicillium e Fusariumsédo os géneros mais
frequentemente envolvidos em casos de micotoxiceseanimais e humanos. Em equinos,
as micotoxicoses estdo principalmente relacionaam alimentos baseados em milho
contaminado com fumonisinas (FBs), produzidapoverticillioides Estas micotoxinas sao
responsaveis pela leucoencefalomalacia equina (DEMia doenca neurologica aguda e
fatal caracterizada por sintomas neurotoxicos. Ma#gs uma micotoxina pode existir
simultaneamente em um determinado produto ou irgred Geralmente, os efeitos dessas
toxinas tendem a ser aditivos e em resposta sa@&rgumentando o risco e perigo para a
saude animal e a produtividade. Aflatoxinas (AR®) siicotoxinas produzidas par flavuse

A. parasiticus A aflatoxina B (AFB;) é a mais frequientemente detectada e que tem sido
descrita como a mais forte substancia hepatocayergbiologicamente sintetizada, que pode
afetar os seres humanos e animais. A determinagioquhlidade micoldgica e
micotoxicologica, o controle de alimentos e produttestinados ao consumo equino sao
fatores criticos para melhorar a producao aninsgluedesempenho. Os objetivos deste estudo
foram: 1) determinar a ocorréncia Aspergillusspp.,Penicillium spp. eFusariumspp., 2)
detectar e quantificar RR2 AFB; em alimentos para equinos. Sessenta amostrasedenties
racOes comerciais, aveia e racdo batida na faZderala coletadas aleatoriamente a partir de
diferentes estabelecimentos hipicos localizadoRinode Janeiro e Seropédica, entre Junho
de 2003 a Junho de 2006. A andlise da micobiotéefia pelo método de diluicdo em placa
sobre os meios de cultivo dicloran rosa bengaleanfenicol agar (DRBC), dicloran glicerol
18% agar (DG18) e Nash-Snyder agar. As contagemgiclils totais foram expressas em
UFC/g. Foram determinadas a frequéncia de isolam@ft) dos géneros fungicos e a
densidade relativa das espécies. A determinagdanitatoxinas foi feita utilizanddits
comerciais ELISA (Beacon Analytical Systems In@&k contagens fungicas totais foram
similares em ambos os meios DRBC e DG18. As maicoesagens foram observadas em
amostras de aveia e racdo batida na fazeAdpergillus (43%), Penicillium (26%) e
Fusarium(11%) foram os géneros mais frequentemente isslé@dpergillus niger(27%),A.
flavus(25%),Penicillium corylophilum(19%),P. fellutanum(14%) eFusarium verticillioides
(100%) apresentaram as maiores densidades relafiggmnta e cinco por cento das amostras
apresentaram contaminacdo comy EBm niveis de ndo detectado a Bghg’. Apenas duas
amostras foram negativas para contaminacdo por ABB intervalo de 0,5 a 99,4.kg™.
Recomenda-se que o milho contaminado ou subprodejadimitado a um maximo de 20%
da dieta de equinos. Mesmo que a quantidade ddoxicas produzidas ndo seja suficiente
para causar efeitos adversos nos animais, € urh dgngue os alimentos serdo menos
nutritivos. Também é necessario estabelecer limiiégimos de contagens fungicas para
espécies potenciais produtoras de AFs e FBs.

Palavras chavefungos, micotoxinas, equinos.



ABSTRACT

KELLER, Kelly Moura. Study on contamination with toxigenic species, poiially
producing mycotoxins, in feeds intended for feedinghorses. 2009. 64p. Dissertation
(Master’'s Degree in Veterinary Sciences, Animal IHhgaVeterinary Institute, Veterinary
Microbiology and Immunology Department, Federal &udniversity of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2009.

Most feedstuffs, cereal crops and other agricultaanmodities are very susceptible to
contamination by molds able to produce mycotoxikB/icotoxins are toxic secondary
metabolites that can cause adverse effects suchcaamsinogenesis, teratogenesis,
nephrotoxicity and immunosuppression, leading tonewous pathologies and consequent
economic lossesAspergillus Penicillium and Fusarium are the most frequently genera
involved in animal and human cases of mycotoxicolsesquines, mycotoxicoses are mainly
related to corn based feedstuffs consumption cantted with fumonisins (FBs) produced
by F. verticillioides These mycotoxins are responsible for equine lenkephalomalacia
(ELEM), an acute and fatal neurological diseaseatiarized by neurotoxic symptoms. More
than one mycotoxin may exist simultaneously in atipaar commodity or ingredient.
Generally, the effects of these toxins tend to apldn synergic response, increasing the risk
and hazard to animal health and productivity. Afkis (AFs) are mycotoxins produced by
A. flavusandA. parasiticus Aflatoxin B; (AFB;) is the most frequently detected and it has
been described as the strongest biologically sgithd hepatocarcinogenic substance that
can affect humans and animals. Checking the myamdb@nd mycotoxicological quality,
control of feedstuffs and commodities destined tpime consumption is critical for
improving animal production and performance. Theppees of this study were: 1) to
determine the occurrence Aspergillusspp.,Penicilliumspp. and~usariumspp., 2) to detect
and quantify FB and AFB in equine feedstuffs. Sixty samples from differentmmercial
feeds, oats and farm-made feeds were randomlyctetldrom different studs located in Rio
de Janeiro and Seropédica, from June 2003 to JO@©6. Znalysis of the mycobiota was
made by the plate dilution spread method onto drelml rose bengal chloranphenicol agar
(DRBC), dichloran glycerol 18% agar (DG18) and N&styder culture media. Total fungal
counts were expressed as CFU/g. The isolation émoyu (%) of fungal genera and relative
density (%) of fungal species were determined. Myxios determination was done using
commercial ELISA kits (Beacon Analytical Systems.)n Total fungal counts were similar
on both DRBC and DG18 media. The highest count®irem oats and farm-made feeds.
Aspergillus(43%), Penicillium (26%) andFusarium(11%) were the most frequently isolated
genera. Aspergillus niger (27%), A. flavus (25%), Penicillium corylophilum (19%), P.
fellutanum (14%) andFusarium verticillioides(100%) had the highest relative densities.
Seventy five percent of the samples showeg deBtamination with range from not detected
to 8.5 pg.g. Only two samples were negative for AFR®ntamination with range from 0.5 to
99.4 pg.kg. It is recommended that contaminated corn or &ysproducts be limited to no
more than 20% of the diet for equids. Even if tineoant of mycotoxins produced is not
enough to cause adverse effects in animals, isigrathat the feed will be less nutritious. It is
also necessary to establish maximum limits of flurgmunts for potential AFs and FBs
species.

Key words: fungi, mycotoxins, horses.
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1- INTRODUCAO

Os negdcios que envolvem a criacdo e utilizacdoadalo ocupam uma posi¢do de
destaque nos paises desenvolvidos e em muitosldaeume desenvolvimento, como o Brasil;
porém, ao contrario de bovinos, aves, suinos eoeyirs eqlinos ndo aparecem com destaque
nas pesquisas e censos governamentais.

O Brasil conta com o terceiro maior rebanho eqié@oanundo, com 5,9 milhdes de
cabecas (IBGE, 2003), e o agronegoécio do cavaloimenta cerca de 7,3 bilhdes de
reais/ano. Podemos dividir este complexo de atiddaem diferentes segmentos e dentro
destes, os cavalos de trabalho, os cavalos detespop segmento consumidor de carne
ocupam destaque.

Nosso pais € o 5° maior exportador mundial de adeneavalo, movimentando cerca
de R$ 80 milhdes/ano. A categoria de cavalos deriespe de trabalho movimenta cerca de
R$ 840 milhdes/ano e engloba diversas atividades.

Neste contexto, 0 segmento de ragfes e medicamestiErEnarios sdo responsaveis
pelos elevados gastos impostos aos proprietargisgianimais, por isso faz-se necessario um
rigoroso controle de qualidade das rac¢des dessnadaimentacdo de eqlinos através, por
exemplo, do reconhecimento de espécies fungicageioas, a fim de preservar a saude
animal, minimizando os gastos com medicamentoseginérios.

Os cereais pertencem, desde épocas remotas, @rc@atedgs nutrientes essenciais a
humanidade. Eles serviam como unidade de medidatiguidade, sendo usados até mesmo
para 0 pagamento de impostos e tributos. Com oragcdos anos quase ndo houve
mudancas no papel nutricional destes nutrientescqustituem a base da alimentacéo, ndo sé
do homem, mas também das diferentes espécies animo&inos, eqlinos, caninos, felinos,
passaros, peixes, roedores, etc. Como caractasistigtricionais gerais destacamos a alta
concentracdo de amido, bons niveis de proteinaleate digestibilidade e baixos teores de
fibras. Os principais cereais utilizados em formdks de racdes para equinos sdo: milho,
aveia, trigo e soja, entre outros.

Os fungos (também denominados mofos ou bolores) s&ororganismos
multicelulares e filamentosos, que ao infectaremgo®s e alimentos podem produzir
substancias toxicas tais como micotoxinas. O mejeausado pelas toxinas de fungos néo
deve ser menosprezado, pois ao serem ingeriddagda&saou absorvidas pela pele podem
causar manifestacoes de sua acdo que podem varinoitos ocasionais a convulsdes e
morte repentina. No caso de graos, estes podeimfestados durante o cultivo ou no periodo
pos-collheita. Desta forma, os fungos séo classlie em fungos do campo e fungos do
armazenamento.

Muitas espécies podem desenvolver-se utilizandgréss como substrato, no entanto
Aspergillusspp.,Penicillium spp. eFusariumspp. sdo as mais encontradas; sob condi¢cbes de
armazenagem, com temperatura e atividade de ag@uadhs, as espécies dos géneros
Aspergilluse Penicillium sdo as que mais proliferam, enquanto que as espéerusarium
sao capazes de crescer e produzir suas toxinas oncempo.

Uma ou mais micotoxinas podem ocorrer simultanetenem determinado substrato,

e geralmente apresentam efeitos sinérgicos, owmuerga o risco e preocupacao com relacao
a saude e produtividade animal. As fumonisinas YlBBe uma familia de toxinas produzidas

principalmente poiF. verticillioides e F. proliferatum que sdo contaminantes amplamente
encontrados no milho e em seus produtos derivafidas sdo as causadoras da

leucoencefalomalacia equina. Ja as aflatoxinas)(8&s produzidas pelos fungasflavuse
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A. parasiticus os quais podem crescer em grande variedade dstraiols quando
inadequadamente armazenados. Estas toxinas s@bgsatausadoras de cancer hepatico.

Ha grande interesse em estudos que permitam awaligco micotoxicolégico das
rac0es para equinos de modo a prever a possilslidied ocorréncia de micotoxicoses
primarias que afetariam os parametros produtivossede animais; e micotoxicoses
secundarias, no caso de ingestao de carnes coataB|rno que representaria problema para
saude publica. Devido ao potencial de contaminaigsias racdes por fungos e suas
micotoxinas e o fato de ainda ser muito escassapardbilidade deste tipo de informagé&o
com estudos de monitoramento rotineiro, tanto nasiBrguanto no mundo, ha relevancia
neste trabalho.

1.1- Hipotese

Os alimentos fornecidos a equinos sdo suscetivesntminacdo pelas principais
espécies de fungos toxigenos e suas micotoxinas.

1.2- Objetivos
a) Objetivo Geral

Estabelecer a ocorréncia de espécies dos géAspasgillus Fusariume Penicillium
potencialmente produtoras de micotoxinas e detemarpresenca de aflatoxina G\FB;) e
fumonisina B (FB1) em amostras de racfes e aveia laminada achadadtnadas ao
consumo equino.

b) Objetivos Especificos

1) Realizar a enumeracao quantitativa dos propagulogdos das amostras coletadas.

2) Determinar a freqiéncia da micobiota total realiltasua identificagdo taxonémica
em nivel de género.

3) Isolar e identificar espécies dos génerhspergillus Penicillium e Fusarium
estabelecendo a densidade relativa de cada um.

4) Caracterizar o perfil toxigeno das espécies issladas génerosAspergillus e
Penicillium através da técnica de cromatografia em camadadigldLC thin layer
chromatography.

5) Detectar e quantificar ARBe FB, presentes nas amostras utilizando a técnica de
ensaio imunoenzimatico, ELISAr(eyme linked immunosorbent agsay

6) Detectar e quantificar AFB presentes nas amostras utilizando a técnica de
cromatografia de imunoafinidade, IAC immunoaffinity chromatography)
cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLGigh performance liquid
chromatography.

7) Avaliar os resultados obtidos e realizar analisatissica.
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2- REVISAO DE LITERATURA
2.1- Complexo do agronegdcio do cavalo no Brasil

O estudo do complexo do agronegdcio cavalo (CNA4R@ resultado de pesquisa
encomendada pela Confederacdo Nacional de AgmnaukBuque dimensiona econbmica e
socialmente a equinocultura brasileira. Apresempai @artes deste amplo estudo para que
possam correlacionar melhor o panorama atual ctarpesquisa.

O termo ‘agribusinessfoi utilizado pela primeira vez em outubro de 59%0r John
Davis referindo-se a todas atividades existentedala producéo e distribuicdo dos insumos
utiizados na atividade produtiva “dentro da paod&i a prépria atividade, até a
comercializacao (o que inclui armazenamento, psaseento e distribuicdo) dos produtos e
subprodutos originarios da atividade agropecuéritadicional classificacdo das atividades
em setores estanques — primario, secundario @iierei tornou-se obsoleta. O complexo do
agronegocio do cavalo engloba diversas atividafBiggui@a 1), além de gerar milhares de
empregos diretos e indiretos.

Midia e Pesquisa Seguros Vateri- Transp. Indhipstria Artes, jdias,
public. Des.Gen Serv Fin. nArios Equip. da minda troféus
Reg Geneal
Lahprat. \.\_
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Figura 1- Diagrama parcial do estudo do complexo dagronegécio do cavalo.
Fonte: ESTUDO DO COMPLEXO DO AGRONEGOCIO CAVALO, @ de
Estudos Avancados em Economia Aplicada (CEPEA)bIasBuperior de Agricultura
Luiz de Queiroz (ESALQ)/ Universidade de Sao P4uISP).
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O cavalo exerceu um importante papel na formacaadeuica, social e politica do
Brasil. No aspecto econdmico, desempenhou as fardgsela (para o vaqueiro e o pedo, nas
lides comuns a pecuéria); de carga (nos combaosle tracdo (“motor” de veiculos de carga
e de moendas). No aspecto social — englobando cexilimo, vaidade, orgulho e
diferenciacdo social. A partir da segunda metadesé@mlo XIX, destacam-se no aspecto
social, as atividades de esportes e lazer, conmmlaa salto.

O papel do cavalo militar vai aléem dos aspectosedgiranca, tendo sido relevante no
desenvolvimento de outras &reas, como a educagdicesgporte. Na educacdo, um bom
exemplo é a contribuicdo do Tenente-Coronel MomizAdagdo, patrono da Veterinaria do
Exército. Nos primeiros anos do século passadofoele idealizador e primeiro diretor da
Escola de Veterinaria, pioneiro no Brasil.

Passando por varias designacgfes, historicamengguitacdo sempre fez parte do
treinamento militar. No esporte, até o ano passadxército mantinha a Escola de Equitacdo
localizada na cidade do Rio de Janeiro, no mesmartglamento do Regimento Escola de
Cavalaria. Atualmente estas duas unidades encosseaiisicamente isoladas, porém muito
préximas e englobam um efetivo superior a 300 agimido Exército, os equinos sao
utilizados para diversas finalidades, tais comdieacde garantia da lei e da ordem nos
Regimentos de Cavalaria; participacdo em cerimamiditar (desfiles, guarda de honra e
escoltas de autoridades); patrulhamento em orggiesanilitares e nos campos de instrugao;
instrucdo militar nas escolas de formagfes deaidi@ pracas; producdo de imunobiolégicos
(soro antiofidico); pratica desportiva, integramsmissdes de desportos nacionais; atividades
de equoterapia; e, programas de estudos e melhoi@snda equideocultura nacional, na
Coudelaria de Rincéo.

Um outro segmento, o do cavalo de trabalho cafiaatse por animais alimentados
com volumoso de beira de estrada ou pasto, millaoeto de trigo. Eventualmente, utilizam
racdo, porém de baixo custo. Ja a categoria detespaclui os centros de treinamento,
jockeys propriedades particulares e hipicas; e os cavaiogicluidos sdo animais que
potencialmente consomem, em média, 4,5 kg de édia (Figura 2).

Figura 2- Exemplo de racdo comercial para equinos. )
Fonte: ESTUDO DO COMPLEXO DO AGRONEGOCIO ZALO, CEPEA/ESALQ/USP.

