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RESUMO
OLIVEIRA, Glenda Ribeiro. Andlises micoldgicas

€

micotoxicoldgicas em ragdes de frangos de corte no municipio de
Sao José do Vale do Rio Preto-RJ. Seropédica, UFRRJ, 2006 70p.
(Dissertacao, Mestrado em Microbiologia Veterinaria).



A ingestdo de racdes contaminadas por micotoxinas pode acarretar perdas no seu valor
nutritivo e causar efeitos adversos a saide animal e a produtividade. Os objetivos desse
estudo foram: 1)estabelecer a freqii€ncia e a prevaléncia da micobiota presente em amostras
de racOes de frangos de corte provenientes de trés fabricas em Sdo José do Vale do Rio
Preto-RJ, 2)verificar a ocorréncia natural de aflatoxina B; (AFB;), fumonisina B; (FB;) e
zearalenona (ZEA), utilizando a técnica bioldgica de imunoensaios-ELISA competitivo,
com Kkits comerciais (Beacon Analytical Systems Inc, USA) e 3)verificar os resultados
obtidos pelo método de ELISA, comparando-os com a técnica de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) para AFB; e FB;. A contagem dos propagulos fingicos foi similar
entre todos os meios de cultura testados (10° UFC g'l). Penicillium spp (41,26%) foi o
género de maior prevaléncia seguido por Aspergillus spp (33,33%) e Fusarium spp.
(20,63%). Aflatoxina B; foi encontrada em 66,27% das amostras analisadas pelos kits de
ELISA,com valores variando entre 2 e 21 ug.kg'l. Fumonisina B, foi encontrada em 97,87%
e os valores variaram entre 0,3 e 9,1ug.g'1, co-ocorrendo com aflatoxinaB; em 66,7% das
amostras. Baixas concentracdes de zearalenona foram encontradas (< 1pg.gem 77,1% das
amostras de racdo. Foi obtida correlacdo entre os kits de ELISA (AFB; e FB)) e as andlises
em CLAE, com valores de = 0,9922 e 0,9823, respectivamente. Em geral, os maiores
niveis de micotoxinas foram encontrados durante os meses mais quentes do ano. O presente
estudo mostra a ocorréncia simultanea de duas micotoxinas carcinogénicas, AFB; e FB,
juntamente com outra Fusarium micotoxina (zearalenona) em ragdes destinadas ao
consumo de frangos. Algumas amostras apresentaram niveis de AFB; préximos ao maximo
permitido, o que poderia afetar aves jovens. Uma resposta toxica sinérgica € possivel em
animais sob exposi¢ao simultanea.

Palavras-chave: ELISA, CLAE, aflatoxina B;, fumonisina B, zearalenona..

ABSTRACT

OLIVEIRA, Glenda Ribeiro. Mycological and mycotoxicological
survey in poultry feeds from Sao José do Vale do Rio Preto-RJ.



Seropédica, UFRRJ, 2006 76p. (Dissertation, Magister Scientiae
in Veterinary Microbiology).

The intake of mycotoxin-contamined feeds may lead to nutrient losses and can have
adverse effects on animal health and on productivity. The aims of this study were: 1) to
determine the mycobiota present in poultry feed samples, obtained from three factories in
the region of Sao José do Vale do Rio Preto, RJ, Brazil; 2) to evaluate the natural
occurrence of aflatoxin B; (AFB;), fumonisin B; (FB;) and zearalenone using the method
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) competitive, commercial kits of Beacon
Analytical Systems Inc, USA and 3) to verify the data results by the ELISA to AFB; and
FB; comparing them with the high precision liquid chromatography methodology (HPLC)
Fungal counts were similar between all culture media tested (10° CFU. g'l). Penicillium spp.
(41,26%) was the most prevalent genus followed by Aspergillus spp. (33,33%) and
Fusarium spp. (20,63%). Aflatoxin B; was found in 66,27% samples examined by ELISA
kits and values ranged between 2 and 21pg.kg”. Fumonisin B; was found in 97,87% and
levels ranged between 0,3 and 9,1 ug.g'l, co-occurring with aflatoxin B in 66,7% of the
samples. Low concentrations of zearalenone were found (<1 pg.g™') in 77,1% poultry feed
samples. Correlation between the ELISA kits (AFB; and FB,) and the HPLC analysis was
obtained. Values were r°= 0,9922 and r2=0,9823, respectively. In general, the highest
mycotoxin levels were found during the hottest month of sampling. The present study
shows the simultaneous occurrence of two carcinogenic mycotoxins, aflatoxin B; and
fumonisin B together with another Fusarium mycotoxin (zearalenone) in feed intended for
poultry consumption. Many samples contained AFB; levels near the maximum permissible
and it could affect young animals. A synergistic toxic response is possible in animals under
simultaneous exposure.

Key words: ELISA, HPLC, aflatoxin B, fumonisin B;, zearalenone

1. INTRODUCAO

A avicultura tem se destacado nas ultimas décadas como um dos setores agricolas
que apresenta maior dinamismo dentre as atividades do agronegdcio brasileiro. Seu
crescimento € decorrente, sobretudo, dos avancos tecnoldgicos nas dreas de genética,
nutri¢do, sanidade e manejo, os quais possibilitaram a instalacdo de uma industria altamente

eficiente e competitiva em todo mundo, particularmente no Brasil. Em um sistema com



elevado grau de tecnificacdo, tal como ocorre na avicultura de um modo geral, qualquer
fator que afete negativamente a producdo, determina enormes prejuizos aos produtores.
Neste contexto, deve-se ressaltar a importancia dos contaminantes naturais de racdes, como
as micotoxinas, as quais acarretam perdas consideraveis as criacdes de aves.

As micotoxinas sdo produtos téxicos do metabolismo secunddrio de fungos
contaminantes da cadeia alimentar. Os principais fungos produtores de micotoxinas estao
compreendidos entre as espécies pertencentes aos géneros Aspergillus, Alternaria,
Fusarium e Penicillium. Gé€neros estes que reinem espécies cuja maioria estd amplamente
disseminada na natureza utilizando quaisquer tipos de substratos.

Os fungos toxigenos podem contaminar os alimentos nas diferentes fases de
producdo e beneficiamento, desde o cultivo até o transporte e armazenagem. A
contaminacdo € um processo aditivo, pode iniciar-se, por exemplo, com a presenca de
espécies de Fusarium a campo e desenvolver-se durante as operagdes de colheita e
secagem. Toxinas adicionais podem ser produzidas no armazenamento devido a acdo de
fungos tipicos de silos, principalmente as espécies de Penicillium e Aspergillus. Ressalta-
se, ainda, o fato das micotoxinas apresentarem, de modo geral, grande estabilidade quimica,
0 que permite a sua persisténcia no alimento mesmo apds a remog¢do dos fungos pelos
processos usuais de industrializacdo e embalagem. Outro aspecto importante relacionado a
acdo dos fungos toxigenos é o impacto sobre o valor nutricional das matérias primas
utilizadas na elaboragdo de racdes causando empobrecimento energético dos graos.

A contaminacido das ragdes para aves € o processo cronico de intoxicagdo t€m
conotacdo caracterizada como grave em sadde coletiva. Isto se justifica em funcdo da alta
resisténcia das aves as micotoxinas. Conseqiientemente, os niveis de metabdlitos téxicos
que potencialmente possam ocorrer em ovos, carnes e visceras oriundos destes animais
devem ser considerados.

As enfermidades causadas pelas micotoxinas sdo denominadas micotoxicoses, as
quais sdo caracterizadas por sindromes difusas, porém, com predominio de lesdes na
cavidade oral e em 6rgdos vitais como figado e rins, levando a menor produtividade, maior
incidéncia de doencas devido a imunossupressio e interferéncias com a capacidade

reprodutiva.