Atualmente, o mercado total de racdo é de 320.006lddas anuais, mas estima-se
gue o potencial do negdécio no Brasil seja de 1aniltie toneladas anuais. O setor nacional é
disputado por mais de 30 empresas produtoras degapmerciais para equinos; trés destas
detém 78% do mercado brasileiro. Em pesquisa dpad@NA, 2004) encontrou-se que o
consumo médio diario de racao € de 5,12 kg/anigquaintidade um pouco superior aos dados
obtidos na pesquisa de mercado. Isto porque unwlpada racdo fornecida aos cavalos é
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fabricada “batida” na prépria propriedade. Estiraagsie o mercado de racdes para equinos
movimente R$ 53.440.000,00 anualmente.

Um outro segmento importante trata-se do mercadswnoidor de carne. Como
atrativos esta apresenta uma agradavel cor verneltgixo teor de gordura quando
comparada com a carne bovina. No Brasil, a quaaédade da producdo de carne equina
destina-se ao mercado externo, sendo despreziadbiocomercializado internamente. Deve-
se destacar que a legislacao brasileira ndo pequgeum matadouro de bovinos ou outro
animal também realize abate de equinos. Sendo agpenas sete frigorificos — distribuidos
nos Estados do Rio Grande do Sul, Parana e MineasGe respondem pela totalidade do
comércio externo de carne de cavalo.

O volume de exportacdes brasileiras desta carneresnido anualmente. Nos ultimos
15 anos, entre 1990 e 2005, as exportacfes setgic passando de menos de US$ 5
milhdes para valores proximos a US$ 34 milhdes, coescimento médio anual de 13,8%.
Entre os destinos das exportagBes brasileiras cd@stae Bélgica e Holanda (juntos,
respondem por 50,5% das exportacdes), além da, la@pao e Franca.

Apesar de tudo isso, o principal uso do cavalo masiB é ainda o de apoio as
diferentes atividades agropecuarias, especialmeatéida do gado bovino. O recente e
significativo crescimento da pecuaria bovina fadrapanhado por aumento na demanda por
equinos para lida. Nao obstante a importancia galcacomo animal de trabalho existe uma
tendéncia de crescimento na participacao do calalazer na tropa nacional. Um indicador
desta tendéncia é o crescimento do numero de evespmrtivos. Trata-se de um fenébmeno
mundial, que também ocorre no Brasil.

2.2- Os Fungos

A micologia de alimentos foi negligenciada por wérianos devido a pouca
importancia dada aos fungos. Estes microrganismas e/istos, quando contaminantes,
apenas pelo aspecto estético. A partir do momemtogee se descobriu a importancia
econbmica, por serem deteriorantes, e de saudécg@lpbr seus metabdlitos toxicos, que
revestia sua acdo a micologia de alimentos deixaedeim ponto de interesse apenas dos
micologistas e toma seu lugar no contexto da G&éaciecnologia de alimentos, saude das
populacdes e sanidade animal.

Os fungos juntamente com outros microrganismosavésr de um conjunto de
enzimas, tém grande relevancia na decomposicaoatirienorganica na biosfera, sendo de
vital importancia na continuidade do ciclo vitakt& habilidade em degradar substancias das
mais diversas possiveis pode vir a ter efeitosfimseou ndo (SAMSON et al., 2000).

Além da capacidade deteriorante, os fungos quarekeptes em produtos agricolas,
alimentos e racfes, e sob condi¢cdes de temperaturaidade adequadas, sdo capazes de
produzir metabdlitos téxicos, como resultado do seetabolismo, e dentre estes, ha a
formacao de micotoxinas. As micotoxinas sao pragltdgicos do metabolismo secundario de
algumas espécies de fungos que contaminam prinogpé¢ produtos vegetais. Elas sdo
produzidas durante o processo metabdlico fungioando este é privado de um ou mais
nutrientes importantes, em presenca de umidadenpetatura adequadas (ROSA, 2002).
Causam quadros de intoxicagcdo e morte, de acontoacquantidade ingerida, tempo de
exposicao, idade, raca, sexo ou toxinas envolvidas.

A contaminacdo fungica causa inumeros prejuizoeesalprodutividade agropecuaria.
Sao responsaveis pela contaminacdo de parte sggivéi das safras agricolas, principalmente
em paises de clima tropical umido, em que as tegiad agricolas adequadas, principalmente
de colheita e pds-colheita, nem sempre estdo diggen(PIMENTEL, 1991; RUSTOM,
1997).
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As condicdes ideais ao desenvolvimento de fungo®astante similares as condicdes
requeridas para a producdo de micotoxinas. A tesyrer 6tima para seu crescimento esta
situada na faixa de 20 - 30°C. A atividade de &gypdo substrato € muito importante;
valores de @inferiores a 0,62 impedem a germinacao de qualgigorganismo. A umidade
absoluta do substrato € susceptivel a influénciaurdadade relativa do meio ambiente;
podendo, desta forma, tender a hidratacdo, des@@@tou ao equilibrio. A luz é essencial
para que algumas espécies de fungos tenham o poogesminativo induzido e finalizado,
influenciando tanto o crescimento vegetativo conraducao de toxinas. O pH (potencial
hidrogeniénico) tem efeito minimo no metabolismongrio, exercendo maior influéncia na
producdo da micotoxina. Os fungos podem se desesrvoh ampla faixa de pH de 2 a 8,
onde o pH 6timo esta entre 4 a 6,5 (GIMENO, 2008).

Os fungos de campo, como 0s géndtosariume Alternaria crescem sob condi¢des
que ocorrem antes da colheita. Usualmente requengnade relativa acima de 80% e teor de
umidade no grdo superior a 22%. Geralmente ndccemesapdés a colheita porque as
condicbes de armazenamento ndo propiciam a umidadessaria. Primariamente sao
invasores de sementes de plantas.

Os fungos de armazenamento, como o0s génésgergillus e Penicillium
normalmente invadem os gréos intactos antes daitaltumidade relativa de 70% e teor de
umidade no grdo de 14-24% favorecem o crescimdinigido. Condi¢cdes que lesam a
cuticula dos graos (p.ex. insetos, estresse pek selheita mecanica e secagem com ar
guente) podem aumentar a invasao fungica por fagoeacesso do fungo ao substrato.

A contaminacdo dos alimentos por fungos toxigenosdato preocupante, assim, a
implementacdo de medidas de controle, e o melhort@mde metodologias analiticas
objetivando respostas mais acuradas e sensivasapeonfirmacdo e quantificacdo destes
contaminantes, tornam-se a cada dia mais impostante

Na prética, todos os ingredientes destinados asucom humano ou animal tém sido
expostos em algum momento no tempo a contaminagéypch. A natureza e extensdo da
contaminacgao determinam a presenca ou auséncigcdeormna no produto. A identificacao
do fungo contaminante pode ser de valor diagngstitas, conclusdes positivas apenas
podem ser feitas pela extracdo e identificacdo) dafsna suspeita(s), pois, o fungo pode
estar presente e a toxina ndo, e o contrario taméb@erdadeiro; além do que uma espécie
pode produzir mais de uma toxina, e algumas mitoagxpodem ter mais de um produtor.

Em termos gerais, algumas das formas que se tadasifpara minimizar e/ou evitar
0s graves problemas que o crescimento e proliferiigigica podem provocar nos alimentos
e nos animais que os consomem sao (GIMENO, 2008):

1) Compra e recepcdo de matérias primas de exeedehba qualidade micoldgica,
com valores de umidade, em geral, menor que 12,5fbeeor que 9% para algumas
oleaginosas.

2) Armazenamento em condi¢des gagual ou inferior a 0,65 e temperatura a 20°C a
través de sistemas de monitoramento.

3) Higiene e limpeza regular das instalacdes extwes de transportes.

4) Sistemas de fumigacdo e desratizacdo para nd@woitipeo desenvolvimento de
insetos, &caros e roedores.

5) Uso de agentes fungistaticos de amplo espeuctroisturas sinérgicas.

6) Sistemas de ventilacdo para controlar rapidaenantemperatura e umidade do
local.

7) Sistemas de amostragem e andlises peridédicascpahecer a todo o momento as
condicOes de armazenamento.
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2.2.1- GénerdAspergillus

Com grande importancia na contaminacédo de alimgotg&€nercAspergilluspossui
mais de 200 espécies, é filamentoso, cosmopolianefungo distribuido amplamente na
natureza. E comumente isolado do solo, debris aletgs e, ambientes fechados; encontram-
se em maior abundéancia nas regides de climas aispec subtropicais (PITT; HOCKING,
1997).

Este € um género de particular importancia devalfato de que varias espécies séo
capazes de crescer e produzir metabolitos em batkadades de agua e altas temperaturas
(MOSS, 1991). Possuem grande versatilidade metabélihabilidade para dispersar seus
conidios pelo ambiente (PITT, 1981).

Sdo bem conhecidos por causarem trés sinais dinttiferentes: infeccbes
oportunistas, onde a imunossupressao € o fatorspmtente; estados alérgicos e toxicoses.
Estas infec¢cbes podem variar desde uma participlacab até disseminacdo completa, dai
chamarmos de aspergilose. Entre todos os fungmadittosos, o génevspergillusé, em
geral, o mais isolado em infec¢bes invasivas. Quades os 6rgdos ou sistemas do corpo
podem ser envolvidos, por exemplo: oncomicose,sgmuaspergilose cerebral, meningite,
endocardite, miocardite, aspergilose pulmonar, oosiglite, otomicose, endoftalmite,
aspergilose cutanea, aspergilose hepato-espl@tcaSdo comuns as infec¢des respiratorias
em aves e 0 aborto mic6tico em bovinos e ovinosadus por este fungo.

As espécies do géneAspergilluscaracterizam-se por seus distintos conidioforos. A
base destes, forma um “T” ou “L” que 0s conecta aoma célula vegetativa chamada de
célula pé, ou ainda uma célula separada. O pédessendesde a célula pé até expandir-se no
apice em uma vesicula que pode ter diferentes friEm algumas espécies, os conidios
nascem de estruturas denominadas fialides unidataiiente a vesicula e formam cabecas
aspergilares unisseriadas. Em outras espéciesmhasagunda camada de células entre a
vesicula e as fialides. A esta camada chamamosétidas e formam cabecas aspergilares
bisseriadas (Figura 3). Estas caracteristicas estagombinadas com outras primarias e
secundérias constituem a base para a taxonomsaceld@® género (BARROS, 2006).
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Figura 3- Caracteristicas morfoldgicas basicas regsentativas do génerdspergillus.
Fonte: SAMSON et al. (2000).
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As caracteristicas macroscopicas mais importadteppnto de vista taxonémico, sao:
Cor das coldnias.Esta determinada pela cor dos conidios e constitoa
caracteristica importante para a classificacacdbgéneros.

Diametro das coléniagConsiste em medir o didametro da col6nia logo appsriodo
de incubacédo de 7 dias. A velocidade de crescimergdermotolerancia séo caraceristicas
importantes na identificacéo.

Cor do micélio.O micélio esta composto pelas células vegetativpartir das quais
nascem os conidioforos. O micélio geralmente édmraporém algumas espécies produzem
micélios coloridos caracteristicos.

Cor do reverso da colénigE incolor a péalido ou amarelo na maioria dos oéa
entretanto, pode ser de laranja ao roxé\neersicolor

Formacdo de escleréciof€ertas espécies despergillusproduzem esclerécios que
sao estruturas formadas por massas compactasadeehgiue ndo contém conidios. Variam de
tamanho e podem ter forma esférica, subesféricalipgoidal. A cor também varia de
amarelo a marrom e preto. Os esclerdcios funciot@mo estruturas de sobrevivéncia que o
fungo utiliza para permanecer no solo e contém gnamde quantidade de metabdlitos
toxicos (WICKLOW, 1990). Estes metabdlitos sdoasols exclusivamente nestas estruturas
fungicas que em combinagcdo com as aflatoxinas pddemar um grande sistema de defesa
quimico para a protecéo dos esclerocios da prediggimsetos (DOWD, 1992; WILLETS;
BULLOCK, 1992).

Formacédo de cleistotéciosSao formados nas espécies com estagio sexual
(teleomorfo), sdo estruturas que ndo tém uma abertatural e que contém ascos com
ascosporas (esporos sexuados).

As caracteristicas microscopicas mais importarmgsotito de vista diagnéstico sao:

Conidioforo. Usualmente os conidiéforos ndo sao ramificadost&ecompostos por
trés partes: a célula pé, o pé e a vesicula. Armalos conidiéforos sédo ndo septados, porém
podem se observadas septacdes em certas especmfeHicie externa ou parede do
conidiéforo pode ser lisa ou rugosa.

Cabeca conidialAs caracteristicas da cabeca conidial como sydaona e tamanho
sdo importantes critérios de diagnoéstico. A disgsidas fialides sobre a vesicula determina
a forma, que pode variar de colunar a radiada.

Vesicula.A vesicula € o apice engrossado do conidioforo. fBuaa pode variar de
globosa, hemisférica, eliptica a alongada (formelaleas).

Esterigmas. Os esterigmas séo células conodidgenas espedadizaas quais
desenvolvem-se sobre a area fértil da vesiculasEstbre a vesicula podem ser unisseriados
ou biseriados, dependendo se uma ou duas camadaséldils estdo presentes,
respectivamente. Os esterigmas primarios (prime&maada) sdo chamados de métulas,
enguanto que os secundarios (segunda camada) fiabides. Nas espécies unisseriadas, as
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fidlides sdo produzidas diretamente das vesic@asas espécies bisseriadas, as fidlides
surgem das métulas.

Conidios (Esporos assexuado€)s conidios, também chamados de esporos, séo
estruturas reprodutivas assexuadas que servemnfigm@mente para a dispersdo. Estes
podem ser uni ou multinucleados e sua forma, tamamha textura de superficie sao
caracteristicas diagnosticas importantes.

Células de HulleSao células estéreis grandes, de paredes grgs®asarregam um
pequeno limem e podem estar associadas com dstéleigs em algumas especies.

Parede dos cleistotécios e ascosporsextura da parede dos cleistotécios junto com
a cor, forma e ornamentacdo dos ascosporos sdarasteristicas mais importantes na
determinacao das espécies teleomorficas (KLICH2R00

Quase 50 espécies dispergillus sdo reconhecidas como capazes de produzir
metabolitos toxicos, porém as micotoxinas mais igobes encontradas em alimentos séo:
aflatoxinas, ocratoxina A (OTA), esterigmatocisteacido ciclopiazénico (Tabela 1).

Tabela 1- Potencial toxigeno das principais espésiale Aspergillus que contaminam
produtos vegetais.

Espécies de Micotoxinas
Aspergillus

A. aculeatus Acido Secal6nico D

A. candidus Acido Kdjico, Candidulina, Terfenilina, Xantoacina

A. clavatus Citochalasina E, Patulina, Clavatol, Triptoquivaen

A. carbonarius Rubrofusarina B, Ocratoxina A

A. carneus Citrinina

A. flavus Aflatoxinas B e B, Aflatrem, Acido Aspergilico, Acido
Ciclopiazdnico, Acido Kojico, Aflavininas, Acido  3-
Nitropropionico, Paspalininas

A. fumigatus Fumitremorgens A e C, Gliotoxinas, Fumigaclavirfagnitoxinas
Fumigatinas, Fumagilinas, Espinulosinas, Triptoglinas,
Verruculogem

A. niger Ocratoxinas, Malforminas, Naftoquinonas

A. niveus Citrinina

A. nomius Aflatoxinas (B, B,, G; e G), Acido Aspergilico, Acido Kdjico

A. ochraceus Ocratoxinas, Acido Penicilico, Acido Kéjico, Acidecalénico A
Xantomegnina, Viomeleina

A. oryzae Acido Ciclopiazénico, Acido Kojico, Acido 3-Nitroppidnico

A. parasiticus Aflatoxinas (B, B, G: e G), Acido Aspergilico, Acido Kajico
Aflavininas

A. tamarii Acido Ciclopiaz6énico, Acido Kojico

A. terreus Citrinina, Patulina, Citreoviridina, Mevinolina, frégrems, Acidg
Terréico, Terramide A

A. versicolor Esterigmatocistina, Versicolorinas, Nidulotoxinas

A. wentii Metilxantonas, Acido 3-Nitropropionico, Acido Kofic

Fonte:IBRAD; SAMSON (1991); PITT; HOCKING (1997).
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2.2.2- Génerdlenicillium

Os membros deste género apresentam grande impartgonando se refere a
contaminagdo alimentar; sdo encontrados em todouadon (no solo, vegetacdo em
deterioracéo e no ar), podendo crescer em bairgsetaturas e,a

O género apresenta varias espécies e se associdoigrteleomorfos incluidos nos
génerofupenicilliume TalaromycesAs caracteristicas macroscopicas mais importadtes
ponto de vista taxonémico, sao:

Diametro, textura e cor do reverso das col6nias.col6énias apresentam geralmente
crescimento rapido, tém a textura variando de aeela, algodonosa, funicular ou fasciculada
e simnemata (Figura 4 e 5). O reverso da placaatngente palido a amarelado.

Figura 4- “a — e”, tipos de ramificacbes do conidi@ro: a e b, simples; c, biverticilado; d,
triverticilado; e, quaterverticilado. “f — k", tipo s de colbnias: f, aveludada; g,

algodonosa; h, funicular; i - k, fasciculada.
Fonte: SAMSON et al. (2000).

Cor dos conidios e do micélids colbnias sdo inicialmente brancas e transfasea-
em verde azul, verde cinzento, cinza verde-olinaaralo ou roseadas conforme os conidios
vao sendo produzidos.

Producdo de pigmentos sollveis e/ou exsudaoproducdo de pigmento que se
difunde no meio de cultivo é uma caracteristicd péira classificacdo, entretanto este
mecanismo esta sob regulacdo genética entdo podendm ser expressos. Isso deve ser
enfatizado, pois o fato de determinada cepa n&esaeptar pigmentacdo nao deve ser
encarado de forma negativa para sua caracterizec@&spécie. Com relacdo a producéo de
exsudatos, algumas espécies sdo capazes de ligetiulas a partir do micélio,
especialmente quando crescem sobre o meio agaelCexprato de levedura. Esta € uma
caracteristica marcante para algumas espécies; @ &xtensdo da producdo deste exsudato
sao ferramentas taxonémicas importantes. (Figura 5
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Formacao deescleréciosSua presenca, tamanho e cor sédo de importanciadsitca
(Figura 5).

Producdo de gimnotécios ou cleistotécidsstruturas grandes caracteristicas da
reproducao sexual dos fungos as quais vao contsons com 0S ascoSporos em seu interior.
O que diferencia estes dois tipos é: os cleisto$éséio formados por um corpo esférico de
paredes lisas e os gimnotécios formados por packbEas.

As caracteristicas microscOpicas mais importarmgsotito de vista taxondmico séo:

Conidioforo. Consiste de uma estipe distinta que culmina enpimeel; séo hialinos,
com hifas septadas, sdo simples ou ramificadostcEina determinar a divisdo taxonémica
primaria deste género em quatro subgénefsmergilloides, Furcatum, Biverticilliune
Penicillium

Tipo de pincel.As fidlides podem ser produzidas individualment® grupos ou
ramificadas em métulas, formando um pincel. Podesdp entdo: monoverticilados,
biverticilados, terverticilados e/ou quaterveradibs (Figura 4).

Numero e disposicdo das meétulas por esti@e nimero ird variar segundo a
complexidade do pincel. Quando a disposicéo eutaegde forma lateral e terminal sobre a
estipe estamos dentro do subgéremccatum secéadDivaricatum E quando a disposicédo é
regular, de forma terminal sobre a estipe, estaderdro do subgénerbBurcatum secéo
Furcatum

Forma das fidlidesExistem dois tipos: ampuliformes e acerosas. Apudiformes
sao semelhantes a garrafas e as acerosas sédoads®elh agulhas de pinheiro, com lados
paralelos que convergem numa forma conica pararifitio@ estreito.

Tamanho relativo entre fialides e métulas.relacdo entre o tamanho destas duas
estruturas, juntamente com a taxa de crescimentoeaio agar nitrato glicerol a 25%, é de
fundamental importancia na separacao nos subgérercatume Biverticillium.

Tamanho e textura da estippie pode ser lisa ou rugosa.

Diametro, textura e tamanho dos conidios.

Forma, ornamentacdo e tamanho dos ascos e ascasporo

11



9 SRS i s ) : K L g ." o i :
i ¢ Sl ool ‘ ; ol ; i i
Figura 5- A-B colbnia aveludada. B tipico exsudatamarelo. C coldnia aveludada que
esta se tornando fasciculada com o tempo. D grandescompactas cabecas conidiais. E
coldnia flocosa. F esclerécios. G-I coldnias fasaladas. J blocos de massas conidiais em

colénia de 10 dias de idade. K-L col6nia sinemmata.
Fonte: FRISVAD; SAMSON (2004)
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Um problema importante quando se quer estabelemssraéncia d@enicilliumé que
na maioria dos casos ndo se realiza a identificag@onivel de espécies devido a sua

complexidade

cleistotécio
(ou esclerécio)

Eupenicillium

monoverticilado

terverticilado
quaterverticilado

Aspergilloides

(Figura 6).
Penicillium e
teleomorfos
1
I | 1
) 3 o N 3 s
sem gimnotécio gimnotécio
ou cleistotécio
[ S I |
) ( Penicillium ) [ Talaromyces ]
J (& J
|
I S P 1 - 1
biverticilado
J (& I J
[ : : |
fisllides ampuliformes fislides acerosas Penicillium
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Figura 6- Chave taxonbmica basica para o géner®enicillium e seus teleomorfos.
Preenchimento em amarelo para géneros; roxo phggseros e verde para se¢des. G25N refere-se acdmei
cultivo agar nitrato glicerol a 25%.

Fonte: PITT (1988).

Diversas espécies deenicillium sdo reconhecidas como capazes de produzir
metabolitos toxicos, porém as micotoxinas mais igoes encontradas em alimentos séo:
ocratoxina A (OTA), patulina, citrinina e citreodina (Tabela 2).
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Tabela 2- Potencial toxigeno das principais espésiale Penicillium que contaminam
produtos vegetais.

Espécies de Micotoxinas
Penicillium

P. aethiopicum Griseofulvina, Viridicatumtoxina

P. aurantiogriseum |Acido Penicilico, Roquefortina C, Xantomegnina, Meim,
Verrucosidina

P. brevicompactum | Acido Micofendlico

P. camemberti Acido Ciclopiazénico

P. chrysogenum Roquefortina C, Acido Ciclopiazonico

P. citreonigrum Citreoviridina

P. citrinum Citrinina

P. commune Acido Ciclopiazonico, Acido Ciclopéaldico, Acido Qapolico,
Ciclopiamina, Palitantina, Rugulovasinas

P. crustosum Penitrem A

P. expansum Patulina, Citrinina

P. funiculosum Patulina

P. griseofulvum Patulina, Acido Ciclopiazonico, Roquefortina C, &@fulvina

P. hirsutum Roquefortina C, Acido Ciclopiazonico

P. islandicum Cicloclorotina, Islanditoxina, Leuteoskyrina, Eoskyrina

P. janczewskKii Griseofulvina, Penitrem A

P. janthinellum Toxinas Tremorgénicas

P. oxalicum Acido Secaldnico D

P. paxilli Verruculogem, Paxiline (Toxinas Tremorgénicas)

P. purpurogenum | Rubratoxinas

P. raistrickii Griseofulvina, Toxinas Tremorgénicas

P. roqueforti PR Toxina, Patulina, Acido Penicilico, Roqueforti@a Acido
Micofendlico

P. rugulosum Rugulosina

P. simplicissimum | Verruculogem, Fumitremorgem B, Acido Penicilico,
Viridicatumtoxina

P. variabile Rugulosina

P. verrucosum Ocratoxina A, Citrinina

P. viridicatum Xantomegnina, Viomeleim, Vioxantina

FonteTP| HOCKING (1997).

14



2.2.3- Género Fusarium

Dentre os fungos filamentosos contaminantes deealios de maior importancia
encontramos, juntamente cakspergilluse Penicillium o génerd-usarium(SIDHU, 2002).
Espécies desse género encontram-se amplamentbuidsas em plantas e no solo, sendo um
importante fitopatogeno. E encontrado na micofldeaprodutos como arroz, feijdo, soja,
milho, dentre outros grédos. Enquanto as espéciés coauns Sao encontradas em areas
tropicais e subtropicais, outras tém predilecdoghona mais frio, habitando o solo dessas
regioes.

Apesar de ser importante fitopatégeno e contamgnarspécies deste género podem
causar diversas infeccbes em humanos, conhecidas fasarioses, exemplo disso sao
algumas micoses oportunistas. A espécie mais nitailé oF. solani,que freqlientemente
promove infeccbes cutdneas em traumas na peles d#eacdes disseminadas costumam
ocorrer em imunossuprimidos, pacientes com neutiageem transplantados.

Tem-se constituindo esse género cerca de vinteciespdlistribuidas em 12 secoes.
Podem-se citar como espécies mais comunssolani F. oxysporune F. chlamydosporum.

A secdo Liseola é a mais importante, pois contepéa@ss potencialmente produtoras das
micotoxinas mais comuns, comoFo verticillioides e F. graminearum a ingestao de graos
contaminados com tais toxinas pode levar a ocoaéme sintomas alérgicos ou
carcinogénese se houver consumo prolongado.

Sao0 aspectos macroscopicos desse grupo de funguesoimento de colonias
algodonosas a lanosas, planas e de crescimento sasploracdo da col6nia varia de branco,
creme, bronze, salméo, avermelhada, amareladaglatay rosa ou roxo. E o reverso pode ser
sem cor, bronze, vermelho, roxo ou amarronzado.

Podem apresentar esporodéquios, que sdo um cormarttdas com conidiéforos na
superficie, e podem ser observados nas cores @efm®nze ou alaranjado, exceto a espécie
F. solanique produz esporoddquios de cor azul ou azul-ésadp.

Possuem caracteristicas microscopicas bem distiagaesentam hifas septadas,
conidioforos, fialides, macroconidios e microcoos&d{Figura 7). Em adicdo, clamidosporos
podem ser produzidos por varias espécies (Figura 8)

As fidlides sédo cilindricas com um pequeno colam@técas ou sdo produzidas como
um complexo sistema de ramos, as monofialides biigtides.

Os macroconidios sao produzidos a partir de figlela conidioforos ramificados ou
nao ramificados. Possuem dois ou mais septos,rddgmfinas, lisas e em formato cilindrico.
Podem possuir uma célula basal distinta em forateé.

Ja os microconidios sédo formados em conidiéforéso8riongos ou curtos. Possuem
um septo ou ocasionalmente de 2 a 3 septos. S@s, Igalinos, ovdides, cilindricos,
piriformes, etc...; arranjados em falsas cabecdaleas cabecas e conidios em cadeia (Figura
8).

Clamidosporos, quando presentes, sdo encontradtos,sem pares ou em cadeias.
Tem a parede lisa ou rugosa, hialina, sendo irt&taa ou terminais.

Todos esses achados macroscopicos e microscopicopantos chaves para se
identificar as espécies @aisarium.
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Figura 7- a, Macroconidios; b, Microconidios; ¢, Maofialides.
Fonte: NELSON; TOUSSOUN; MARASAS (1983).

Figura 8- a, Disposicao de clamidosporos; b, Conia$ em cadeia e falsa cabega (circulo
vermelho).
Fonte: NELSON; TOUSSOUN; MARASAS (1983); DRAF (2008

Dentre as toxinas produzidas peusarium as mais importantes sdo: fumonisinas,
zearalenona e tricotecenos (Tabela 3). Os tricotscéormam um grupo de mais de 50
compostos relacionados e que tém como nucleo quibdsico os 12,13-epoxitricotecenos.
Dentre estas substancias, ressaltamos a T-2 todiaeetoxiscirpenol (DAS), neosolaniol,
nivalenol, diacetilnivalenol, deoxinivalenol (DONJT-2 toxina, fusarenona X e a roridina.
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Tabela 3- Potencial toxigeno das principais espésiede Fusarum que contaminam
produtos vegetais.

Espécies de Micotoxinas
Fusarium®
F. acuminatum T-2 toxina, Moniliformina, HT-2 Toxina, Diacetoxispenol,
Monoacetoxiscirpenol, Neosolaniol, Beauvericina
F. anthophilum Beauvericina
F. avenaceum Moniliformina, Beauvericina
F. cerealis Nivalenol, Fusarenona-X (4-Acetil-NI1V), Zearalengna
Zearalenolesoe S isdbmeros)
F. chlamydosporum | Moniliformina
F. culmorum Deoxinivalenol (Vomitoxina), Zearalenona, Nivalenol

Fusarenona-X (4-Acetil-NIV), Zearalenoles: € S isdbmeros)
Mono-acetildeoxinivalenol (3-AcDON, 15-AcDON)

F. equiseti Zearalenona, Zearalenolesd$ isomeros), Monoacetoxiscirpenpl,
Diacetoxiscirpenol, Nivalenol, Diacetilnivalenolygarenona-X (4
Acetil-NIV), Fusarocromanona, Beauvericina

F. graminearum Deoxinivalenol (Vomitoxina), Zearalenona, Nivalenol
Fusarenona-X (4-Acetil-NIV), Mono-acetildeoxinivald (3-
AcDON, 15-AcDON), Di-acetildeoxinivalenol, Diacetilalenol

F. heterosporum Zearalenona, Zearalenolesg s isbmeros)

F. nygamai Beauvericina, Fumonisina;BFumonisina B

F. oxysporum Moniliformina, Beauvericina

F. poae Diacetoxiscirpenol, Nivalenol, Fusarenona-X (4-AestV),
Monoacetoxiscirpenol, T-2 toxina, HT-2 Toxina, Nelasiol,
Beauvericina

F. proliferatum Fumonisina B, Beauvericina, Moniliformina, Fusaproliferina,
Fumonisina B

F. sambucinum Diacetoxiscirpenol, T-2 toxina, Neosolaniol, Zearana
Monoacetoxiscirpenol, Beauvericina

F. semitectum Zearalenona, Beauvericina

F. sporotrichioides |T-2 toxina, HT-2 Toxina, Neosolaniol, Monoacetoxigenol,
Diacetoxiscirpenol

F. subglutinans Beauvericina, Moniliformina, Fusaproliferina
F. tricinctum Moniliformina, Beauvericina
F. verticillioides Fumonisina B, Fumonisina B, Fumonisina B

Fonte: LOGRIECO et al. (2002).
# Nomenclatura deusariumde acordo com NELSON; TOUSSOUN; MARASAS (1983).
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2.4- Micotoxinas e micotoxicoses: caracteristicas@s

As micotoxinas tém 100 vezes mais potencial cagénwo relativo do que as outras
categorias de substancias encontradas em dietas esnsintéticas (pesticidas e aditivos);
condimentos e compostos formados durante o cozintenalimentos (aminas heterociclicas,
benzopirenos e etc..) (MILLER, 1996).

Estas toxinas ocorrem em uma ampla variedade dsratds e tém sido implicadas
em uma série de patologias humanas e animais (RINA1983; CAST, 2003; DILKIN;
MALLMANN, 2004; MORGAVY; RILEY, 2007). Entretanto ajue preocupa, ndo é a
ocorréncia em altos niveis, mas a ocorréncia destetutos do metabolismo fungico em
pequenas quantidades em produtos vegetais basisessesubprodutos industrializados. A
ingestdo diaria e constante de pequenas quantidieséss compostos através de alimentos
essenciais, sem duvida, tera papel importante dac&o ou modulacdo de patologias no
homem e nos animais e justifica estudos interdiseiges com a finalidade de melhorar o
diagndstico e as medidas preventivas.

Quando as toxinas fungicas sdo ingeridas ou ingladadeterminadas concentracdes
pelos animais ou pelo homem produzem um quadracaipatologico conhecido como
micotoxicoses. Estas podem ser definidas como pasm&u secundarias de acordo com a
forma de sua entrada no organismo. A primaria ecoom o consumo direto dos produtos
contaminados, e a secundaria ocorre ao se ing#er tarne ou derivados de animais que
foram alimentados com forragem contaminada. Ascteniaticas de uma micotoxicose sao:
enfermidade ndo contagiosa; o tratamento com drpgauz pouco ou nenhum efeito; o
problema é estacional devido as condi¢cdes clingatice afetam o desenvolvimento fangico;
0 surto esta comumente associado com um alimenfiori@gem especifico, onde o exame do
material suspeito revela sinais de atividade flan¢jicLLEHOJ, 1991).

As alteracbes associadas com as micotoxicoses séacOes alérgicas,
imunossupressao, quadros nervosos e hemorragicosugdo da eficiéncia produtiva e
reprodutiva, deficiéncias metabdlicas e bioquimicagastroenterites, enfermidades
autoimunes, deficiéncias em vitaminas e/ou mingrali®racdes genéticas, teratogénicas,
carcinogénicas, incluso a morte em alguns casoSTC2003; HUSSEIN; BRASEL, 2001).