No Brasil, devido as condig¢des climédticas favoraveis, diversas micotoxinas tém sido
identificadas em alimentos destinados ao consumo humano e animal. Contudo, deve-se
destacar a importancia das aflatoxinas, fumonisinas e zearalenona, nido apenas pela
ocorréncia freqiiente, mas também pelo elevado potencial toxico para animais de produgao.

Atualmente, considera-se que um dos aspectos mais importantes foi a mudanca que
a comunidade cientifica deu ao conceito de micotoxicose. O que a tem preocupado ndo € a
contaminacdo por altos niveis de micotoxinas de ocorréncia rara e esporadica, mas a
ocorréncia destes produtos téxicos em pequenas quantidades em produtos vegetais basicos
e seus subprodutos industrializados. A ingestdo didria e constante de pequenas quantidades
destes compostos, sem duvida, possui um papel importante na indu¢do e modulacdo de
patologias no homem e nos animais.

A presenca de micotoxinas nas vdarias etapas que envolvem a producdo avicola
configura-se como um grande desafio para a atividade atualmente. Apesar do alto patamar
tecnologico em que se encontra o segmento avicola brasileiro hoje, alguns fatores
continuam sem grandes alteracdes, como, por exemplo, a freqiiéncia e a intensidade da
presenca de micotoxinas nos alimentos destinados as aves.

Os nuimeros sdo expressivos e comprovados pela propria FAO, entidade de
alimentacdo e agricultura ligada as Nagdes Unidas: nada menos que 25% dos graos do
mundo estdo contaminados com micotoxinas. Conhecer os fungos toxigenos, as
micotoxinas produzidas e seus efeitos toxicos tornou-se indispensdvel aos médicos
veterindrios e a todos os profissionais voltados para a preservacdo da saide animal e
humana.

O municipio de Sdo José do Vale do Rio Preto localizado na regido serrana do
Estado do Rio de Janeiro € considerado hoje, um dos p6los mais importantes da avicultura
comercial fluminense.

Tendo em vista a releviancia do municipio para a economia do Estado do Rio de
Janeiro, os objetivos deste trabalho foram:

a) estabelecer a freqiiéncia e a prevaléncia da micobiota contaminante em ragdes

destinadas a frangos de corte no municipio de Sdo José do Vale do Rio Preto;

b) verificar a ocorréncia de Aflatoxina B; (AFB;), Fumonisina B; (FB;) e

Zearalenona (ZEA), determinando seus respectivos niveis de contaminag¢do nas



racdes, utilizando a técnica bioldgica de imunoensaios “Enzyme Linked
Immunosorbent Assay”-ELISA;
e

¢) comparar os resultados obtidos pelo método de ELISA para AFB; e FB; com a

técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fungos

Os fungos sdo microrganismos ubiquos, estando presentes tanto em climas tropicais
quanto temperados. Entretanto, a maior biodiversidade de fungos ocorre em climas
tropicais, portanto, nessas condi¢des deve haver um maior cuidado com a contaminagio e o
crescimento de espécies toxigenas em produtos da agricultura, devido ao maior risco de
producdo de micotoxinas (Almeida et al., 2000). O Brasil, com seu clima
predominantemente tropical, propicia condi¢des ideais para a proliferacdo de fungos
potencialmente toxigenos (Sabino et al., 1988).

Os principais fatores que favorecem o desenvolvimento de fungos durante o
armazenamento sdo: umidade, atividade de dgua, temperatura, periodo de armazenamento,
nivel de contaminacdo, matérias estranhas, insetos, nivel de oxigénio, condi¢des fisicas da
semente ou do grdo e condi¢gdes sanitarias da semente, do grao ou das racdes (Dionello et
al., 2000; Bueno et al., 2004). Aspergillus spp. e seus teleomorfos Emericella e Eurotium
sdo usualmente relatados como contaminantes, com uma alta taxa em substratos organicos,
especialmente em graos estocados e ragdes (Kozakiewicz, 1989).

O género Aspergillus spp. distingue-se morfologicamente pela presenca de uma
estrutura denominada aspergilo derivada de aspergillum, composta de conidi6foros com
talos ndo septados e vesiculas terminais, a qual d4d origem a métulas e fidlides (células
conidiogénicas) onde sdo formados os conidios. A maioria das espécies fungicas cresce
entre 15-30°C, com uma temperatura 6tima entre 20-25°C, mas o Aspergillus spp. pode
crescer em temperaturas mais elevadas (acima de 35°C). As condi¢des Gtimas para o
crescimento fungico podem ndo ser as mesmas para a producdo de seus metabodlitos
secundérios (Raper & Fennell, 1965). Esse género, um dos principais produtores de toxinas,
tem potencial degradador e carater saproéfita, sendo capaz de se manter em desenvolvimento
sob condi¢des adversas. Em ambiente com baixas umidade e atividade de dgua, pode
crescer e produzir toxinas que reduzem a qualidade nutritiva dos grdos e o seu valor de

mercado, além de representar um perigo potencial ao consumidor (Dionello et al., 2000).



Os fungos do género Fusarium sdo comumente encontrados no solo, capazes de
contaminar grdos, que podem ser usados em ragdes destinadas a nutricdo de aves
domésticas (Kubena et al., 1999). Esse género flingico apresenta distribuicio mundial e
muitas espécies sdo consideradas importantes patégenos vegetais. Os fungos filamentosos
produzem uma imensa diversidade de metabdlitos secundérios, como pigmentos,
antibidticos, fitotoxinas, além de compostos toxicos, denominados micotoxinas. Embora
existam dezenas de espécies de Fusarium, apenas um nimero limitado € responsavel pela
maior parte da contaminagdo de produtos agricolas e alimentos por micotoxinas. Sabe-se
que cepas de Fusarium moniliforme sao capazes de produzir véirias micotoxinas na
natureza, tais como a moniliformina, fumonisinas, &acido fusarico, fusariocinas e
zearalenona (Henry, et al., 2000).

Quando produzidos em associacdo com os alimentos, racdo animal e forragens, os
metabolitos toxicos podem ser ingeridos pelo homem e pelos animais, provocando as

micotoxicoses (Council for Agriculture Science and Technology, 2003; Moss, 1991).

2.2 Micobiota toxigena em produtos vegetais e racoes

Diversos trabalhos sobre a contaminacdo de alimentos e ragdes por fungos
toxigenos foram publicados no Brasil nos ultimos anos. Aspergillus flavus foi isolado em
86,6% de 90 amostras de milho provenientes de diversas regides do pais (Asevedo et al.,
1994). Estudos realizados em 130 amostras de milho recém-colhido e milho armazenado
em Sao Paulo provenientes da colheita de 1991 demonstraram que Fusarium spp. foi o
género fungico dominante (84%), seguido de Penicillium spp. (55%) e Aspergillus spp.
(41%) (Pozzi et al., 1995).

Outro estudo em 150 amostras de milho recém-colhido de vérias regides do Parana
demonstrou que a ocorréncia natural de representantes dos géneros Fusarium e Penicillium
foi de 98,7 a 100%, enquanto a ocorréncia natural de espécies de Aspergillus foi de 2,7 a
27,7% nas regides norte e centro-oeste do Estado, respectivamente. As amostras
provenientes do centro-sul do Estado demonstraram a prevaléncia de espécies de Fusarium
spp. (23,5 a 82,5% de espigas infectadas) e de Penicillium spp. (15 a 89% de espigas
infectadas), segundo Ono (1999).



Rosa (2002) estudou a micobiota toxigena de produtos vegetais e racdes destinadas
a alimentac¢do de frangos de corte em quatro fébricas de racdo do Estado do Rio de Janeiro
e observou que o género Aspergillus spp. foi prevalente (40,6%), seguido de Penicillium
spp. (39,8 %) e Fusarium spp. (14,7%), dentre outros. Em 2006, Rosa et al. estudaram a
micobiota e a habilidade em produzir ocratoxina A de espécies de Aspergillus e Penicillium
isoladas de ragdes de frangos de corte provenientes destas mesmas féabricas. Aspergillus
flavus e Penicillium citrinum foram as espécies de maior prevaléncia.

Fraga et al. (2007) monitoraram a contagem total da micobiota potencialmente
aflatoxigena e ocratoxigena de espécies de Aspergillus e seus teleomorfos, durante o
processo de manufatura de racdes destinadas a frangos de corte oriundas de uma fabrica no
Rio de Janeiro. Aspergillus flavus e Eurotium chevalieri foram as espécies de maior
prevaléncia isoladas das amostras de milho e de racao inicial, seguidas por A. candidus e A.
niger.

Dalcero et al. (1997,1998) e Magnoli et al. (1998) pesquisaram a micobiota em
racOes para frangos de corte na Argentina durante o periodo de 1995 a 1997. As espécies de
maior prevaléncia foram as pertencentes ao género Penicillium spp. em 98% das amostras,
seguida de Fusarium spp. com 87% e Aspergillus spp. em 52%. Dentre as espécies do
género Aspergillus, as mais freqlientemente isoladas foram: A. flavus (32%) e A.
parasiticus (30%), Eurotium repens (17%), A. candidus (15%), A. tamarii (11,5%), A.
terreus (12%), A. fumigatus (9,5%), A. niger (5,5%), A. parvulus (1%) e A. oryzae (0,5%).

Ogundero (1981) considerou em seus estudos a importancia da alta incidéncia e
abundancia de espécies de Aspergillus flavus e A. clavatus como contaminantes de ragao
para frangos de corte na Nigéria. Este autor, em outro estudo, demonstrou uma alta
prevaléncia destas espécies de Aspergillus e posteriormente enfatizou a alta capacidade
toxigena dos isolados bem como o alto poder de deterioragdo daquelas sobre os nutrientes
constituintes da ra¢dao (Ogundero, 1987).

Bauduret (1990) encontrou grande contaminacdo por fungos filamentosos em
amostras de racdo para frangos de corte na Islandia, constituida por: Aspergillus flavus
(95%), A. glaucus (91%), A. candidus (72%), A. niger (64%), A. restrictus (40%), A.
fumigatus (36%), A. terreus (36%), A. wentii (22%), A. versicolor (21%) e A. ochraceus
(9%).



Fungos aflatoxigenos isolados de racdo para aves na India apresentaram uma alta
incidéncia, com niveis variando de 76% e 86% para A. flavus e A. parasiticus,
respectivamente. Em outro estudo com fungos toxigenos em ragdes para frangos de corte
Benkerroum & Tantaoui-Elaraki (2001) no Marrocos, observaram a prevaléncia de fungos
em amostras de ragdo inicial, milho, cevada, trigo, farinha de peixe, soja e girassol.
Identificaram 196 isolados fingicos distribuidos em 10 géneros, isto &, Penicillium
spp.(35,7%), Aspergillus spp. (20,4%) Fusarium spp. (10,2%), Alternaria spp. (6,1%),
Mucor spp. (18,9%) e outros géneros (8,7%). As seis espécies de Aspergillus detectadas
foram A. niger (14/40), A. flavus (10/40), A. candidus (5/40), A. ochraceus (4/40), A.
versicolor (4/40) e A. ornatus (3/40).

2.3 Micotoxinas

Micotoxinas sdo compostos organicos de baixo peso molecular, produzidos como
metabolitos secunddrios toxicos por vdrias espécies de diferentes géneros flingicos, com
estruturas quimicas variadas e que ocorrem em uma variedade de substratos, incluindo
produtos agricolas (Diaz et al., 1994).

A formacdo do metabdlito secunddrio esta sujeito ao controle fisiolégico geral que
responde a fatores ambientais. H4 muitas evidéncias que o metabolismo secundario tem
menor prioridade que o crescimento na hierarquia da regulagdo. Quando um meio de
cultura € rico, com nutrientes balanceados, microorganismos tipo selvagem nao realizam o
metabolismo secundario ou seu potencial € reduzido (Vining, 1990).

As principais classes de micotoxinas incluem as aflatoxinas, os tricotecenos, as
fumonisinas, a zearalenona, as ocratoxinas e os alcaldéides do ergot. A maioria das
micotoxinas incluidas nesse grupo é produzida por trés géneros fungicos, denominados
Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Os principais fungos produtores de micotoxinas nao
sdo patdgenos vegetais agressivos, entretanto, as micotoxinas sdo produzidas nas plantas
durante seu crescimento, quando portas de entrada sdo providas e as condi¢des ambientais
sao apropriadas (Council for Agriculture Sciences and Technology, 2003).

A contaminag¢do de alimentos por micotoxinas pode ocorrer a campo, na colheita, no

transporte, no armazenamento e/ou na manufatura dos produtos (Smith & Henderson,



1991). Alguns fatores que influenciam a producdo de micotoxinas, sdo: composi¢do do
substrato, temperatura, teor de dgua, pH, competicdo microbiana, danos causados por
insetos, linhagem do fungo contaminante e estresse da planta (Bullerman et al., 1984;
Coulombe, 1991; Frisvad & Samson, 1992; Scussel, 1998; Watson, 1987), sendo que a
temperatura, a umidade e o tipo de substrato sdo os mais importantes (Mallozzi & Corréa,
1998).

As micotoxinas podem estar presentes em alimentos processados a partir de
produtos contaminados, podendo também ser metabolizadas pelo animal, e ocorrer na
carne, em ovos € no leite. Podem estar presentes no alimento processado, na forma do
composto inicial, ou podem ter sido previamente transformadas em outro metabolito toxico
no organismo animal (Council for Agriculture Science and Technology, 2003).

O milho (Zea mays) apresenta-se como uma das maiores lavouras brasileiras e em
2003/2004, a sua producdo chegou a ordem de 36,7 milhdes de toneladas, valor superior ao
obtido no ano de 2002 com 29,2 milhdes de toneladas (IBGE, 2005).

O balango positivo da produgao de graos foi bastante benéfico para o setor agricola,
uma vez que a escassez do produto, em anos anteriores, vinha causando transtornos aos
diversos segmentos que compdem a cadeia do produto, com maior reflexo na avicultura
(IBGE, 2004). Na producdo animal, aproximadamente 70% dos grdos de milho sdo
destinados a racdo. Em nosso pais cerca de 59% das vendas das ra¢des industrializadas sao
destinadas as aves (NTAFI, 2000).

Existem vdrios critérios para avaliar o impacto econdmico das micotoxinas.
Considera-se a perda de vida humana e animal, gastos com tratamentos médicos e
tratamentos veterindrios, perdas na produ¢do animal, de alimentos e de racdo, além de
gastos relacionados com pesquisa visando minimizar o impacto e a severidade dos
problemas ocasionados pelas micotoxinas (Hussein & Brasel, 2001).

A facilidade e a freqiiéncia com que as micotoxinas contaminam os produtos
agricolas, de maneira concomitante a exposicao cronica dos animais a esses quimicos, via
contaminacdo de racdes animais, podem significar a diferenca entre lucro e perdas na
inddstria avicola (Kubena et al., 1999). Foi estimado que o custo anual, relacionado com a
contamina¢do de grdos por micotoxinas, para a industria agropecudria, estd em torno de

centenas de milhdes de ddlares (Council for Agriculture Sciences and Technology, 1989).



2.4 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo produzidas por fungos do género Aspergillus, espécies A. flavus e
A .parasiticus, descobertas em 1960, apds provocarem surto toxico em perus na Inglaterra
(Turkey-X-disease).Neste surto, milhares de aves morreram apds consumirem racao tendo
como um dos seus constituintes a torta de amendoim, proveniente do Brasil. (Leeson et
al.,1995).