A ocorréncia de micotoxicoses entre 0s animais dtinus € reflexo do sistema
produtivo adotado pelos criadores. Quanto maisuédol for, maior sera a utilizacdo de
alimentos concentrados, a base de gréos, tornaaaw eprobabilidade de intoxicacdo pelas
micotoxinas (ROSA, 2002).
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2.5- Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo produzidas principalmente Aepergillus flavuse Aspergillus
parasiticus A AFB;, mais freqliente e mais toxica, € reconhecida commpais potente
hepatocarcindgeno de origem biolégica para o horaeos animais (IARC, 1993). Estas
toxinas sao encontradas como contaminantes natdeaisereais e racdes e em baixas
concentracdes produzem alteracdes sobre o metabolgovocando lentamente sérios danos
a saude e produtividade do animal. Os efeitos rfraglentemente observados sédo a
diminuicdo da velocidade de crescimento e da ef@@éalimentar, causados pela reducéao do
metabolismo protéico e absor¢cdo de gorduras e wessip da resposta imune. Os graos
estocados inadequadamente, com umidade e temperaitima de 14% e 20%,
respectivamente, podem potencialmente serem caldosz

Produtos de origem animal podem apresentar tecesgluais de aflatoxinas
biotransformadas através do sistema misto oxidapdtito do animal que as ingeriu, tais
como a aflatoxina M(AFM,), o aflatoxicol (AFL), a AFB, além da prépria AFB Estas
substancias tém sido detectadas em leite e desyados e derivados; figado, musculo e
derivados céarneos.

Casos suspeitos de aflatoxicose equina aguda gnfalescritos causando necrose
hepatica centrolobular com extensa hemorragia @zadd gastrointestinal, porém nao se tem
determinada a LE (dose letal para 50% dos individuos) e ndo hdsspetognomonicos ou
lesbes tipicas associadas com esta espécie. (ALEERS; ASQUITH, 1981). Os sinais
clinicos observados incluem depresséao do sistemaste central, anorexia, perda de peso,
ictericia e hemorragias subcutaneas (GREENE; OEHMIES; ASQUITH; EDDS, 1980). A
necropsia evidenciou figado gordo e fragil, ringavieis e palidos, petéquias epi e
endocardiais, miocardio palido, enterites hemocagi hiperplasia de dutos biliares e edema
cerebral. A concentracdo de AF8m ragdes analisadas nestes episodios varioucda 240
ppb (partes por bilh&o, equivalente a pug/kg), entpugue a concentragéo foi de 6500 ppb de
AFB; no amendoim utilizado como matéria-prima (ANGSUB&@RN et al., 1981).

O aluminosilicato de célcio e sddio hidratado tdia afinidade pela aflatoxina e
podem adsorvé-la, reduzindo sua absorcdo do t@dtrogntestinal. Vitamina E e selénio
suplementares também tém sido usados com sucessasgmarcial.

A legislacao brasileira (MAPA, 1988) admite um nige contaminacdo maximo por
aflatoxinas totais equivalente a 50 ppb; validoapanalquer matéria prima a ser utilizada
diretamente ou como ingrediente em racdes dessraml@onsumo animal. Cerca de 1% da
AFB; ingerida na alimentacéo animal ira aparecer exdeenho leite na forma de ARMjue é
seu metabolito hidroxilado. Por conta disso, houme aumento expressivo de paises que
criaram regulamentagdo especifica para estas mina Porém as leis referem-se
especificamente aos ruminantes; sera que este NR&TENISMO NA0 ocorre, por exemplo,
com o leite de éguas que pode ser utilizado petgsgas que apresentam intolerancia a
lactose bovina? E neste caso, o limite aceito petaunidade européia € de cinco ppb na
alimentagcéo animal e correspondentemente 0,05 ppkite. Vale ressaltar que mesmo se
desconsiderarmos este fato, o limite estabelecela pomunidade européia para racdes
animais é de 20 ppb (GMP, 2008), menos da metadie Ipraticado em nosso pais.
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2.6- Fumonisinas

As micotoxicoses em equinos estdo relacionadasipalmente com a ingestdo de
racbes a base de milho contaminado por fumonisit@snas produzidas por fungos
pertencentes ao géndrasarium sendd-. verticillioideso maior produtor. Estas micotoxinas
foram descobertas recentemente, e ja foram idesdifis seis tipos sendo a FB mais
comum e mais toxica. Este grupo de toxinas € respveh por lesbes hepaticas e & EB
causadora da leucoencefalomalacia equina (LEME),

A LEME é uma doenca néo infecciosa esporadicaaenaltite fatal que afeta o sistema
nervoso central de cavalos e outros equideos.d3arit no inicio do século XX por Bucley;
McCallum (1901) e caracterizada por encefalite heaigica aguda acometendo os equinos de
Maryland (EUA). Butler (1902) foi quem confirmou ptimentalmente a doenca, apos a
administracdo oral de milho mofado a equinos. WilsMaranpot (1971) conseguiram
reproduzir experimentalmente a doenca através danadracdo oral & equinos de milho
contaminado artificialmente cof verticillioides,isolados de cereal envolvido com surto da
doenca no Egito.

No Brasil, a doenca foi descrita pela primeira @@z Sdo Paulo por Rego (1950),
entretanto a relacdo entre LEME e o fungo so6 ftabedecida por Riet-Correa et al. (1982)
quando da descricdo de trés surtos da toxicoseimdGRinde do Sul. Em 1988, apds a
descoberta das fumonisinas, realizada por Gelderlgbal. (1988), Marasas et al. (1988)
conseguiu reproduzir experimentalmente a LEME eiineqque recebeu 0,125mg/kg de
peso vivo (PV) de FBpurificada por via endovenosa durante nove diasgdotal: 276mg).
Os sinais clinicos da micotoxicose tornaram-se empas no 8 dia apds a inoculacdo e
consistiam de apatia, tremores musculares, padesikbio inferior e lingua, convulsées
tetanicas e morte. A necropsia, foram observademaderebral acentuado e necrose focal
bilateral da medula oblonga. As altera¢des bioqeambbservadas no soro sangiineo foram
pequena elevacdo das enzimas aspartato transf@x&39 e gama glutamil transferase
(GGT). A confirmacao do papel da FpBura na apresentacdo dos sintomas foi realizada po
Kellerman et al. (1990). Neste trabalho, os autorésziram LEME através da administracao
oral de FB a dois equinos, sendo que um deles recebe3tB6 de pureza) em 21 doses de
1,25mg a 4mg/kg /PV durante periodo de 33 diase(dotal de 8,925g) e o outro animal
recebeu 1 a 4mg/kg/PV de Fpura durante 24 dias (dose total de 8,417g). End4€ e o 30
dias apds a dosificacdo oral, os animais desemamivesinais neurotoxicos que incluiam
alteracbes no comportamento, incoordenacdo, paraligs labios e lingua e tremores
musculares. Apds a eutanasia, realizada no inici@mhrecimento dos sinais, os autores
observaram lesdes tipicas da doenca com a predemgrrose cavitaria ou amolecimento da
substancia branca de ambos hemisférios cerebrais.

Wilson et al. (1990) avaliaram a toxicidade vivo de alimentos de equinos
provenientes de diferentes haras, e semelhanteSSROal. (1991) detectaram niveis entre 1
ppm e 126 ppm de fumonisina Bm alimentos balanceados de equinos associados com
LEME. Vesonder; Haliburton; Golinsky (1989) assogm a LEME com a presenca Be
verticillioides em amostras de alimento balanceado, milho e asemaglhante aos resultados
obtidos por Sydenham et al. (1992) que relacionamaoontaminagdo de racbes por com
fumonisinas com surtos de micotoxicoses nos animais

Diversas micotoxinas déusariumpodem co-ocorrer em um ingrediente particular ou
em racOes comerciais. Em geral, combinacdes deasxdeste género resultam em efeitos
aditivos; interacdes de sinergismo e/ou potencefin e representam grande preocupagao
para a saude e produtividade dos animais domést{@MELLO; PLACINTA;
MACDONALD, 1999).
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Com relacdo aos limites maximos admissiveis pata eksse de micotoxinas,
podemos dizer que praticamente ndo ha regulamenésgiecifica, talvez justificada por sua
descoberta tardia. Em Junho de 2000, o FB#od and Drug Administratignestabelecia
como normativa o limite de cinco ppm de fumonisimasalimentacdo de equideos sem,
contudo, ultrapassar 20% do peso da dieta secterPosente, estudo realizado pélaod
and Agriculture Organization of the United Nationsostrava que apenas seis paises no
mundo inteiro ja haviam fixado seus valores lim{fe80, 2003), sendo: 4 paises = 1000 ppb
ou 1 ppm (equivalente a 1 pg/g); 1 pais = 2 pprh;pais = 3ppm. No Brasil ainda nao ha
legislacdo especifica apesar da importancia destagoxinas no cultivo do milho.

2.6.1. Modo de atuacéo das fumonisinas

O modo de atuacdo das fumonisinas ainda ndo étperémte conhecido, mas Wang
et al. (1991), propuseram que a;HBoderia intervir na biossintese de esfingolipidios
turnoverde esfingosina, pois existe uma similaridade destaa molécula de RBFigura 9).

A inibicdo de biossintese dos esfingolipidios pteteum profundo efeito sobre a célula, uma
vez que esses componentes tém papel importantstmdéuea da membrana, comunicacao
celular, interacdo intracelular e matriz celulagulacdo de fatores de crescimento, como
mensageiro de varios fatores, incluindo fator derase de tumor, interleucinae fator de
crescimento de nervos.

A inibicdo desta via metabdlica resulta na deplegaocomplexo esfingolipidio,
aumento intracelular da concentracdo de esfingdivirlg ou em menor grau de esfingosina
livre, e um aumento dos produtos de clavagem. @halmidas bases esfingbides é a causa
primaria da toxicidade das fumonisinas. A alteragdanetabolismo dos esfingolipidios pode
ser monitorada, ja que alguma esfinganina que aleunaucélula pode aparecer no sangue
periférico. Wang et al(1992) alimentaram péneis com dietas contendpgiyt de FB
durante 10 dias e observaram, no vigésimo dia duerarento, elevacdo no nivel de
esfinganina, cerca de 2,7 vezes. As elevacfesndavas sericas ocorreram somente apos 10
dias, indicando que os niveis de esfinganina engs$ina podem ser utilizados como
marcadores de exposi¢ao animal as fumonisinas.
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2.7- Outras micotoxinas de importancia para os euis
2.7.1 Ocratoxina A

As ocratoxinas sao produzidas por fungos dos gérieemicillium e Aspergillus,
principalmente poP. verrucosune A. ochraceusO P. verrucosung muito encontrado como
contaminante de cereais em regides de clima tewpensas também esta significativamente
presente em carnes refrigeradas nas regides sugbisoExistem sete tipos de ocratoxinas,
sendo as mais importantes as do tipo “A”, tipo &Xipo “C”. A ocratoxina A (OTA) € a mais
abundante e mais téxica deste grupo, podendo deescinimeros efeitos toxicos em aves
e mamiferos, como teratogénese, carcinogénese, ogsupressdao e principalmente
nefrotoxidade. A nefropatia micotoxica € uma doefatal, que clinicamente se apresenta
com falhas renais progressivas, acompanhada patiarfsupressao da hematopoiese), sem
hipertenséo e depresséo. Morfologicamente causi@aatios tibulos proximais renais, fibrose
cortical, assim sendo, pelo impedimento da fungfmulér, ocasiona-se oligaria. Com a
ingestdo continuada, podem surgir neoplasias o trenario, como tumores bilaterais,
pélvicos ou uretrais, de progressdo lenta, e mgax renais; além dos efeitos
Imunossupressor sobre o timo, bago e linfonodobrietoxidade e teratogenia.

2.7.2 Citrinina

E uma importante micotoxina nefrotoxica para o hmnbovinos, eqiinos, cies, e
principalmente para suinos e aves. E produzidaegpécies dos génerdspergillus e
Penicillium, destacando-se entre esteé. miveusA. terreusP. citrinum P.verrucossuneP.
viridicatum Fungos citrinogénicos tém sido isolados de amemdarroz, aveia, centeio,
cevada, milho, trigo e ragdo. A citrinina, assimmooa OTA, esta relacionada com a
ocorréncia da nefropatia micotdxica na ingestaocei®ais mofados, a qual foi também
diagnosticada no Brasil, em animais que se alimanmtacom cevada fermentada de
cervejaria. Esta micotoxicose caracteriza-se podsearater cronico com baixa mortalidade,
causando lesbes de carater hemorragico, alteragbEsis, necrose hepatica e renal, com
fibrose intersticial, e cardiotoxidade. Tanto nasas de intoxicagdo por ocratoxinas quanto
por citrinina, 0 uso de carvao ativado reduz a @idsodestas em nivel gastrointestinal, mas
usualmente ndo € préatico para os casos de expasigéica. Devido ao fato dos animais
sobreviventes ou convalescentes sofrerem de imsuia renal cronica, a ingestdo de
proteinas deve ser limitada, além de ser necessdritrtatamento de apoio adequado, o que
implica em gastos e queda de performance.

2.7.3 Eslaframina

E um alcaldide indolizidinico, produzida pelo funBbizoctonia leguminicolaue
infesta o trevo vermelho e, ocasionalmente, olégsminosas. Tem sua produgéo favorecida
no frio e com tempo Umido, especialmente durantpedodo de recrescimento das
forrageiras. Apresenta propriedades parassimpatéticas e imita a acdo da acetilcolina,
ligando-se aos seus receptores. Os equinos sadoeal& susceptiveis e 0s sinais clinicos
desenvolvem-se rapidamente, muitas vezes dentte3deoras apés o consumo de forrageiras
contaminadas. Salivacdo profusa € uma respostéceaclicaracteristica, sendo também
observados lacrimejamento moderado, micgcdo freqiediarréia, timpanismo, rigidez e
interrupcdo da producdo de leite. A atropina pceteusada no tratamento sintomatico da
salivacdo e diarréia, e sdo necessarios observac@aidados de apoio geral para a
desidratacédo e a dificuldade respiratoria.
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2.7.4 Toxinas tremorgénicas

Tremdérgenos sdo um grupo de toxinas produzidasdiferentes fungos: o fungo
endofitico Acremonium lolii que produz o lolitremo B e comumente infecta evam,
produzindo o quadro conhecido como cambaleio pevém. OClaviceps paspak um ergot
de cor palida, globdide e rugoso que produz pdspaio A e B, paspalanina e acido lisérgico
e parasita o paspalur®. crustosumP. cyclopium P. palitan e P. puberulumproduzem
penitrem A. Estas micotoxinas sdo caracterizadasip@ molécula de indol, que é parte de
uma estrutura anelar complexa que inclui o acisérdiico. Os derivados do acido lisérgico
estdo associados com a reducdo da concentracda fungho dos aminoacidos inibitorios
(GABA e (glicina), podendo ocorrer aumento da ligdma de neurotransmissores e
despolarizacdo prolongada, e facilitacdo da traseAni sinaptica no final da placa motora.
Um segundo mecanismo potencial é a vasoconstrigiovasos cerebrais o que pode levar a
anoxia cerebral. Os efeitos observados incluemdresleves de cabeca e pescoco, rigidez,
ataxia, hipermetria, opistétonos e convulsées. Adganimais podem tornar-se hostis ferindo-
se a si proprios ou a outros. A morbidade é tiparamalta, mas a mortaliade € baixa. Carvao
vegetal ativado e catarticos salinos sao Uteis paescontaminacao por via oral. Medicagfes
gue aumentam a concentracdo de glicina (p.ex. mesfen e nalorfina) no sistema nervoso
central podem reduzir os efeitos dessas micotoxinas

2.7.5 Tricotecenos

Dentre estas substancias, ressaltamos a T-2 toxifl¥D)N, o DAS e o nivalenol,
importantes por estarem relacionadas com diveratsogias animais. Os sintomas mais
comuns relacionados com este tipo de intoxicacghem perda de peso e redugcao na
conversao alimentar, émese, recusa de alimentnsgidi sanguinolenta, hemorragias, aborto,
distarbios nervosos, além de inibirem a sintes@ai@o nucléico e proteina. Também sao
facilmente absorvidos pela pele, podendo caus#adgéo local, inflamagédo, descamacéao,
hemorragia subepitelial e necrose.