Sao conhecidos, atualmente, 18 compostos similares designados pelo termo
aflatoxina, porém, os principais tipos de interesse médico-sanitario sdo identificados como
B, By, G; e G, (Coulombe, 1991). As aflatoxinas, no entanto, apresentam diferentes graus
de atividade bioldgica: a aflatoxina B; (AFB;), além de ser a mais freqlientemente
encontrada em substratos vegetais, € a que apresenta maior poder toxigé€nico, seguida de

G, B> e G, (Leeson et al.,1995).

2.4.1 Caracteristicas fisicas e quimicas das aflatoxinas

A estrutura quimica das aflatoxinas ¢ muito semelhante, dado que s@ao compostos
quimicos simples e de baixo peso molecular, sendo que todas apresentam um ntcleo central
cumarinico ligado a uma estrutura bi-furandide, conforme se observa na Figura 1. As
aflatoxinas B apresentam um anel ciclopentona na molécula, enquanto que as da série G

apresentam anel lactona (Hussein & Brasel, 2001).
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Figura 1- Estrutura quimica das principais aflatoxinas. Fonte: Diaz e Boermans, 1994.

Podemos classificar as aflatoxinas como compostos de natureza cristalina,
termoestédveis e soliveis em solventes polares, como o cloroférmio e metanol. Podem ser
destruidas totalmente na presenga de solug¢des fortemente alcalinas, como a amonia e o
hipoclorito (OPAS, 1983)

As aflatoxinas caracterizam-se pela elevada toxidez que apresentam. Em Sauide

Animal, varias espécies domésticas e de experimentacdo sdo sensiveis aos seus efeitos



téxicos agudos, mutagénicos e carcinogénicos, sendo o figado o principal 6rgdo atingido
(Osweiler, 1990). De modo andlogo, em Satde Publica, as aflatoxinas sdo identificadas
como fatores envolvidos na etiologia do cancer hepatico no homem, conseqiiente a ingestao

de alimentos contaminados (McLean & Dutton, 1995).

2.4.2 Ocorréncia natural das aflatoxinas

A ocorréncia de fungos do género Aspergillus, bem como de suas toxinas em
alimentos e ragdes animais, apresenta distribui¢do mundial, com predominio nas regides de
clima tropical e subtropical. A contaminacao de produtos vegetais ocorre através do contato
com os conideos do fungo, presentes no ambiente, sobretudo no solo, durante os
procedimentos de colheita e secagem. A utilizagdo de praticas agricolas incorretas, que
prolongam o contato dos produtos com o solo, as lesdes na superficie dos graos, provocadas
por insetos, € o armazenamento inadequado, em locais umidos e sem ventilacdo, sdo
apontados como as principais causas que favorecem a contaminacao e o desenvolvimento
de fungos toxigenos (Chu, 1991).

A ocorréncia de aflatoxinas tem sido observada com freqiiéncia, principalmente no
Estado de Sao Paulo, em alimentos destinados ao consumo humano e animal, sobretudo
milho e ra¢des. No periodo de 1980 a 1987, Sabino et al.(1988) relataram a ocorréncia de
AFB; em 7,79% das amostras de ragdes animais analisadas, com nivel médio de
2412ug kg’ de AFB,.

Oliveira et al. (1998) analisaram amostras de racdo destinadas a alimentacido de
aves, provenientes de uma fabrica e de quatro granjas situadas em Manaus, Amazonas. O
Aspergillus spp. foi o mais freqiiente género isolado (71,7%), sendo que o Aspergillus
flavus foi a espécie mais isolada dentro desse género (53,3%). Cerca de 44% das cepas de
A. flavus produziram AFB; e AFB,, com niveis variando entre 40,4 a 10.827pg.kg” e de
79,4 a 2.835ug.kg”, respectivamente.

Recentemente, o Ministério da Saudde (Brasil, 2002) estabeleceu como limite
maximo, 2Oug.kg'1 de aflatoxinas totais (AFB;+AFB,+AFG+AFG,) em amendoim
(incluindo produtos derivados) e milho em grao (inteiro, partido, amassado, moido ou na

forma de farinhas e s€molas), destinados ao consumo humano.



Para qualquer matéria prima a ser utilizada diretamente ou como ingrediente para
racoes destinadas ao consumo animal, o Ministério da Agricultura (Brasil, 1988)
estabeleceu um limite mdximo de 50ugkg’ dado pela somatéria de
AFB+AFB,+AFG;+AFG; A Unido Européia estabeleceu como nivel maximo o valor de
10pug.kg”' de AFB; para a racdo pronta, destinada as aves. Paises como Canad4, Chile e
Estados Unidos adotaram como limite maximo o valor de ZOug.kg'1 de
AFB+AFB,+AFG;+AFG; para a alimentacdo de aves de produgao (Fonseca, 2003)

Levantamentos realizados no pais indicam um elevado percentual de amostras
positivas, com concentracdes potencialmente capazes de originar efeitos deletérios na
produtividade avicola. Os niveis de aflatoxinas encontrados em alimentos e racdes, obtidos

em alguns desses estudos podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1 — Niveis de aflatoxinas, soma das quatro fragdes (B; + B, + G| +. G,), detectados

em amostras de produtos vegetais e ragdes animais comercializados no Brasil.

Tipo de Produto Origem das Freqiiéncia® Nivel médio Referéncia
amostras (%) (pg.kg'l)
Ragoes Diversos Estados 25,5 50 —7.800° SABINO, 1980
Milho Minas Gerais 18,1 83 SABINO et al., 1986
Ragdes Diversos Estados 10,4 241 SABINO et al., 1988
Milho Regido Sul 18,2 79 SABINO et al., 1989
Milho Regido Sudeste 8,6 35 SABINO et al., 1989
Milho Rio Grande do Sul 28,9 1.906 SANTURIO et al., 1992
Ragdes e Milho Rio Grande do Sul 24,9 4-1.906" BALDISSERA et al., 1993
Sorgo Diversos Estados 12,8 7 -33° SILVA et al., 2000
Ragdes Rio de Janeiro 56,9 1-32° RIBEIRO et al., 2000

* Ntimero de amostras positivas / total de amostras analisadas;

b N ~ £ L.
valores referem-se as concentracoes minima € maxima.



E importante ressaltar que a concentracdo de aflatoxinas tende a aumentar ao longo
da cadeia de producdo e comercializacdo de ragdes. Jones et al., (1982) analisaram a
matéria prima, a racdo produzida na fabrica e, posteriormente, a mesma ra¢do armazenada
nos avidrios, encontrando médias de contaminagao de 1,2; 6,0 e 8,8ug.kg'1 de aflatoxinas,
respectivamente. Ainda no mesmo experimento, observou-se uma forte correlagdo entre o
tempo de permanéncia da racdo nos avidrios, freqiiencia e o nivel de aflatoxinas
encontrados. Os autores observaram que 6timas condi¢des encontradas para a producdo de
aflatoxinas nas ragdes contidas nos avidrios ocorreram com umidade relativa do ar entre 70-

89% e temperatura ambiente entre 19-27°C.

2.4.3 Biotransformacao da aflatoxina B, (AFB,)

A absorcao das aflatoxinas ocorre no trato gastrointestinal, e a sua biotransformacgao
ocorre primariamente no figado, por enzimas microssomiais do sistema de fun¢des oxidases
mistas, associadas ao citocromo P-450 (Biehl & Buck, 1987). A AFB; é considerada uma
das substancias mais toxicas para o figado, sendo este o principal érgdo atingido (Osweiler,

1990).