2.7.6 Zearalenona

A zearalenona (ZEA) ou toxina F-2 é produzida ppaltnente por~. roseume F.
graminearum e apresenta atividade estrogénica quando conauraithvés de racdo
contaminada, em particular nos periodos frios, drédescilacdo de temperatura. Seus efeitos
estrogénicos sdo claramente observados nos syio@ssao mais susceptiveis, sendo 0s
efeitos mais pronunciados nas fémeas. Representalillisamente nas fémeas por
infertilidade, falso cio, diminuicdo da ovulacadetds poucos desenvolvidos, tumefagcao
vulvar, aumento e prolapso do Utero e reto e awnéas glandulas mamarias nas fémeas
imaturas. Nos machos, apresentam-se atrofia tistianfertilidade e aumento das glandulas
mamarias. O carvao ativado liga-se a ZEA no trasirgintestinal e ajuda a prevenir o ciclo
éntero-hepético. A adicdo da argila bentonita eatadi contaminadas € considerada atil no
controle dos efeitos toxicos.
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2.7.7 Rubratoxinas

Certas espécies do génerenicillium em especialPenicillium rubrum séo
importantes por produzirem rubratoxinas, as quasdem potencializar as acdes das
aflatoxinas. Uma exposicao crénica as rubratoxpraduz extensos danos nos tecidos vivos
que consiste basicamente de necrose hemorragica.

2.8- Métodos de deteccao das micotoxinas

O TLC é um dos métodos mais antigos e continua atdigado como método oficial
de andlise para algumas micotoxinas (SCOTT, 1980)econdmica, rapida e pratica
especialmente quando se necessita analisar moiastras, havendo a possibilidade de fazer
uma deteccdo multitoxinas. O inconveniente destaid@ €, muitas vezes, o seu limite de
deteccdo; ndo conseguindo demonstrar niveis mait@$ de toxinas. Vem sendo utilizada
como método de triagem.

O HPLC é o método mais frequente e amplamenteaditi, sendo inclusive adotado
como método oficial para analise de varias mico@axi(TRUCKSESS, 2006). E uma técnica
cara e demorada especialmente na analise de wfidagxinas, que devem ser quantificadas
em separado; as concentracdes minimas detectémejemal sdo bem baixas; o sistema de
quantificacdo com detector de fluorescéncia prapoecresultados mais exatos e com menor
variabilidade.

Os meétodos imunologicos tém sido largamente utibzadevido a sua sensibilidade,
especificidade, rapidez, simplicidade e baixo cus&ttlizam anticorpos especificos para
isolar e/ou detectar as micotoxinas nos alimemidsase destes métodos € a interacédo entre
antigenos (toxinas fungicas) e anticorpos espesifiproduzidos num organismo animal,
geralmente o coelho, pelos linfécitos B. Entre oétados imunolégicos utilizados na
dosagem das micotoxinas os mais comuns sdo o Eldfyado como método oficial da
AOAC (Association of Official Analytical Chemi¥tsara triagem de aflatoxinas, RlAadio-
imuno-assaye IAC. As duas técnicas, RIA e ELISA, sdo bassadacompeticdo de ligacao
entre a toxina ndo marcada proveniente da amostraarcada sobre os locais especificos do
anticorpo; a IAC € uma técnica cromatografica bdaediretamente na ligacdo antigeno
(toxina) com o anticorpo fixado numa coluna.

Os inferiores limites de deteccdo que se conseguamo ELISA em detrimento do
RIA, e a complexidade do equipamento indispensdae a aplicacdo do método RIA, para
além do inconveniente que envolve o trabalho conemah radioativo, levou a utilizacdo do
ELISA e IAC, até porque existekits de aplicagdo que permitem a sua utilizacao rapala
uma pessoa ndo especializada em técnicas imunasdgdiclAC, em que as colunas contém
anticorpos seletivos imobilizados, tornou-se umati@tmuito valido pois "com as colunas de
imunoafinidade o procedimento para o pré-tratamdatamostra total € reduzido a uma Unica
extracdo em fase solida" (MORTIMER et al., 1987).
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2.9- Estudos preliminares

Estudos prévios permitiram aportar os primeirosodagbbre a frequéncia de toxinas e
de fungos toxigenos em alimentos destinados aaiocansle equinos nas cidades do Rio de
Janeiro e de Seropédica (KELLER et al., 2007). @sras observaram que a maioria dos
alimentos avaliados apresentou valores de contadpegarga fingica superiores aos limites
recomendados (GMP, 2008). O gén&spergillusfoi o mais frequente, tendo A. flavus
como espécie predominante. Os niveis de contantnam@AFB, estiveram entre 0,01 e 99,4
ug/g, e para FBos valores foram desde 0,01 até 7,49 mg/g.

Ao buscarmos na literatura mundial estudos sinslareste proposto nos deparamos
com uma enorme lacuna; as investigacoes realizzgjgecificamente na espécie equina sao
muito antigas, a maioria das vezes através dedéfeexperimental. Os dados mais recentes
referem-se a avaliacdo de surtos esporadicos, @radienento suspeito era entdo analisado.
Reveste, portanto de grande importancia o monitendéonmicotoxicolégico rotineiro, para
que possa ser feita uma avaliacdo de risco e agsienir o surgimento da doenca.
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3- MATERIAL E METODOS
3.1 Amostragem

Um total de 60 amostras representativas de alosefarnecidos a eqiinos foram
coletadas de diferentes estabelecimentos hipiccalizados nas cidades do Rio de Janeiro e
Seropédica, escolhidos por conveniéncia de fadiéigera obtencédo das amostras. O periodo
total de coletas foi compreendido entre Junho @3 20Junho de 2006.

Dentre as amostras coletadas temos: alimentosdeados completos dos principais
fabricantes e marcas comerciais a disposicdo naauernacional brasileiro; alimentos
balanceados completos fabricados no proprio esteibento (“racdo batida”); e amostras de
aveia laminada achatada que pode ser utilizada cmica fonte de carboidratos da dieta ou
como suplemento em programas nutricionais pardasde alta performance.

Quanto aos estabelecimentos hipicos, buscou-sebamgtodos os segmentos do
agronegocio equestre, dessa forma temos repretentdm cavalo militar (Policia Militar e
Exército), do cavalo de trabalho (de lida com oogladvino) e do cavalo de esporte/lazer em
todos os seus niveis, desde o cavalo submetidividaae fisica leve, até o cavalo de alta
performance (Grande Prémio).

A partir das amostras primarias (40kg), foram ealas sub-amostras (1kg) das
porcdes superior, intermédia e inferior das emlesagnde o alimento estava armazenado.
Estas sub-amostras foram homogeneizadas e quatgamla obter-se uma amostra
representativa de 1kg (amostra de laboratorio).mfosdra de laboratério foi inteiramente
triturada, homogeneizada e quarteada para obtduse sub-amostras de analise (prova e
contra-prova), as quais foram armazenadas a 4%Cs#e uso.

3.2 Determinagéo da micoflora

A enumeragao quantitativa de fungos filamentosos wemdades formadoras de
col6nias por grama de alimento (UFC)doi realizada segundo metodologia de diluicao
decimal seriada em placas descrita por Pitt; Hockl®97), conforme a seguir: agitou-se em
liquidificador, em copo estéril, 10 gramas da am@osim 90 mL de agua destilada. Este
diluente foi escolhido por ser deletério para asderas, ja que o objetivo neste trabalho era
o de recuperar a micobiota fungica filamentosasidsstratos (ICMSF, 1986). A partir desta
diluicdo inicial (10" prepararam-se diluicbes decimais seriadas afé [b®culou-se (em
triplicata) aliquotas de 0,1 ml de cada uma dasigdies em trés meios de cultivo: agar
dicloran rosa de bengala cloranfenicol (DRBC) (RIHOCKING, 1997); agar dicloran
glicerol a 18% (DG18) (HOCKING; PITT, 1980) e o MaSnyder agar (NSA) (NELSON;
TOUSSOUN; MARASAS, 1983). As placas foram incubada®5° C por cinco a sete dias
em estufas microbiologicas com controle eletrérdeotemperatura. Todas as placas foram
observadas diariamente, selecionando-se para eagéiweaquelas que continham em torno
de 10 a 100 UFCY
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Figura 10- Esquema de diluicdo de amostra e contagepadréo de unidades formadoras
de colénias (UFC §).

3.3 Isolamento e identificacéo fungica

A identificacdo, em nivel de género, de todas aén@s consideradas como
diferentes foi realizada segundo Samson et al.0)20fe acordo com suas caracteristicas
macro e microscopicas. As colénias fungicas idieatiias comaAspergilluse Penicillium
foram subcultivadas em tubos inclinados de agaa&xtle malte (MEA) e as dausarium
utilizaram agar V-8 (V8) para a posterior identifféo em espécies.

As cepas de fungos isoladas foram entdo identdgadgundo as chaves taxonGmicas
apropriadas de cada grupo particular: Klich (2q@a o génerdspergillus Pitt (1988) para
0 génerdPenicillium e Nelson; Toussoun; Marasas (1983), com modifescpara espécies
pertencentes ao géndfasarium

A classificagdo déspergillusspp. foi baseada na semeadura padrao em trés meios
basicos (Figura 11): agar Czapek extrato de lewe(ivA); agar Czapek extrato de levedura
sacarose a 20% (CY20S) e agar extrato de malte ME# preparada uma suspensao de
conidios a partir de cada cepa, em 0,5 mL de mgao semi-soélido (0,2% de agar-agar e
0,05% de Tween 84 | distribuido em tubos microtubos, esterilizados gutoclavacéo a
120°C por 15 minutos). A seguir, introduziu-se uaiga de platina em forma de agulha na
suspensao de conidios inoculando-a nos meios tieocul
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Figura 11- Esquema de inoculacdo e incubacdo daspes do géneroAspergillus nos
meios CYA, MEA e CY20S em duas condi¢des de tempéureas.

A chave proposta parBenicillium spp. foi baseada na semeadura em trés meios
basicos como: CYA; MEA e G25N (Figura 12); para anaficiéncia e aproveitamento do
sistema, certas placas de Petri foram inoculadasdias cepas diferentes a serem testadas
(PITT, 1988); a preparacao do indculo e inoculag@® meios de cultivo foi igual a utilizada

paraAspergillusspp.
- .

Figura 12- Esquema de inoculacdo e incubagao dasatucepas do génerfenicillium a
serem identificadas nos meios CYA, MEA e G25N emés regimes de temperatura (5, 25

e 37° C).
Fonte: PITT (1988).

As colbnias deFusariumspp. foram semeadas para cultivo monospérico reesm
agar folhas de bananeira (BLA), modificando a metimgia original que utiliza o meio agar
folhas de cravo (CLA) e no meio agar batata degt{(@®DA), em tubo inclinado. As colbnias
foram incubadas por 7 dias a 24°C obedecendo fotmfmede 12 horas de luz branca e 12
horas de luz negra (Figura 13). O cultivo monogmorconsiste em recolher pequena
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quantidade de micélio da col6nia subcultivada gdgiem tubo com cerca de 10 mL de agua
destilada estéril. O conteudo € entdo vertido sqidaea contendo agar 4gua a 2% e
homogeneizado em movimentos em forma de “8” sobreamcada. O sobrenadante é
descartado e a placa é incubada a temperaturargminelinada em angulo aproximado de
45°, Apoés periodo aproximado de 12 horas, as pls@asexaminadas através de lupa em
busca de conidios germinados isolados. Um Unicddumrpor vez é entdo recortado e
transferido para os meios indicados.

Colbnia crescida em NSA

7

Subcultivo em meio V8

Incubagéo: *
7 dias a 24°C
luz branca 12h Cultivo Monospérico
luz negra 12h
74 A"
BLA PDA
v

Classificacéo

Figura 13- Esquema de incubacéo das cepas do générgarium nos diferentes meios de
cultivo até sua identificacao final.

3.4 Caracterizacao do perfil toxigeno das espésetadas

As espécies pertencentes as secdes Flavi e NigrédercAspergilluse cepas d@.
citrinum isoladas foram analisadas quanto a capacidadgettipor cultivo em agar leite de
coco (CAM), em placas de Petri de 90mm (LIN; DIANES976). Posteriormente, as placas
foram incubadas a temperatura de 25°C por seteABgsacas foram examinadas no sexto e
sétimo dias em Cromatovisor Prodi&ilequipado com lampada de radiacéo ultravioleta de
30 watts com comprimento de onda de 365 nm, ondfcoei-se a presenca ou ndo de halo
de fluorescéncia no meio.

ApoOs a verificacdo de fluorescéncia, todas as plaeato as de colb6nias positivas
como as negativas, tiveram seu conteudo completamaspado e triturado em gral e pistilo
juntamente com 30 mL de cloroformio para a extragadoxina. O macerado foi filtrado
obtendo-se o extrato cloroférmico que a seguir doncentrado, a um volume final de
aproximadamente 2 mL, em rotavapor acoplado corhdamaria a 40°C. Os extratos foram
testados qualitativamente através de TLC paramoa@do dos resultados obtidos por CAM.

Foram empregadas placas de 20x20 cm de silicaOgebh 0,2 mm de espessura.
Estas placas foram previamente ativadas por 60tosnem temperatura de 130°C. Foram
aplicados 5 pL de cada extrato e dos padrbes entogoequidistantes. Apos o
desenvolvimento por 50 minutos em cromatotanquéra@dd, a cromatoplaca foi observada
em cromatovisor sob radiacdo UV @e365nm, para evidenciacdo das manchas fluorescentes
caracteristicas.
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3.5 Deteccao e quantificacdo de ArB FB; por ELISA

Foram utilizadoskits comerciais desenvolvidos e produzidos gt@con Analytical
Systems Inc(Portland, Maine — EUA). Qit Beacon em placa utiliza o0 método de ELISA
competitivo indireto para analise quantitativa nasotoxinas.

A toxina foi extraida da amostra agitando-a comamat e agua, conforme as
instrucdes do fabricante para cada tipo de micoloBEACON, 2008a,b). O extrato obtido
foi filtrado e depois testado através do imunoens@i conjugado micotoxina-HRP-enzima
foi pipetado nos pocos, seguido dos calibradoresexdtatos de amostras. Em seguida,
pipetou-se a solucdo de anticorpo anti-micotoxia@ pniciar a reacdo. Durante um periodo
de incubacao de 10 minutos a toxina na amostra e@ngom o conjugado micotoxina-HRP-
enzima por um numero limitado de anticorpos antiFi@ que por sua vez se ligardo aos
anticorpos secundarios que estdo imobilizados tavian dos pocos. Passado o periodo de
incubagédo, o contetdo dos pocgos foi descartadongesmos foram lavados para remocéo de
qualquer conjugado ou toxina que ndo tenha se digaml anticorpo. Um substrato foi
adicionado nos pocos e qualquer conjugado micaediRP-enzima ligado aos anticorpos
converteu a solucdo a cor azul. Seguindo uma inébae 10 minutos, a reacao foi
interrompida e a intensidade da cor de cada padm$o As amostras de cores desconhecidas
foram comparadas com as cores dos calibradore®ecantracao de toxina das amostras foi
obtida.

Resultados semiquantitativos foram obtidos por Empomparacéo das absorvancias
das amostras com a dos calibradores. Amostrasrcintres mais claras que um poco de
calibrador tiveram uma concentracdo de toxina magige a do calibrador. Amostras que
contiveram cores mais escuras tiveram uma cong&atranenor que a do calibrador. Uma
interpretacdo quantitativa requereu um grafico alasorvancias dos calibradores (eixo X)
vezes o logaritmo da concentracdo dos mesmos {gixoma linha reta foi tracada atraves
dos pontos dos calibradores e as absorvanciasnilastras foram inseridas nesta linha. O
ponto correspondente do eixo Y foi a concentragéandostra em questao.

Os calibradores (padrbes) de ARRilizados ndkit corresponderam a 0, 2, 8, 20 e 80
ua/L (ppb), e para FBforam 0, 0,3, 1, 3 e 6 pg/mL (ppm).

3.6 Deteccao e quantificacdo de Arpor HPLC

Utilizou-se a metodologia de extracdo de micotaxip@posta por Soares; Rodriguez-
Amaya (1989). O extrato cloroférmico obtido foi peaado até secura, sendo acondicionado
em frasco ambar, e armazenado em freezer atéadagurificacao.

Para purificacdo dos extratos foram utilizadosicas de imunoafinidade (Figura 14)
desenvolvidas e produzidas p#&aacon Analytical Systems In®ortland, Maine — EUA)
(BEACON, 2008c). O extratos secos foram ressusgesdem 1 mL de cloroférmio e seu
volume foi totalmente passado pelas colunas emtaraade 1 gota por segundo. A seguir, as
colunas foram lavadas com 2 mL de agua e eluidaslamlL de metanol. O extrato eluido foi
recolhido e acondicionado em novo frasco para iatadiente ser submetido a HPLC.
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Acondicionamento Retenciio Eligao
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Figura 14 — Principio de purificacdo das colunas dienunoafinidade.
Fonte: AMADO (2008).