A AFB; € considerada um pré carcindgeno, que requer uma ativagdo metabdlica
para manifestar seus efeitos toxicos (Biehl & Buck, 1987; Hsieh & Atkinson, 1991). A
forma ativada da AFB; € o composto eletrofilico altamente ativo, identificado como 8,9-
oxido de AFB;, ou AFB-ep6xido, originado a partir da epoxida¢do da dupla ligagcdo do éter
vinilico, presente na estrutura bi-furanéde da molécula de AFB; (Emerole et al., 1979). A
AFB;-epoxido € capaz de reagir rapidamente com macromoléculas, como o dcido
desoxirribonucléico (DNA), acido ribonucléico (RNA) e proteinas, através de ligacoes
covalentes (Biehl & Buck, 1987). Estas ligacdes determinam a formacdo de adutos, os
quais representam a lesdo bioquimica primdria produzida pelas aflatoxinas (Essigmann et
al., 1982). A atividade bioldgica da molécula de DNA que estd ligada a AFB;-ep6xido é

alterada, originando assim os mecanismos dos efeitos mutagé€nicos e carcinogé€nicos da



AFB,. A formacdo desses adutos ocorre através da ligacdo com guaninas da molécula de
DNA os quais podem ser retirados da molécula, apds a sua formacdo, deixando sitios
vagos, que tendem a ser preenchidos com adenina, resultando num ponto de mutagdo

bastante significativo (Hsieh & Atkinson, 1991).

Os mecanismos de toxidez aguda das aflatoxinas estdo ligados aos adutos formados
pela ligacdao entre 0 RNA e proteinas a AFB;-ep6xido, o que acaba provocando a morte
celular pela inativacdo de macromoléculas essenciais as células. A inibicdo da sintese
protéica no figado e a diminui¢do das proteinas plasmaticas durante a aflatoxicose, sao
amplamente descritas na literatura (Tung et al., 1975; Kubena et al., 1991; Quezada et al.,

2000).

As vias de biotransformacdo da AFB; variam entre as espécies animais e tal fato
poderia justificar os diferentes graus de susceptibilidade a AFB; entre os individuos
(Woogan, 1992). Nao hd estudos detalhados sobre os tipos e o grau de atividade do
citocromo P-450 em aves de producdo. Klein et al. (2000) relatam que ja foram
identificados 6 diferentes tipos de citocromos (citocromo p-450 1A2, 2A3, 2B7, 2C8, 2K1
e 3A3/4), responsaveis pela ativagao da molécula de AFB,. A presenca ou auséncia de um
ou mais desses citocromos, bem como o seu grau de atividade, podem determinar a

susceptibilidade da espécie animal a AFB,, dentre outros.

2.4.4 Toxidez das aflatoxinas em aves de producao

A sensibilidade aos efeitos toxicos das aflatoxinas varia consideravelmente entre as
espécies animais. Com relacdo as espécies exploradas na avicultura comercial, a
susceptibilidade é maior em patos, seguidos de perus, gansos, faisdes e frangos (Muller et
al., 1970). Mesmo entre individuos de uma mesma espécie, a relacdo dose-resposta pode
variar de acordo com raca, sexo, idade e composicdo da dieta, entre outros fatores

(Coulombe, 1991). Para muitas espécies, os machos sdo mais susceptiveis que as fémeas,



ao passo que, em geral, a sensibilidade é acentuadamente maior nos jovens que nos adultos
(McLean & Dutton, 1995).

Os efeitos toxicos das aflatoxinas sdo dependentes da dose e do tempo de exposicao,
determinando, assim, intoxicacdes agudas e cronicas. A sindrome téxica aguda ocorre pela
ingestdao de alimento com alta concentracdo de aflatoxina, sendo os efeitos observados em
curto espaco de tempo. Caracteriza-se principalmente pela rdpida deterioracdo do estado
geral do animal, perda de apetite, hepatite aguda, ictericia, hemorragias e morte (Osweiler,
1990).

Na aflatoxicose cronica, o sinal clinico mais evidente é a diminuicdo da taxa de
crescimento dos animais jovens (Leeson et al.,1995). Ocorre através da ingestdo de
alimentos contaminados com baixos niveis de aflatoxinas por um longo periodo de tempo,
podendo a exposi¢do ao contaminante ser continua ou intermitente. Esta patologia é de
dificil diagndstico, apesar de constituir a principal forma de intoxicacdo em condicdes
naturais, o que ocasiona perdas econdmicas considerdveis as criacdes animais (Pier, 1992).

Giambrone et al. (1985a) alimentaram frangos de corte por 35 dias, com ragdes
contendo diferentes niveis de AFBj, e observaram redu¢ao no ganho de peso e alteragdes
histolégicas no figado, apenas nas aves que receberam diariamente racdes com aflatoxina
acima de 500ug.kg'1. Contudo, em outro experimento, Giambrone et al. (1985b) ndo
constataram sinais de aflatoxicose em frangos alimentados com niveis até 800ug.kg” de
AFB; por 5 semanas, porém perus submetidos aos mesmos tratamentos revelaram, além de
baixos indices de ganho de peso e de conversdo alimentar, um aumento na morbidade por
causas variadas e na mortalidade. Os autores concluiram que niveis na ragdo de até
66pg.kg”’ de AFB, sdo seguros na alimentacdo de frangos e perus. Os resultados obtidos
por Kan et al. (1989) corroboram essa afirmativa, pois ao alimentarem frangos de corte com
racdes contendo 50 a 100pg.kg’ de AFB,, ndo observaram nenhuma diferenca entre os
tratamentos quando comparados ao grupo controle.

Por outro lado, Doerr et al. (1983) realizaram dois experimentos com frangos de
corte, submetendo-os a intoxicacdo em condi¢des semelhantes as criacdes convencionais
(densidade de 0,074m”.ave). No experimento 1 encontraram significante reducdo no peso
vivo e eviscerado dos animais expostos a ragdes contendo niveis de 75, 225 e 675 ug.kg'1 de

aflatoxinas, quando comparado ao grupo controle. Porém no experimento 2, efetuado sob



as mesmas condi¢des do experimento 1, ndo houve diminui¢do significativa no peso vivo
dos animais recebendo ragdes contaminadas com 300 e 900pug.kg’ de aflatoxinas. Os
autores ressaltaram que, quando frangos de corte sdo alojados e manejados de maneira
semelhante aos avidrios comerciais, torna-se dificil predizer um nivel seguro de
contaminagdo na ragdo, devido aos varios efeitos ambientais capazes de produzir estresse

nos animais, os quais podem potencializar os efeitos da aflatoxina.

Jones et al. (1982) avaliaram cinco integracdes de frangos de corte, selecionando de
cada uma, seis produtores, dividindo-os em 3 categorias (bom, regular e fraco), de acordo
com um indicador de produtividade (média de peso de mercado x 100/conversdao
alimentar). Ao final do experimento, os autores constataram que os produtores classificados
como bons tinham uma freqiiéncia de contaminagao na racao de 18% (concentragao média
de 6,13ugkg?), enquanto que os classificados como regulares e fracos apresentavam,
respectivamente, freqiiéncias de contaminacido de 22,1 e 31,3% (niveis médios de 6,5 e
14,0ug.kg'1. Os resultados apresentaram correlacdo significativa, entre os grupos, para taxa

de mortalidade e condenacao de carcaca.

No que concerne as poedeiras, as principais manifestacdes da aflatoxicose, em
condi¢des experimentais, incluem redug¢do da produgdo e do peso dos ovos, aumento da

gordura hepética e alteracdo de enzimas séricas (Leeson et al., 1995).

Oliveira et al. (2001) alimentaram galinhas poedeiras por 60 dias, com ragdes
contendo 100, 300 e 500pg.kg” de AFB,. Os resultados indicaram que a AFBy, a partir de
100 pg.kg™, causou diminuicdo significativa no consumo de ragio, enquanto que apenas os

niveis de 300 e 500pg.kg™' causaram a diminuicdo significativa do peso das aves.