Foi utilizado cromatégrafo liquido de alta eficiendWaters Associat@s Inc.,
Miliford, M.A. - EUA) equipado com uma bomba Waténsodelo 510) de sistema isocréatico,
injetor Rheodyne (Rheody®e Cotati, California — EUA) comoop de 20 pL, detector
Merck-Hitachi UV-VIS L-4250 ajustado para comprin@me onda de 350 nm e integrador
Merck Hitachi D-2500. As separac¢fes foram deseldasvem coluna de silica (VARIAM™,
Wallnut Crek, CA — EUA) de 150 x 4,6 mm i.d., detpaula com 51 de diametro. O padréo
de AFB (Sigma Co, St. Louis - EUA), foi calibrado segunalanetodologia descrita no
manual de métodos oficiais de analisesA@AC (1990). Depois de diluido e quantificado
(10,4 pg mrY) por espectrofotémetro Shimadzu mod. 2001 (Shim&kz®, Kyoto, Japao),

0 padrao foi armazenado em frasco ambar e mantidfvezzer a —18°C. A fase movel para
HPLC em fase normal foi acetato de etila: n-hex@@,5 - v/v), com fluxo de 1,5 mL/min.
Foram feitas diluicbes seriadas do padrédo e andisgomatografo liquido de alta eficiéncia
para se obter a curva de calibracdo, de onde ferdrmaidos os limites de deteccédo e de
quantificacao da técnica.

3.7 Andlises estatisticas

As analises dos dados foram realizadas por arddis@riancia (ANOVA). Todos os
dados foram transformados usando a funcéo logasgtinglO (x + 1) antes da ANOVA. O
teste de Duncan foi utilizado na comparacao dossidd enumeracéao fungica nos diferentes
meios de cultivo, e o teste LSD de Fisher foi coksdo para a comparagdo dos dados de
quantificacdo das micotoxinas. As analises forammdamidas usando o0 programa
computacional PROC GLM em SAS (SAS Institute, CAI§).
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1- Contaminagéo fangica
A carga fungica contaminante feita através da eragée dos propagulos fungicos e

expressa por unidades formadoras de colénia panagte amostra analisada (UFC) gsta
apresentada na tabela 4.

Tabela 4- Contagem total dos fungos filamentososoiados de alimentos fornecidos a
equinos.

Contagem de propagulos fingicos (UFCH *°

Alimentos

Meios de Cultivo

DRBC

DG18

NSA

_ 1,3x10+1,3x10°
Aveia achatada

(1,0 x 1da 4,8 x 19)

, 6,7x10+1,1x16°

Racao batida

(4,0 x 1da 3,0 x 16)

Racdes esforcos 9,3 x 10+ 3,2 x 16°
Leves (NDa 1,7 x 16)

Racdes esforcos 1,1 x 16+ 1,9 x 16°
moderados (NDa 6,0 x 16)

Racoes esforcos 1,3 x 1§+ 2,9 x 16°

intensos (NDa 1,0 x 16)

15x10+1,5x%x 10°
(4,0 x 1da 3,8 x 16)

74x10+32x 1%
(3,0x 1da 1,0 x 19)

1,7x16+7,1x 16"
(NDa 3,8 x 16)

38x16+6,0x 1G°¢
(NDa 2,2 x 16)

23x16+58x 1G6°¢
(NDa 2,0 x 16)

78x10+7,8x 102
(1,0 x 1da 2,0 x 18)

36x16+36x16?2
(NDa 8,0 x 16)

8,6 x 10+2,5x1d°
(NDa 1,0 x 18)

48x16+8,2x 1G°
(NDa 3,0 x 16)

3,0x10+8,9x 16°
(NDa 3,0 x 16)

"~ valores das médias + desvio padréo.
B intervalo dos valores maximos e minimos.

ND n&o detectado. Limite de deteccéo da técnicaUET g*.

#médias com mesma letra nas colunas sdo equivaleletesordo com o teste de Duncan: DRBC e NSA (P =
0,0001), DG18 (P < 0,001).

O meio DRBC utilizado para contagem geral € o qathar expressa a qualidade
higiénica dos alimentos, pois permite que a midabgyesente no alimento tenha condi¢gbes
ideais de crescimento. Assim, os resultados mostjaenas maiores contaminacdes foram
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apresentadas por amostras de aveia laminada e batida, e as menores, pelas de racoes
comerciais. A sigla GMP refere-se a uma coletaneaetomendacdes de boas praticas
fabricacdo, de modo a padronizar os produtos dwr skt alimentacdo animal quanto aos
teores maximos permitidos para diversos contamasar® limite maximo para assegurar a
qualidade higiénica dos produtos é de 1,0 $UBC g* (GMP, 2008) e na tabela 5 estdo
apresentados 0s percentuais de amostras acimavdkste

Tabela 5- Percentual de amostras contaminadas acing®s limites recomendados.

Alimentos DRBC DG18 NSA

Aveia achatada 80 % 100 % 80 %

Racgé&o batida 100 % 100 % 80 %

Racdes esforcos leves 26 % 33 % 11%
Racdes esforgcos moderados 0 15 % 0

Racoes esforcos intensos 0 10 % 10 %

O meio DG18 é seletivo para fungos xerofilicos, sgja, aqueles que suportam
crescimento em baixas,.aPercebemos que todas as amostras de aveia e€ate batida
apresentaram altas contagens neste meio, 0 quétwions alto potencial de risco, ja que
neste grupo estdo incluidos dois dos principaisem@dn toxigenos, comdéspergillus e
Penicillium Isso indica que, quando o fungo encontrar cordi@mnbientais adequadas, ele
podera proliferar e produzir toxinas e isso € commas casos de armazenagem imprépria em
lugares quentes e umidos.

O meio NSA é seletivo para fungos do génEusarium Trata-se de um fungo
fitopatdogeno, que em geral infecta os cereais anodeampo. Diversos tratamentos quimicos
e fisicos (tais como extrusdo e peletizacdo) sfimastos no processamento de ra¢des, com o
objetivo de incrementar a eficiéncia de sua utifimg aproveitando melhor o potencial do
animal. Estes processos melhoram a eficiéncia atemalevido & combinacdo da umidade,
calor e pressdo, que gelatinizam ou rompem a wvsirulas particulas dos alimentos,
melhorando assim a utilizagao dos nutrientes.

A maioria dos autores concorda que a peletizacadundi a carga bacteriana e
microbiana das ragfes, evitando a deterioracdondogentes e transmissdo de patdgenos.
Estudo realizado em 1995 (GIMENO, 2008), avaliandw racao para leitbes peletizada a
100°C com uma pressdo de 1 a 2 kg/aoncluiram que o processo empregado pode reduzir
a carga bacteriana inicial ao redor de 6 vezes 2@mwezes a carga maxima em relacao a
racao farelada. A peletizacdo a 100°C elimina @qmrga de coliformes na ragédo e pode
reduzir a carga inicial de proteoliticos em maiseti® vezes. Os fungos podem ser reduzidos
em 15 vezes sua carga inicial e em sete vezesasga maxima na racao peletizada. Estes
dados comprovam 0s nossos resultados onde foivalogediferenca significativa entre as
contagens dos alimentos comerciais para 0s naorc@iseem todos 0s meio de cultivo. Nao
foi observada diferenca significativa entre os ahibos ndo-comerciais e as amostras de
racOes esforcos leves no meio de cultivo DG18; [gsde ser em parte explicado pela
qualidade das matérias-primas utilizadas nested#gpformulacéo; muitas industrias utilizam
neste segmento de racdes graos de cereais querdpresalgum tipo de dano, pois estes sao
adquiridos por um preco mais barato; e deixam p#liaar aqueles graos perfeitos e intactos
para as formulacdes mais caras.

Ressalta-se ainda o fato de que as micotoxinaglngemte apresentam grande
estabilidade quimica, o que permite a sua persistdro alimento, mesmo ap0s a remocao
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dos fungos pelos processos de industrializacdao@gpecto importante da acdo dos fungos
€ 0 impacto sobre o valor nutricional das matépi@mas utilizadas na elaboracdo de racoes,
causando empobrecimento energético dos @IdELKOWSKY, 1991).

4.2- Determinacao da micobiota

Foram isoladas 293 cepas fungicas pertencentess @éneros filamentosos, além da
ordem Mucorales, conforme figura 15. Os fungosgirserosAspergilluse seus teleomorfos
(43%), Penicillium e seus teleomorfos (26%esarium(11%) foram os mais frequentes na
micoflora isolada. Estes géneros englobam a graraderia das espécies citadas na literatura
como produtoras de micotoxinas.
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Figura 15- Frequéncia (%) de géneros fungicos isalas dos alimentos destinados a
equinos.

Devido a escassez de dados na literatura sobraliagio micotoxicologica de racdes
destinadas ao consumo equino, iremos relacionaressido com investigagdes realizadas em
diferentes matérias primas e com racdes termindelasitras espécies animais, onde o milho
seja ingrediente basico na dieta. Assim, Rosal.e{2806) e Oliveira et al. (2006)
encontraram resultados similares aos nossos questlmaram a micobiota toxigena de
produtos vegetais e racdes destinadas a alimentacfiangos de corte em quatro fabricas de
racdes do Estado do Rio de Janeiro. Estes autbsesvaram que o génefspergillus foi o
mais frequente (41%), seguido peenicillium sp. (40%) eFusariumsp. (15 %), dentre
outros.

Também foram similares aos nossos, 0s estudos a@tamamento micolégico
realizados na Argentina em amostras de racOednpaigos de corte, as quais foram coletadas
durante dois anos de diferentes fabricas. Estakéanmemonstraram a presenca destes trés
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géneros toxigenos como 0s mais frequentes; alémo,diforam isoladas em menor
porcentagem, espécies dos généHaslosporium(Prancha 1) élternaria (Prancha 2), entre
outros (DALCERO et al. 1997, 1998; MAGNOLI et al0@®). Os génerogspergillus
Penicillium e Fusariumtambém foram reportados como 0s mais ocorrenteamsostras de
racdes para suinos e coelhos daquele pais (MAGNO4Il 2005, GONZALEZ- PEREYRA
et al. 2008). Na Argentina, as raclfes peletizadas flhngos e suinos contém
aproximadamente 60% de milho. E nas racdes pathospe milho € substituido por alfafa,
aveia e cevada, de acordo com a disponibilidadem@@ado. Estas amostras aproximam-se
muito, portanto, dos ingredientes utilizados endeagara equinos.

Neste estudo, treze espécies Asepergillus foram identificadas nas amostras
analisadas, além do estado teleomorkcwotiumsp., conforme figura 16 e pranchas 3 a 11.
O A. nigerfoi a espécie mais freqiiente (27%), seguido Pelflavus(25%), que é citado
como potencial produtor de ArfB: AFB,. Outro fungo de importancia isolado foiA
ochraceus que juntamente com @. niger sdo citados na literatura como potenciais
produtores de OTA em paises de climas tropical @rgpical (ABARCA et al., 2001;
MAGNOLI et al., 2007).

O estudo anteriormente citado com racfes para suinoArgentina encontroA.
flavus A. nigere A. parasiticuscomo os mais isolados, com frequiéncias de isolanmnaté
14%, 8% e 6%, respectivamente. Fraga et al. (280al)saram amostras de milho e de racdes
para os diferentes estagios de criacdo de frangaode no Estado do Rio de Jane#o.
flavus A. candiduse espécies deurotiumforam as mais observadas nas amostras de milho e
racdo inicial. Ja nas amostras de racao de terdonag mais freqlentes foram novamente
flavus, espécies d&urotiume A. niger, além deA. sydowiie A. versicolor Percebemos que
todos os fungos citados foram isolados em difeseptgcentagens no nosso trabalho, com
excecdo deA. parasiticus o qual sO esteve presente nos trabalhos argentiato este
interessante ja que a ecofisiologia Ae flavus e A. parasiticusé muito similar (PITT;
HOCKING, 1997).
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Figura 16- Densidade relativa (%) de espécies despergillusem alimentos destinados
a equinos.
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Quanto ao géner@enicillium, treze espécies foram identificadas neste estlém, de
uma cepa do géneEupenicillium sua forma teleomoérfica, conforme figura 17 e phas 12
a 18.P. corylophilumfoi a espécie mais frequente (19%), seguidoRdellutanum(14%).
Em geral, grande variedade de espécies deste gé@ersido isoladas de diferentes racdes
para animais (ROSA et al. 2006; MAGNOLI et al., BDOEspécies biverticiladas e
terverticiladas pertencentes aos subgénewosatum Biverticillium e Penicillium sao as mais
freqUentes. As espécidad. funiculosum, P. citrinum, P. simplicissimum, ddmmune, P.
brevicompactune P. raistrickii sdo potenciais produtoras de metabdlitos secuwslixicos,
como: patulina, citrinina, acidos penicilico, ciazénico e micofendlico, além de toxinas
tremorgénicas, respectivamente (PITT; HOCKING, 1987presenca destas cepas em racoes
animais implica em elevado risco, pois a maiorist&e compostos ja tiveram sua toxicidade
demonstrada em experimentos com animais (LACEYQ1L99
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Figura 17- Densidade relativa (%) de espécies deenicillium em alimentos destinados
a equinos.

A Unica espécie deusariumisolada foiF. verticillioides(100%).Fusarium verticillioides, F.
proliferatum e F. subglutinanssdo as espécies mais comumente associadas com a
contaminagdo do milho e seus produtos derivagosgerticillioidesesta associado a doencas
gue ocorrem em todos os estagios de desenvolvindentaltivo de milho, infectando raizes,
caules e graos. Este fungo néo s6 é o mais comtéggred do milho, mas esta também entre
os fungos mais encontrados em plantas assintormafida € quase que um companheiro
constante do cultivo de milho e suas sementes (MUJDIKD; DESJARDINS, 1997).
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4.3- Perfil toxigeno: habilidade como produtor

Dentre as cepas dBenicillium citrinum isoladas, todas revelaram fluorescéncia
amarelada e foram capazes de produzir citrininadpu&ultivadas em CAM e confirmadas
por TLC. Quanto as cepas de niger, 30% se mostraram fluorescentes, de coloracéo
esverdeada e foram ocratoxigenas (OTA), enquant 2f% das cepas da. flavus
produziram uma fluorescéncia azulada (Prancha i®@pen aflatoxigenas (ARBe AFB,).

A presenca de espécies aflatoxigenas e ochrat@dgevidencia a necessidade de
serem aprofundadas as pesquisas; seria importamieino estudo na tentativa de quantificar
OTA e citrinina, jA que encontram-se presentes sepadutoras. Percebe-se que a
determinacdo da micoflora é de grande importanmigye pode prover informacdes sobre as
micotoxinas que potencialmente estariam presemtesnostra.

4.4- Analises micotoxicolbgicas
4.4.1- Fumonisina B

A analise por ELISA indicou contaminacao por; en cerca de 75% das amostras; na
figura 18 podemos verificar o nivel de contaminagéocada tipo de alimento e na tabela 6
observamos as médias obtidas. Vale ressaltar q0& Ifas amostras de racdo batidas
apresentaram contaminagcdo e nos niveis mais ekev&ado obtido um bom coeficiente de
determinacao paraldt, R°=0,98, conforme figura 19.

Fusarium verticillioidese F. proliferatum séo os dois principais produtores de FBs.
Estas duas espécies sdo as de maior importancecamhecidas por infectarem com
frequéncia cultivos de milho em todo o mundo (MARSSet al, 1984; ROSS et al, 1990;
NELSON, 1992). Isso explica em parte porque asi@astde aveia ndo exibem niveis altos,
as quais em geral, conforme citacdo na literampeesentam contaminacdo mais elevada de
citrinina e tricotecenos.

Com respeito as racbes terminadas, estudos cowdupidr Dupuy et al. (1993)
demonstraram a termoestabilidade desta micotoxiaated dos diferentes tratamentos
térmicos a que € submetido este cereal na fabdae@limentos. Outros autores citam que a
FB1 tem uma meia vida aproximada de 10 min a 150°@i@& 125°C, 175 min a 100°C, e 8
h a 75°C (DOKO; VISCONTI, 1994; DOMBRINK-KURTZMAN teal., 2000). Este fato
pode explicar porque ha uma diferenca significatioa niveis de contaminacdo das amostras
de racdo batida, que ndo sofrem nenhum trataméntacb, para as amostras de ragdes
comerciais, submetidas a peletizacdo e/ou extrUsatvetanto, como 0s proprios autores
indicam, ndo ha destruicdo completa da moléculkRje apresentando niveis residuais que
necessitariam de outros processos de detoxificacao.
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Figura 18- Niveis de contaminacdo de RBquantificados através de ELISA, nas
diferentes categorias de alimentos fornecidos a eiqos.

Tabela 6- Média e desvio padrdo dos niveis de FBuantificados através de ELISA, nas
diferentes categorias de alimentos fornecidos a eiqos.

Alimentos FB,l_(“g g ou ppnj)

média + desvio padréo
Aveia achatada 0,650,172
Racao batida 5,051,80°
Racdes esforgos leves 0#78,96
Racdes esforcos moderados 1,24+ 2,53
Racoes esforgos intensos 140,17

médias com mesma letra nas colunas sio equivalelates
acordo com o teste LSD de Fisher(B,05).

39



1,20 -

1,00 + A
- Calibradores
A Amostras

0,80 - — Lineal (Calibradores)
(%]
(O]
‘O
g 0,60 -
IS
8
5 y =-1,3725x + 1,7765
% 040 - R? = 0,9862
(@]
(@]
-

0,20

0,00 \ \ \

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8
-0,20 -~

Absorvancia (450nm)

Figura 19- Regressao linear da&it ELISA para quantificacao de FB;.

4.4.2- Aflatoxina B

Somente duas amostras foram negativas para aflagxias amostras de aveia
apresentaram a menor média, enquanto que as de eaftficos leves a maior, conforme
figura 20. O valor da média e desvio padrao dosaieisubstratos estdo representados na
tabela 7 e nos mostram que nédo houve diferenc#isajiva entre os alimentos analisados.
Também foi obtido um bom coeficiente de determinagsstekit, R*=0,98 (Figura 21).

Tabela 7- Média e desvio padrao dos niveis de AfFBuantificados atraves de ELISA,
nas diferentes categorias de alimentos fornecidoseginos.

AFB; (Ug Kg™ ou ppb)

Alimentos
média + desvio padréo
Aveia achatada 1,992, 7%
Racao batida 4,995,74
Racdes esforcos leves 104120,06'

Racdes esforgcos moderados 7,19+ 9,96"

Racdes esforcos intensos 824,20

médias com mesma letra nas colunas sio equivaleates
acordo com o teste de LSD de Fisher (@05).
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Estudos mostram que temperaturas acima de 150°@es@gsarias para se conseguir
destruicdo parcial da molécula; os resultados dbpén ainda da interacdo de diversos
outros fatores como: tipo de alimento, carga ihiciantaminante, tempo/temperatura de
exposicao, entre outros. As aflatoxinas apreserdfias temperaturas de decomposicao,
variando entre 237°C a 306°C (HAMEED, 1993; RUSTQNR7). Percebemos com isso que
as aflatoxinas sdo e continuardo sendo um grara#epna enquanto ndo forem atingidas
medidas de controle antes da colheita e pds-calhaittes da colheita devem-se utilizar
variedades de cereais mais resistentes e boasagratiricolas; e a contaminacéo pés-colheita
pode ser minimizada com boas praticas na secageparagdo dos graos, transporte e
armazenamento.

Nossos resultados indicam que 93% das amostrasadad estiveram abaixo dos
limites maximos permitidos pela legislacado atuagfa 22). As leis brasileiras permitem
niveis de até 50 ppb de aflatoxinas totais nas rraat@rimas utilizadas para alimentacdo
animal (MAPA, 1988), porém a implicacdo na saudendma, os efeitos na saude dos
equinos, assim como 0s prejuizos econbmicos daamdmacdo dos alimentos por
micotoxinas, geram necessidades urgentes de cuéegilacdo, que ja € muito antiga, seja
revista e de que se estabelecam mecanismos deleocdipazes de serem atingidos niveis
muito mais baixos. Os atuais limites maximos regelatados na Unido Européia (EU, 2001)
sao mais restritivos: 20ppb de aflatoxinas totaézendo fortes implicacées econdmicas para
0s paises exportadores, como o Brasil, que vémergafido sérias dificuldades para manter e
alcangar novos mercados.

1 rac&o esforcos
leves

2% 4——]
2 ragBes esforcos leves e 5%
1 esforcos moderados ———>

O amostras abaixo dos limites
& 20 ppb: limite UE para alimentagao animal

O 50 ppb: limite Brasil para alimentagdo animal

Figura 22- Percentual de amostras dos alimentos dewmdos a equinos, contaminadas
segundo cada legislacao.
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ApoOs curva de calibracdo da técnica de HPLC utlhzam nossas amostras, foram
obtidas as seguintes referéncias: Limite de detescBEppb; Limite de quantificacdo = 3 ppb;
Recuperacdo média para AFB88%; e Tempo de retencdo médio = 3,2 min.

Para comparacgéo entre os resultados de;AfeRntificados através de ELISA e de
HPLC utilizamos a correlacdo de Pearson, obtendmae 70% de similaridade. Percebe-se
com isso que, a metodologia de ELISA é muito rdgdaatica, permitindo a avaliacdo de
grande numero de amostras em curto periodo de temgem requerimento de técnicos
especialistas no manuseio do equipamento; sendtanpom de fundamental serventia aos
profissionais/proprietarios a campo que necessdanum diagnostico rapido, para que se
estabelecam medidas de protecdo ao plantel. Emtvetquando se busca uma avaliacéo
precisa, com grande confianca dos niveis de contay@o, deve-se utilizar o método de
HPLC.

Existiu uma co-ocorréncia de FB AFB, em 72% das nossas amostras analisadas,
fato este agravante ja que a;RBterage com a AFBacelerando o processo de formacao do
cancer hepatico em animais de experimentacdo (GRHDEOM et al.,, 2002). Estudos
desenvolvidos em frangos, indicam efeitos adittestas duas micotoxinas (KUBENA et al.,
1995), enquanto em outro estudo os autores coaciujue somente a AkBhanifestava seus
efeitos (WEIBKING et al.,, 1994). Em suinos, as pésaps indicam efeitos sinérgicos
(HARVEY et al., 1995).

43



5- CONCLUSOES

v' Os alimentos fornecidos aos eqiinos encontram-s@aminados por diversas espécies
potencialmente toxigenas, elevando o risco da @coia de micotoxicoses de evolugao
cronica.

v' Os tratamentos térmicos a que sao submetidosrosrabis durante seu beneficiamento e
industrializacdo reduzem consideravelmente a cang@robiana total quando
comparados com amostras “naturais”.

v' AFB; e FB foram co-ocorrentes nas amostras, todavia este éebastante controverso e
nao ha descricdo dos efeitos desta interacdo rexiespquina. Bem como a interagcao
com outras micotoxinas, ja que também se encomtrgvasentes espécies produtoras de
citrinina e o OTA.

v" A metodologia mais adequada na deteccdo e detaydgirde micotoxinas nos alimentos
serd a combinagdo do ELISA com o HPLC, destinaed@s colunas de IAC a
purificacdo das amostras.

v" O ELISA podera ser utilizado para uma deteccaaleépiquantificacdo de varias amostras
ao mesmo tempo; e a IAC/HPLC poderéd ser utilizaala @ analise quantitativa das
amostras positivas nas quais deseje-se obter mepecificidade e um limite de deteccdo
mais baixo. O TLC servir4 perfeitamente para ossasde apenas a analise qualitativa/
semiquantitativa, seja suficiente.

44



6- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABARCA, M.L.; ACCENSI, F.; BRAGULAT, M.R.; CABANESF.J. Current importance of
ochratoxin A producind\spergillusspp.Journal of Food Protection v. 64, n. 6, p. 903-
906, 2001.

ABNT — ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS.NBR 6023 -
Informacdo e documentacdo - Referéncias - ElaboragdRio de Janeiro: ABNT.
2002. 24 p.

ABNT — ASSOCIA(;AO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS.NBR 10522 -
Informacdo e documentacdo - Citacdes em documentesApresentacao.Rio de
Janeiro: ABNT. 2002. 7 p.

ALLER, W.W.; EDDS, G.T.; ASQUITH, R.L. Effects offlatoxins in young ponies.
American Journal of Veterinary Research v. 42, n. 12, p. 2162-2164, 1981.

AMADO, M.A. Métodos imunologicos na deteccdo e determinacdo diatbxinas em
alimentos: vantagens e inconvenientes. Disponivel em:
< http://www.ipv.pt/millenium/Millenium26/26_21.htm Acesso em: 20 mai 2007.

ANGSUBHAKORN, S.; POOMVISES, P.; ROMRUEN, K., NEWBHE, P.M.
Aflatoxicosis in horseslournal of the American Veterinary Medical Associaton, v.
178, n. 3, p. 274-278, 1981.

ASQUITH, R.L.; EDDS, G.T. Investigations in equiadlatoxicosis.Proceedings of the
Annual Convention of the American Association of Eqine Practitioners, v. 26, p.
193-200, 1980.

BARROS, G.Ecofisiologia y diversidad genética dAspergillusseccion Flavi aislados de
suelo de la zona manisera de la Provincia de Coérdab Rio Cuarto, Coérdoba:
Universidad Nacional de Rio Cuarto. 2006. Tesidatat

BEACON ANALYTICAL SYSTEMS, INC. Aflatoxin Plate Kit. USA, 2008a. Disponivel
em: <http://www.beaconkits.com/product_detail.cfB57>. Acesso em: 19 abr 2003.

BEACON ANALYTICAL SYSTEMS, INC.Fumonisin Plate Kit. USA, 2008b. Disponivel
em: <http://www.beaconkits.com/product_detail.cfB$8>. Acesso em: 19 abr 2003.

45



BEACON ANALYTICAL SYSTEMS, INC. Aflatoxin ImmunoAffinity Column . USA,
2008c. Disponivel em: < http://www.beaconkits.cormaduct_detail.cfm?1D=69>.
Acesso em: 19 abr 2003.

BUCKLEY, S.S.; MACCALLUM, W.G. Acute hemorrhagii eaphalitis prevalent among
horses in MarylandAmerican Veterinary Review, v.25, p. 99-101, 1901.

BUTLER, T. Notes on a feeding experiment to prodlexecoencephalitis in a horse with
positive resultsAmerican Veterinary Review, v. 26, p. 748-751, 1902.

CAST - COUNCIL FOR AGRICULTURAL SCIENCE AND TECHNQDGY. Micotoxins:
risks in plant, animal and humans systemsUSA, lowa: Task Force Report n® 139,
2003. 199 p.

CHELKOWSKI, J. Mycological quality of mixed feeds@ingredients. In: CHELKOWSKI,
J. (Ed.). Cereal Grain, Mycotoxins, Fungi and Quality in Drying and Storage.
Amsterdam: Elsevier. 1991. p. 217-227.

CNA - CONFEDERAQAO DA AGRICULTURA E PECUARIA DO BRSIL. Estudo do
Complexo do Agronegocio CavaloBrasilia: CNA, 2004. 68 p. (Coletanea Estudos
Gleba n° 39).

DALCERO, A.M.; MAGNOLI, C.; CHIACCHIERA, S.; PALACDS, G.; REYNOSO, M.
Mycoflora and incidence of aflatoxin,;Bzearalenone and deoxynivalenol in poultry
feeds in Argentinavlycopathologia, v. 137, n. 3, p. 179-184, 1997.

DALCERO, A.; MAGNOLI, C.; LUNA, M.; ANCASI, G.; REWOSO, M.M;
CHIACCHIERA, S.; MIAZZO, R.; PALACIOS, G. Mycoflorand naturally occurring
mycotoxins in poultry feeds in Argentinslycopathologia,v. 141, n. 1, p. 37-43, 1998.

DILKIN, P.; MALLMANN, C.A. Sinais clinicos e lesBesausadas por micotoxinas. In: XI
ENCONTRO NACIONAL DE MICOTOXINAS, 2004, PiracicabaSP.Anais do Xl
Encontro Nacional de Micotoxinas SP: Universidade de S&o Paulo — Escola Superior
de Agricultura Luiz de Queiroz, 2004. p. 32-35.

D'MELLO, J.P.F.; PLACINTA, C.M.; MACDONALD, A.M.C.Fusarium mycotoxins: a
review of global implications for animal health, lfeee and productivityAnimal Feed
Science and Technology. 80, n. 3, p. 183-205, 1999.

46



DOKO, M.B.; VISCONTI, A. Occurrence of fumonisiniBnd B in corn and corn-based
human foodstuffs in ItalyFood Additives and Contaminants v. 11, n. 4, p. 433-439,

1994.

DOMBRINK-KURTZMAN, M.A.; DVORAK, T.J.; BARRON, M.E; ROONEY, L.W.
Effect of nixtamalization (alkaline cooking) on famsin contaminated corn for
production of masa and tortilla3ournal of Agricultural and Food Chemistry, v. 48,

n. 11, p. 5781-5786, 2000.

DOWD, P.F. Insect interactions with mycotoxin-proohg fungi and their hosts. In:
BHATNAGAR, D.; LILLEHOJ, E.; ARORA, D.K. (Eds.).Handbook of Applied
Mycology, v. 5, Mycotoxins in Ecological System3$JSA: Marcel Dekker Basel. 1992.

p. 137-155.

DRAF - DIRECTION REGIONALE DE L'AGRICULTURE ET DE A FORET DE
monophialides deFusarium

LORRAINE. Chainettes de microconidies sur
verticillioides Francia, 2008. Disponivel em:
<http://draf.lorraine.agriculture.gouv.fr/phpweblgay/picture.php?cat=16&image_id=1

07>. Acesso em: 19 abr 2008.

GIMENO, A. Los Hongos y las Micotoxinas en la Alimacion Animal; Conceptos,

Problemas, Control y RecomendacionEsgormix.com espanhol.2008. Disponivel
Acesso

em: <http://www.engormix.com/s_articles_view.asp?a62&AREA=BAL>.

em: 19 abr 2008.

EUROPEAN UNION (EU). Commission Regulation (EC)486 of 8 March 2001Official
Journal of the European Union I. 77, p. 1-13, 16 March 2001.

FAO — Food and Agriculture Organization of the \@ditNations. Worldwide regulations for
mycotoxins 1995. A compendiunkAO Food and Nutrition Paper, v. 64, p. 1-43,

1997.

FRAGA, M.E.; CURVELLO, F.A.; GATTI, M.J.; CAVAGLIER L.R.; DALCERO, A.M,;
ROSA, C.A.R. Potential aflatoxin and ochratoxin #guction byAspergillusspecies in
poultry feed processiny.eterinary Research Communicationsv. 31, n. 3, p. 343-353,

2007.

FRISVAD, J.C.; SAMSON, R.A. Mycotoxins produced Ipecies ofPenicillium and
Aspergillusoccurring in cereals. IrCereal Grain, Mycotoxins, Fungi and Quality in
Drying and Storage.CHELKOWSKI, J. (Ed.). Amsterdam: Elsevier, 1991441-476.

a7



FRISVAD, J.C.; SAMSON, R.A. Polyphasic taxonomyR#nicillium subgenugenicillium.
A guide to identification of food and air-borne \erticillate Penicillia and their
mycotoxins.Studies in Mycology v. 49, p. 1-174, 2004.

GELDERBLOM, W.C.A.; JASKIEWICZ, K.; MARASAS, W.F.Q.THIEL, P.G.; HORAK,
R.M.; VLEGGAAR, R.; KRIEK, N.P. Fumonisins: novel yrotoxins with cancer-
promoting activity produced bffusarium moniliforme Applied and Environmental
Microbiology, v. 54, n. 7, p. 1806-1811, 1988.

GELDERBLOM, W.C.A.; MARASAS, W.F.O.; LEBEPE-MAZURS.; SWANEVELDER,
S.; VESSEY, C.J.; HALL, P. de la M. Interactionfamonisin B and aflatoxin Bin a
short-term carcinogenesis model in rat liv€oxicology, v. 171, n. 2-3, p. 161-173,
2002.

GMP" Certification Scheme Animal Feed Sector. 2006. Appélix 1: Product standards
(including residue standards).The Hague, the Netherlands: Productschap Diervoede
p. 1 —39. 2008.

GONZALEZ PEREYRA, M.L; PEREYRA, C.M.; RAMIREZ, M.. ROSA, C.AR;
DALCERO, A.M.; CAVAGLIERI, L.R. Determination of ngobiota and mycotoxins in
pig feed in central Argentind.etters in Applied Microbiology, v. 46, n. 5, p. 555-561,
2008.

GREENE, H.J.; OEHME, F.W. A possible case of eguaftatoxicosisClinical Toxicology,
v.9,n. 2, p. 251-254, 1976.

HAMEED, H.G. Extrusion and chemical treatments for destruction & aflatoxin in
naturally-contaminated corn. Arizona, USA: University of Arizona. Available fno:
University Microfilms, Ann Arbor, MI: 48106-1346993. Ph.D. dissertation, 101 p.

HARVEY, R.B.; EDRINGTON, T.S.; KUBENA, L.F.,; ELISSEDE, M.H,;
ROTTINGHAUS, G.E. Influence of aflatoxin and fumem B;-containing culture
material on growing barrow&merican Journal of Veterinary Research v. 56, n. 12,
p. 1668-1672, 1995.