Reprodutoras de frangos de corte (Muthiah et al., 1998) e codornas poedeiras (Johri
et al., 1990) tiveram significante diminui¢do no consumo de racdo e na producdo de ovos

quando expostas a niveis acima de 500pg.kg”' de AFB;.

As aflatoxinas também exercem efeitos sobre o sistema imunitario. Entre os efeitos
de imunossupressdo, demonstrados em aves domésticas e outros animais de

experimentacao, destacam-se aplasia do timo e da Bursa de Fabricius, redu¢ao do nimero e



da atividade de células T, diminui¢do da resposta de anticorpos, supressdo da atividade
fagocitdria e reducdo de componentes humorais, como complemento (C4), interferon e
imunoglobulinas IgG e IgA (Pestka & Bondy, 1990; Pier, 1992). Todas estas alteracdes
contribuem para a ocorréncia de infeccdes concomitantes, sobretudo por agentes virais e

bacterianos, associados a exposi¢do dos animais as ragdes contaminadas com aflatoxinas.

Ghosh et al. (1990) observaram que SOOug.kg'1 de AFB; na racdo de frangos de
corte produzem imunossupressdao sem efeitos clinicos aparentes, podendo acarretar no
plantel morbidades e/ou mortalidades devido a infec¢gdes secunddrias. Os sinais observados
nos animais intoxicados incluiram diminui¢do significativa de linfécitos T, albuminas e

globulinas.

2.5 Fumonisinas

As fumonisinas compreendem o mais recente grupo de micotoxinas descoberto.
Desde seu isolamento em 1988, t€m sido associadas a doencas animais previamente
conhecidas como a leucoencefalomaldcea eqiiina e edema pulmonar suino (Leeson et al.,

1995).

As fumonisinas sdo produzidas por fungos pertencentes ao género Fusarium. O
principal produtor é o Fusarium moniliforme (Shephard et al., 1992), porém outras espécies
de Fusarium também sdo produtoras, como F. proliferatum (Ross et al., 1990), F. nygamai,
F. anthophilum, F. dlamini e F. napiforme (Nelson, 1992). Entretanto, fungos do género
Alternaria spp. também podem produzir fumonisinas (Chen et al., 1992). Sdo conhecidas,

atualmente, 16 estruturas moleculares designadas pelo termo fumonisina (Musser &



Plattner, 1997; Ah-Seo & Won Lee, 1999), porém a toxina predominantemente produzida
por linhagens de F. moniliforme é a fumonisina B; (FB;) (Norred, 1993). Somente a FB;
além das fumonisinas B, (FB;) e B3 (FB3), foram detectadas quando a producdo de

fumonisinas ocorreu em condi¢des naturais (Henry & Wyatt, 1993).

2.5.1 Caracteristicas fisicas e quimicas das fumonisinas

As andlises de ressonancia nuclear magnética e espectrometria de massa revelaram
que a fumonisina B; é um diéster de propano 1,2,3-4cido tricarboxilico e 2-amino-12,16
dimetil-3,5,10,14,15-pentahidroxicosano em que nos C14 e C15 os grupos hidroxilas sdao
esterificados com o grupo carboxiterminal de propano 1,2,3-dcido tricarboxilico

(Bezuidenhout et al., 1988).

As variacdes do grupo hidroxil das moléculas de fumonisinas determinam seus

diferentes tipos, conforme se observa na Figura 2.

As fumonisinas sao compostos fortemente polares e hidrossoliveis, que se
dissolvem muito bem em metanol, acetonitrila-dgua e s@o insoliveis em solventes

organicos de baixa polaridade (Diaz & Boermans, 1994).
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Figura 2 — Estrutura quimica das principais fumonisinas. Fonte: Diaz e Boermans, 1994.

2.5.2 Ocorréncia natural das fumonisinas




As micotoxinas produzidas pelos fungos do género Fusarium spp. normalmente
estavam associadas a regides de clima temperado, uma vez que esses fungos se
desenvolvem melhor e sdo mais toxigénicos em temperaturas mais baixas, principalmente
se comparado aos fungos do género Aspergillus spp. Entretanto diversos estudos
demonstraram que as micotoxinas dos fungos do género Fusarium spp. estdo presentes em
praticamente todos os paises (Placinta et al., 1999). Esses fungos estdo presentes nos

cereais, principalmente no trigo, milho e cevada (Miller, 1995).

A contaminacdo de grdos e cereais pode ocorrer ainda no campo, ou durante o
armazenamento. O fungo desenvolve-se bem no milho em condi¢des naturais onde, devido
a dificuldade da colheita no estigio correto de maturacdo da planta e ao alto teor de
umidade e armazenamento, encontra condicdes ideais para a produgdo de toxinas (Leeson

et al.,1995).

O Brasil, devido a predominancia de regides de clima tropical e subtropical, tem
apresentado grande incidéncia de fumonisinas no alimento, com altos niveis de
contaminacdo em alguns casos (Tabela 2). Porém nao existe legislagdo especifica
determinando qual o nivel de contaminag¢do considerado seguro para os alimentos

destinados ao consumo humano e animal.

O primeiro relato sobre a ocorréncia de fumonisinas na alimenta¢do animal no
Brasil foi feita por Sydenham et al. (1992). Foram coletadas 22 amostras de racdo
associadas a surtos confirmados de micotoxicoses em diversas espécies animais, como
cavalos, porcos coelhos e frangos, de fazendas do Estado do Parand. Ao analisar as
amostras foi constatado que 20 delas foram positivas para a presenca de FB;, na
concentracio de 0,2 a 38,5ug.g”’ e 18 foram positivas para a presenca de FB, na

concentracdo de 0,1 a 12,0ug.g'1.

Desde entdo, a ocorréncia de fumonisina B; em rac¢des brasileiras tem sido
demonstrada em vérios estudos. Em relacdo a sua ocorréncia natural em milho no Brasil,

Hirooka et al. (1996) detectaram FB; e FB, em 97,4% e 94,8%, respectivamente, de 48



amostras analisadas (39 de Estado do Paranid e 9 de Mato Grosso). Orsi et al. (2000)
observaram a ocorréncia natural de fumonisinas em amostras de milho do Estado de Sao

Paulo, verificando niveis médios de 9,72ug.g”" (FB)) e 7,67pg.g”" (FB,).

Em 2001, Mallmann et al. avaliaram a ocorréncia de fumonisina B; em cereais e
racoes do sul do Brasil. Das 407 amostras coletadas entre os meses de janeiro de 1996 e
junho de 1998, provenientes de diferentes granjas e indudstrias agropecudrias, 32% eram

positivas, sendo que as concentragdes variaram de 0,086 até 78,92pg.g ' de FB,.

Tabela 2 — Niveis de fumonisinas detectados em amostras de produtos vegetais

comercializados no Brasil.

Tipo de produto  Origem das amostras Freqiiéncia® Nivel médio  Referéncia

(%) (ng-g")
Fumonisina B,
Milho Mato Grosso do Sul 100,0 10,59 HIROOKA et al., 1996
Milho Parana 100,0 2,72-4,79° HIROOKA et al., 1996
Milho Sdo Paulo 76,0 1,00-6,58"  CAMARGOS et al., 2000
Sorgo Diversos Estados 74,2 1,10-1,50 b SILVA et al., 2000

* Ntimero de amostras positivas / total de amostras analisadas;

® valores referem-se s concentracdes minima e maxima.