HUSSEIN, H.S.; BRASEL, J.M. Toxicity, metabolismdaimpact of mycotoxins on humans
and animalsToxicology, v. 167, n. 2, p. 101-134, 2001.

IARC - INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCEREvaluation of
carcinogenic risks to humans: some naturally occuing substances; food items and

48



constituents, heterocyclic aromatic amines and mye¢oxins. Lyon: IARC, 1993. p.
489-521. (Monographs on the Evaluation of Carcimag®isks to Humans, v. 56).

IBGE - INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTA. Producdo da
Pecuéria Municipal. Rio de Janeiro: IBGE. 31p. (volume 31). 2003.

ICMSF -  INTERNATIONAL COMMISSION ON MICROBIOLOGICAL
SPECIFICATIONS FOR FOODSMicroorganisms in foods. 2. Sampling for
microbiological analysis: principles and specific pplications. 2" ed. Toronto,
Ontério: University of Toronto Press, 1986.

KELLER, K.M.; QUEIROZ, B.D.; KELLER, L.A.M.; RIBEIRD, J.M.M.; ROSA, C.AR.
Isolamento e identificagdo de fungos toxigenosathmd de amostras de ragfes destinadas
a alimentacao de equinos no Estado do Rio de daRavista da Universidade Rural-
Série Ciéncias da Vida, v. 25, n. 1, p. 92-96, 2004

KELLER, K.M.; QUEIROZ, B.D.; KELLER, L.A.M.; RIBEIRD, J.M.M.; CAVAGLIERI,
L.R.; PEREYRA, M.L.G.; DALCERO, A.M.; ROSA, C.A.RThe mycobiota and
toxicity of equine feedsVeterinary Research Communicationsv. 31, n. 8, p. 1037-
1045, 2007.

KELLERMAN, T.S., MARASAS, W.F.O., THIEL, P.G., GELBRBLOM, W.C,;
CAWOOD, M.; COETZER, J.A. Leukoencephalomalaciavwo horses induced by oral
dosing of fumonisin B The Onderstepoort Journal of Veterinary Researchv. 57, n.
4, p. 269-275, 1990.

KLICH, M.A.; PITT, J.I., Laboratory guide to common Aspergillus species and their
teleomorphs.Sydney — Australia: Academic Press, 1988. 116p.

KLICH, M.A. Identification of Common Aspergillus Species.Utrecht, The Netherlands:
Centraalbureau voor Schimmelcultures. 2002. 122 p.

KUBENA, L.F.; EDRINGTON, T.S.; KAMPS-HOLTZAPPLE, C.HARVEY, R.B,;
ELISSALDE, M.H.; ROTTINGHAUS, G.E. Effects of feed fumonisin B present in
Fusarium moniliformeculture material and aflatoxin singly and in condiion to turkey
poults.Poultry Science v. 74, n. 8, p. 1295-1303, 1995.

LACEY, J. Mycotoxins in UK cereals and their comtrAspects of Applied Biology v. 25,
p. 395-405, 1990.

49



LILLEHOJ, E.B. Aflatoxins: an ecologically elicitegenetic activation signal. In: SMITH,
J.E.; HENDERSON, R.S. (EdsMycotoxins and Animal Foods.Boca Raton: CRC
Press, 1991. p. 1-35.

LOGRIECO, A.; MULE, G.; MORETTI, A.; BOTTALICO, AToxigenic Fusariumspecies
and mycotoxins associated with maize ear rot inoperEuropean Journal of Plant
Pathology,v. 108, n. 7, p. 597-609, 2002.

MAGNOLI, C.; DALCERO, A.M.; CHIACCHIERA, S.M.; MIAZO, R.; SAENZ, M.A.
Enumeration and identification @spergillusgroup andPenicillium species in poultry
feeds from ArgentinaMlycopathologia, v. 142, n. 1, p. 27-32, 1998.

MAGNOLI, C.; CHIACCHIERA, S.M.; MIAZZO, R.; PALACIGs, G.; ANGELETTI, A;
HALLAK, C.; DALCERO, A. The mycobiota and toxicityf feedstuffs from a
production plant in Cordoba, Argentindycotoxin Research v. 18, p. 7-22, 2002.

MAGNOLI, C.; HALLAK, C.; ASTORECA, A.; PONSONE, L.CHIACCHIERA, S.M;
PALACIOS, G.; DALCERO, A. Surveillance of toxigenfangi and ochratoxin A in
feedstuffs from Cdérdoba province, Argentingeterinary Research Communications.
V. 29, n. 5, p. 431-445. 2005.

MAGNOLI, C.E.; ASTORECA, A.L.; CHIACCHIERA, S.M.; BLCERO, A.M. Occurrence
of ochatoxin A and ochratoxigenic mycoflora in camd corn based foods and feeds in
some South American countriédycopathologia, v. 163, n. 5, p. 249-260, 2007.

MAPA (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTEGMENTO). Portaria
n® 07 de 09 de novembro de 198&3ario Oficial da Unido, Brasilia, DF, 14 de
novembro de 1988, Secéo 1, p. 21968.

MARASAS, W.F.O.; KELLERMAN, T.S.; GELDERBLOM, W.C.A COETZER, J.AW.;
THIEL, P.G.; VAN DER LUGT, J.J. Leukoencephalom#&am a horse induced by
fumonisin B1 isolated fronfFusarium moniliforme The Onderstepoort Journal of
Veterinary Research v. 55, n. 4, p. 197-203, 1988.

MARASAS, W.F.O.; NELSON, P.E.; TOUSSON, T.Aloxigenic Fusarium species,
identify and mycotoxicology. USA: Pennsylvania State University Press, Univgrsi
Park. 1984. 328p.

MILLER, J.D. Review: Fungi and mycotoxins in graiimplications for stored product
researchJournal of Stored Products Researchv. 31, n. 1, p. 1-16, 1995.

50



MORGAVI, D.P; RILEY, R.T. An historical overview dield disease outbreaks known or
suspected to be caused by consumption of feedsaroamted withFusarium toxins.
Animal Feed Science and Technology. 137, p. 201-212, 2007.

MOSS, M.O. Mycology of cereal grain and cereal picid. In: CHELKOWSKI, J. (Ed.).
Cereal Grain, Mycotoxins, Fungi and Quality in Drying and Storage.Amsterdam:
Elsevier, 1991. p. 23-51.

MORTIMER, D.N.; GILBERT, J., SHEPHERD, M.J. Rapiddahighly sensitive analysis of
aflatoxins M, in liquid and powdered milk using affinity colunabeanup.Journal of
Chromagraphy, v. 407, p. 393-398, 1987.

MUNKVOLD, G.P.; DESJARDINS, A.E. Fumonisins in Maiz Can We Reduce Their
OccurrencePlant Diseasev. 81, n. 6, p. 556-565, 1997.

NELSON, P.E.; TOUSSOUN, T.A.; MARASAS, W.F.O. (EdsFusarium species: An
lllustrated Manual for Identification . USA: The Pennsylvania State University Press,
1983. 193 p.

NELSON, P.E. Taxonomy and biology Bf moniliforme Mycopathologia, v. 117, n.1-2, p.
29-36, 1992.

OLIVEIRA, G.R.; RIBEIRO, J.M.; FRAGA, M.E.; CAVAGLERI, L.R.; DIREITO, G.M.;
KELLER, K.M.; DALCERO, A.M.; ROSA, C.A. Mycobiotan poultry feeds and
natural occurrence of aflatoxins, fumonisins anarakenone in the Rio de Janeiro State,
Brazil. Mycopathologia, v. 162, n. 5, p. 355-362, 2006.

PIMENTEL, D. World resources and food losses tagda: GORHAM, J.R. (Ed.Ecology
and Management of Food Industry PestsArligton, Virginia: FDA Technical Bulletin
n. 4, Association of Official Analytical Chemist991. p. 5-11.

PITT, J.I., Food spoilage and biodeterioration. GOLE, G.T.; KENDRICK, B. (Eds.).
Biology of Conidial Fungal. New York: Academic Press, v. 2, 1981. p. 111-142.

PITT, J.I.A Laboratory guide to commom Penicillium species 2" ed. Sydney, Australia:
CSIRO, Division of Food Processing. 1988. 186p.

PITT, J.I.; HOCKING, A.DFungi and Food Spoilage2™ ed. Cambridge: Chapman & Hall,
1997. 593 p.

51



REGO, C.L. Doenca de sintomatologia nervosa caugadatoxicacdo pelo milhdRevista
Militar de Remonta e Veterinaria, v. 10, p. 199-215, 1950.

RIET-CORREA, F.; MEIRELES, M.C.A.; SOARES, J.M.; NCAADO, J.J.; ZAMBRANO,
A.F. Leucoencefalomalacia em equinos associadgesti@io de milho mofad@esquisa
Veterinaria Brasileira, v. 2, p. 27-30, 1982.

RINALDI, M.G. Invasive aspergillosiReviews of Infectious Diseasew. 5, n. 6, p. 1061-
1077, 1983.

ROSA, C.A.R.Micobiota toxigena e ochratoxinas em racdes destidas a alimentacdo de
aves, bovinos, suinos e importancia em saude anim&8eropédica, Rio de Janeiro:
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. 20@%e de Doutorado (Ciéncias
Veterinarias). 147p.

ROSA, C.AR.; RIBEIRO, J.M.M.; FRAGA, M.E.; GATTIM.; CAVAGLIERI, L.R;
MAGNOLI, C.E.; DALCERO, A.M.; LOPES, C.W.G. Mycohia of poultry feeds and
ochratoxin-producing ability of isolateispergillusandPenicillium speciesVeterinary
Microbiology, v. 113, n. 1-2, p. 89-96, 2006.

ROSS, P.F.; NELSON, P.E.; RICHARD, J.L.; OSWEILERD.; RICE, L.G.; PLATTNER,
R.D.; WILSON, T.M. Production of fumonisins By moniliformeandF. proliferatum
isolated associated with equine leukoencephalonaaaa pulmonary edema syndrome
in swine.Applied and Environmental Microbiology, v. 56, n. 10, p. 3225-3226, 1990.

ROSS, P.F.; RICE, L.G.; REAGOR, J.C.; OSWEILER, G.WILSON, T.M., NELSON,
H.A.; OWENS, D.L.; PLATTNER, R.D.; HARLIN, K.A.; RTHARD, J.L. Fumonisin
B:1 concentrations in feeds from 45 confirmed equieekbencephalomalacia cases.
Journal of Veterinary Diagnostic Investigation v. 3, n. 3, p. 238-241, 1991.

RUSTOM, LY.S. Aflatoxin in food and feed: occuroen legislation and inactivation by
physical method€zood Chemistry, v. 59, n. 1, p. 57-67, 1997.

SAMSON, R.A.; VAN REENEN-HOEKSTRA, E.S.; FRISVAD,d.,; FILTENBORG, O.
Introduction to Food and Airborne Fungi. 6 ed., Utrecht, The Netherlands:
Centraalbureau Voor Schimmelcultures, Institutéhef Royal Netherlands Academy of
Arts and Sciences. 2000. 388 p.

SCOTT, P.M. (Associate chapter editor). NaturalsBos (section 49). In: AOAC -
Association of Official Analytical ChemistOfficial methods of analysis of the

52



Association of Official Analytical Chemists, 15" edition. Washington, DC, EUA:
Association of Official Analytical Chemists, 1990.1184-1213.

SIDHU, G.S. Mycotoxin genetics and genes clusteusopean Journal of Plant Pathology
v. 108, n. 7, p. 705-711, 2002.

SOARES, L.M.V.; RODRIGUES-AMAYA, D. Survey of aflexins, ochratoxin A,
zearalenone, and sterigmatocystin in some Brazitiads by using multi-toxin thin-layer
chromatographic methodournal - Association of Official Analytical Chemigs, v. 72,
n. 1, p. 22-26, 19809.

SYDENHAM, E.W.; MARASAS, W.F.O.; SHEPHARD, G.S.; TH,, P.G.; HIROOKA,
E.Y. Fumonisin concentrations in Brazilian feedsoasated with field outbreaks of
confirmed and suspected animal mycotoxicoskesirnal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 40, n. 6, p. 994-997, 1992.

TRUCKSESS, M.W. Mycotoxinslournal of AOAC Internacional, v. 89, n. 1, p. 270-284,
2006.

VESONDER, R.; HALIBURTON, J.; GOLINSKY, P. Toxicityof field samples and
Fusarium moniliforme from feed associated with equine-leukoencephalacral
Archives of Environmental Contamination and Toxicobgy, v. 18, n. 3, p. 439-442,
1989.

WANG, E.; NORRED, W.P.; BACON, C.W.; RILEY, R.T.; BRRILL JR, A.H. Inhibition
of sphingolipid biosynthesis by fumonisins implicats for diseases associated with
Fusarium moniliformeThe Journal of Biological Chemistry, v. 266, n. 22, p. 1486-
1490, 1991.

WANG, E., ROSS, F.P., WILSON, T.M., RILEY, R.T.; NRRILL JR, A.H. Increases in
serum sphingosine and sphinganine and decreasasriplex sphingolipids in ponies,
given, feed containing fumonisins, mycotoxins proebl byFusarium moniliformeThe
Journal of Nutrition , v. 122, n. 8, p. 1706-1716, 1992.

WEIBKING, T.S.; LEDOUX, D.R.; BERMUDEZ, A.J.; ROTNGHAUS, G.E. Individual
and combined effects of feedingusarium moniliformeculture material containing
known levels of fumonisin Band aflatoxin B in the young turkey poultPoultry
Sciencev. 73, n. 10, p. 1517-1525, 1994.

WICKLOW, D.T. Adaptation inAspergillus flavus Transactions of the Mycological
Society of Japanv. 31, p. 511-523, 1990.

53



WILLETTS, H.J.; BULLOCK, S. Developmental biologyf osclerotia. Mycological
Research, v. 96, p. 801-816, 1992.

WILSON, B.J.; MARONPOT, R.R. Causative fungus agehtleukoencephalomalacia in
equine animalsveterinary Record, v. 88, p. 484-486, 1971.

WILSON, T.M.; NELSON, P.E.; MARASAS, W.F.; THIEL, .B.; SHEPHARD, G.S,;
SYDENHAM, E.W.; NELSON, H.A.; ROSS, P.F. A mycologi evaluation anth vivo
toxicity evaluation of feed from 41 farms with egeileukoencephalomalacidournal
of Veterinary Diagnostic Investigation v. 2, n. 4, p. 352-354, 1990.

54



ANEXO

A - PRANCHAS FOTOGRAFICAS

Prancha 1: Caracteristicas microscépicaSldeosporiunsp.

Prancha 2: Caracteristicas microscépica8ltirnaria sp.

Prancha 3: Caracteristicas macroscopicasspergillus nigelisolado de alimentos
destinados a equinos.

Prancha 4: Caracteristicas macroscopicasspergillus flavussolado de
alimentos destinados a equinos.

Prancha 5: Caracteristicas macro e microscopicasplergillus ochraceusolado
de alimentos destinados a equinos.

Prancha 6: Caracteristicas macroscopicasspergillus fumigatussolado de
alimentos destinados a equinos.

Prancha 7: Caracteristicas macroscopicasspergillus caespitosusolado de
alimentos destinados a equinos.

Prancha 8: Caracteristicas macroscopicasspergillus ustussolado de alimentos
destinados a equinos.

Prancha 9: Caracteristicas macroscopicasspergillus sydowiisolado de
alimentos destinados a equinos.

Prancha 10: Caracteristicas macroscopicassgergillus terreussolado de
alimentos destinados a equinos.

Prancha 11: Cleistotécio: estrutura caracteristidaurotiumsp. Estado
teleomorfico do génerAspergillus

Prancha 12: Caracteristicas macroscopicdemécillium corylophilumsolado de
alimentos destinados a equinos.

Prancha 13: Caracteristicas macroscopicdetécillium felutanunisolado de
alimentos destinados a equinos.

Prancha 14: Caracteristicas macroscépicaBeatecillium funiculosumsolado de
alimentos destinados a equinos.

Prancha 15: Caracteristicas macroscoOpicdetécillium canescenisolado de
alimentos destinados a equinos.

Prancha 16: Caracteristicas macro e microscop&Rgmicillium citrinumisolado
de alimentos destinados a equinos.

Prancha 17: Caracteristicas macroscopicdetécillium simplicissimunsolado
de alimentos destinados a equinos.

Prancha 18: Caracteristicas macroscopicdetécillium communésolado de
alimentos destinados a equinos.

Prancha 19: Fluorescéncia azulada obtida a partinth cepa daspergillus
flavus

57

57

58

58

59

59

60

60

60

61

61

62

62

63

63

64

64

Pagina
56
56

55



Prancha 2- Caracteristicas microscopicas délternaria sp.
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