A ocorréncia de Fusarium moniliforme em milho parece estar correlacionada com
altas taxas de cancer esofagiano no homem em Transkeli, Africa do Sul e na China. FB, e
FB, foram encontradas em amostras de milho produzidas localmente e consumidas por
habitantes de areas rurais de Transkei (Council for Agriculture Sciences and Technology,
2003; Yoshizawa et al., 1994). Foi realizado um estudo retrospectivo a partir de amostras
de milho coletadas durante o periodo de 1976 a 1989 em éareas da regido de Transkei. Os
resultados revelaram maiores niveis de contaminacdo por fumonisina no milho proveniente
das areas de maior incidéncia de cancer esofagiano, em comparagdo as amostras vindas de

areas com baixa incidéncia da doenga (Rheeder et al., 1992).



2.5.3 Mecanismo de acao da fumonisina B,

O mecanismo de ag@o das fumonisinas ainda nio é perfeitamente conhecido, mas
Wang et al. (1991), propuseram que a FB; poderia intervir na biossintese de esfingolipidios
ou “turnover” de esfingosina, porque existe uma similaridade da molécula de FB; com o
complexo amino dlcool esfingosina, que € um dos trinta ou mais aminoalcoois de cadeia
longa encontrados nos esfingolipidios de vdarias espécies. Os esfingolipidios mais

abundantes dos tecidos animais sdo a esfingosina e os glicoesfingolipidios.

Estudos feitos com hepatdcitos de roedores t€m demonstrado que as fumonisinas
bloqueiam a formacdo de esfingolipidios. Esta evidéncia corrobora a hipétese de que a
interrupcdo da formagdo de esfingolipidios, com conseqiiente acimulo de esfinganina e
esfingosina constituem o mecanismo pelo qual se manifestam os efeitos de toxicidade
aguda e carcinogenicidade das fumonisinas (Norred, 1993). Os esfingolipidios sdo
importantes para a manutencio da integridade da membrana celular, além da regulacdo de
receptores de superficie celular, bombas de ions e outros sistemas vitais para o

funcionamento e sobrevivéncia da célula (Leeson et al.,1995).

2.5.4 Toxidez das fumonisinas

As fumonisinas sdo extremamente téxicas para eqiiinos e suinos, entretanto, a FB
apresenta toxidez relativamente baixa para aves domésticas, tendo sido demonstrado em
estudo anterior que a FB; pura, em de até 80pg.g”, ndo causou efeitos adversos no

desempenho de frangos de corte em crescimento (Henry et al.,2000).



Embora haja necessidade de niveis consideravelmente mais altos de FB; para
produzir sintomas em frangos de corte e em perus, efeitos toxicos foram descritos, o que
vem contradizer a idéia de que essa ndo € uma micotoxina de importancia para a indudstria

avicola (Kubena et al., 1999).

A maioria dos estudos para determinar os efeitos deletérios da fumonisina foi
realizada a partir da incorporacdo de material de cultura de Fusarium moniliforme (FCM),
com concentracoes conhecidas de FB; em dietas de aves. Os resultados desses
experimentos demonstraram que as dietas contaminadas por F. moniliforme, contendo FB;,
afetam adversamente o desempenho e outras funcdes fisiolégicas de aves. Porém sabe-se
que vdrias micotoxinas diferentes podem ser produzidas por F. moniliforme. Assim sendo,
Henry et al. (2000) conduziram um estudo para determinar os efeitos da FB; purificada em
frangos de corte, visando comparar os achados, com os resultados verificados em que FCM
foi utilizado. Esse experimento foi justificado pelo fato de que ndo se deve associar todos
os efeitos relacionados ao consumo de FCM na dieta, exclusivamente a FB;. A partir dos
achados desse estudo, os autores concluiram que, aparentemente o uso de FCM em estudos

com FB; € apropriado.

Em estudo com frangos de corte recebendo racao com 300ug. g'1 de FB,, durante as
duas primeiras semanas de vida, Brown et al. (1992) observaram diarréia, 19% de reducao
no ganho de peso do figado, além de alteracdes histolégicas, como necrose hepatica

multifocal, hiperplasia biliar, necrose de musculos e raquitismo.

Javed et al. (1993) administraram diferentes niveis de FB; (61 - 646ug.g'1), FB, (14
- 98ng.g”") e moniliformina (66 - 367ug.g'1), isoladas ou em combinagdo, para frangos de
corte em diferentes idades. Todos os grupos demonstraram sinais clinicos evidentes de
intoxicagdo, além de redug¢do no ganho de peso e aumento na mortalidade, sendo que a

interacdo entre FB; e moniliformina exacerbou os efeitos toxicos.

Weibking et al. (1993) avaliaram frangos de corte submetidos a racdo com
diferentes niveis de FB, observando lesdes no figado e reducdo no ganho de peso nos
grupos que receberam ragdes contendo niveis de 225 e 450ug.g'1 de FBj, respectivamente.

Animais tratados com 75pg.g” de FB; apresentaram apenas reducdo na biossintese de



esfingolipidios, quando comparados com o grupo controle, indicando que aquele nivel pode

ser toxico para aves, apesar de ndo resultar em sinais clinicos evidentes.

Kubena et al. (1999) estudaram os efeitos da intoxicagdo cronica de galinhas
poedeiras por fumonisina, suplementada através de material de cultura de Fusarium
moniliforme, em niveis de 100 a 200ug de FB;.g" de racdo. Os resultados indicaram que as
galinhas poedeiras podem ser capazes de tolerar concentragdes relativamente altas de FB,
por longos periodos de tempo, sem afetar de maneira adversa a saide e o desempenho

desses animais.

Bermudez et al. (1995) avaliaram os efeitos da intoxica¢do de patos brancos Pekin
de 1 dia por FB; a partir da inclusdo de FCM na dieta, o que forneceu niveis de 0, 100, 200
e 400pg de FB,.g' de racdo, durante 21 dias. As aves recebendo racdo intoxicada
apresentaram reducao no consumo e no ganho de peso, numa relacao dose-dependente. Os
niveis dietéticos crescentes de FB; foram associados com o aumento de peso absoluto do
figado, coragdo rim, pancreas e proventriculo. A relacdo hepatica esfinganina:esfingosina
aumentou significativamente nos patos que receberam FB;. Foi verificada hiperplasia
hepatocelular em todas as aves que receberam racdo contaminada pela micotoxina.
Entretanto, hiperplasia biliar s6 foi observada nas aves intoxicadas com 400ug de FBl.g'1
de racdo. Os autores concluiram que os patos sdo relativamente resistentes aos efeitos

toxicos da FB;.

Henry et al. (2000) investigaram a toxidez da FB; em frangos de corte a partir da
incorporagdo da toxina purificada (98,1% pura) sob niveis de 0, 20, 40 e SOug.g'1 de racao,
sendo que as aves foram alimentadas do dia O até os 21 dias de idade. Os resultados
indicaram que a concentracdo hepatica de esfinganina e a relagdo esfinganina:esfingosina

estavam aumentadas em todos os grupos tratados.

Espada et al. (1994) estudaram os efeitos da micotoxicose por fumonisina em
frangos de corte, avaliando parametros de desempenho e de bioquimica sérica. Para tanto,
trés experimentos foram realizados, sendo que, no primeiro deles, frangos de dois dias
receberam dieta contendo 10pg de FB,.g”' de racdo purificada por 6 dias. Nos experimentos

2 e 3, frangos de 2 dias receberam dieta em que foi incluido FCM que suplementava niveis



de FB; em 30ug.g'1 administrados por 2 semanas e 300ug.g'1 durante 8 dias. Comparadas
com o grupo controle, as aves intoxicadas apresentaram diarréia, diminui¢do do ganho de
peso, aumento do peso relativo de figado e diminuicao do peso relativo do bago. A redugao
do peso relativo do 6rgao linféide, observada pela supressao da imunidade humoral e da
funcdo fagocitaria dos macrofagos, contribui com o aumento da susceptibilidade das aves
as infec¢Oes bacterianas durante intoxicagdes. A fumonisina também causou diminui¢do
dos niveis séricos de triglicérides, dcido urico, fosfatase alcalina e aumento dos niveis de
GGT, AST, LDH, creatinina quinase e colesterol. Os autores relataram que tais alteracdes
poderiam refletir em danos hepdticos e o aumento significativo na atividade da AST
proporciona evidéncia de toxicose, concluindo que, mesmo baixas doses de fumonisina sdo

téxicas para frangos de corte jovens.

A imunossupressdo também € apontada como um dos principais efeitos toxicos da
FB;. Li et al. (1999) ndo observaram redu¢do no ganho de peso ou aumento na conversao
alimentar de frangos alimentados com 200pg.g”" de FB,, porém constataram diminui¢io na

imunidade humoral e na supressao de linfécitos.

2.6 Estudos de interaciao entre micotoxinas

Fungos e micotoxinas possuem uma ampla distribuicdo mundial, e diferentes
espécies flingicas, bem como suas micotoxinas, podem estar presentes em um mesmo
substrato. Para a formulagcdo das ragdes utilizadas na alimentagcdo animal, sdo utilizados
diferentes tipos de grdos, de diferentes origens, o que aumenta a possibilidade da co-
ocorréncia de duas ou mais micotoxinas em uma mesma dieta. Estudos indicam que a
toxidez de algumas micotoxinas pode ou ndo ser aumentada de uma maneira aditiva ou
sinérgica, quando ha a co-ocorréncia de duas ou mais micotoxinas na alimenta¢do animal
(Bermudez et al., 1997; Casado et al., 2001; Kubena et al., 1997; Li et al., 2000; Weibiking
et al., 1994).

Kubena et al. (1995) realizaram o estudo dos efeitos da FB;, em combinacdo com

aflatoxinas, em perus, fornecendo as aves racdo contendo 200ug.g™' de FB; e 750ug kg™ de



aflatoxinas (79% AFB;, 16% AFG,, 4% AFB, e 1% AFG,). As aves alimentadas com
racdo contendo apenas a FB; apresentaram reducdo de 10% no ganho de peso em relacdo
ao grupo controle. As aves tratadas com aflatoxinas tiveram uma reducdo de 39%, e as
tratadas com as micotoxinas combinadas tiveram reducdo de 47% no ganho de peso em
relacdo ao grupo controle. Além disso, observou-se uma diminui¢do significativa do peso
relativo do figado, nas aves que receberam o tratamento combinado. Os autores concluiram
que os efeitos da FB; e das aflatoxinas, quando combinados, podem ser mais severos do
que quando estao presentes isoladamente. Anteriormente, Weibking et al. (1994) obtiveram

resultados semelhantes em um estudo efetuado com perus jovens.

Sobre a ocorréncia simultanea das aflatoxinas e das fumonisinas no campo, Kpodo
et al. (2000) analisaram 15 amostras de milho coletadas em Ghana, onde foi observado que
todas as amostras foram positivas para a presenca de fumonisinas. Em 53% das amostras
foi encontrada a co-ocorréncia de aflatoxinas e fumonisinas, sendo que a amostra com a
maior concentracdo de aflatoxinas (662ug.kg'1) também apresentava 1043pg.g” de
fumonisinas totais. A amostra que apresentou a maior concentra¢cdo de fumonisinas

(2534pg.g") também apresentava 89pg.kg" de aflatoxinas totais.

Shetty & Bhat (1997) demonstraram pela primeira vez na India, a co-contaminagio

de milho e ragdes para aves com fumonisinas e aflatoxinas.

Almeida et al. (2000) ao analisarem amostras de grdos de milho recém colhido,
provenientes de 3 regides do Estado de S@o Paulo, detectaram a predominancia dos géneros
Fusarium spp., Penicillium spp. e Aspergillus spp. Dentro do género Aspergillus spp., o A.
flavus foi a espécie mais isolada nas amostras, sendo que 60% de suas cepas isoladas
produziram aflatoxinas, que variaram de 615 a 30750pg.kg” de AFBy, e 11 a 22ugkg” de
AFB,. No género Fusarium spp., o F. moniliforme foi a espécie mais freqiientemente
isolada, sendo que 100% de suas cepas isoladas produziram fumonisinas, que variaram de

20 a2168pg.g” de FB e de 10a 280pg.g”" de FB,.

Pozzi et al. (1995) analisaram amostras de milho do Estado de Sao Paulo,
verificando que 84% das amostras foram positivas para o fungo do género Fusarium spp,

55% para o género Penicillium spp. € 41% para Aspergillus spp, demonstrando uma



possivel co-ocorréncia de diferentes micotoxinas nessas amostras Entre os fungos do
género Fusarium spp, a espécie predominantemente isolada foi o F. moniliforme (81%),

enquanto o Aspergillus flavus (36%) foi a espécie mais isolada em seu gé€nero.

2.7 Zearalenona

A zearalenona € produzida por fungos do género Fusarium, classificados na
categoria dos Fungi Imperfecti. Devido a um grande nimero de fungos do género Fusarium
serem encontrados no estigio sexual ou perfeito, estes sdo classificados como Ascomycetes.
No estdgio imperfeito do fungo, que produz a zearalenona, podem-se exemplificar os
fungos Fusarium graminearum ou Fusarium roseum e o estdgio sexual perfeito como
Gibberella zeae. Os micélios e esporos dos organismos deste grupo sdo caracteristicamente
de cores vermelhas ou “pink” (Lillehoj, 1973).

De onze variedades do género Fusarium spp., as variedades Fusarium graminearum
(F. roseum), F. tricinctum, F. oxysporum, F. sporotrichoides e F. moniliforme produzem
quantidades significativas de zeraralenona, sob condi¢des laboratoriais. A bioprodugao
indica que as enzimas envolvidas na sintese da zearalenona sdo ativadas sob reduzidas
temperaturas, em torno de 10°C (Lillehoj, 1973, OMS, 1983). Em uma unica colheita,
acima de 80% da amostra de graos de uma regido poderdo estar contaminadas pelo fungo

(Lillehoj, 1973).

2.7.1 Caracteristicas fisico-quimicas

A zearalenona, metabdlito secundario com caracteristicas estrogénicas produzidas
por fungos do género Fusarium (Long & Diekman, 1986), é uma beta-lactona do 4cido
fendlico resorcilico, classificada de acordo com sua origem biossintética, como um
nonacétido dentro do grupo dos policétidos (Turner, 1971). A zearalenona (C;sH»,0s) € um

composto cristalino branco, com massa molecular relativa de 318, temperatura de fusao de



164 - 165°C e coeficientes mdximos de absor¢do de 27700 na faixa de onda de 236nm, de
13.909 na faixa de 274nm e de 6.020 na de 316nm (OPAS, 1983).

Tem-se isolado diversos derivados da zearalenona em culturas fingicas (8’-
hidroxizearalenona, 5’-formilzearalenona, zearalenol, 6’8-diidroxizearalenona), porém
nenhum destes foi encontrado até o momento, como contaminante natural dos alimentos
(OPAS, 1983).

A toxina exibe uma fluorescéncia azul-esverdeada quando excitada por luz
ultravioleta (U.V.), de onda longa (360nm) e uma fluorescéncia verde mais intensa quando

exposta a luz U.V. de onda curta (260nm) (OPAS, 1983).

2.7.2 Ocorréncia natural

O aparecimento da zearalenona nos alimentos estd ligado a condi¢cdes ambientais
favoraveis. Temperaturas de 20 a 25°C favorecem o crescimento do fungo, porém
temperaturas relativamente mais frias (8 a 14°C) sdo requeridas para uma 6tima produgao
de zearalenona (James & Smith, 1982). Portanto é provdvel que a zearalenona seja
frequente em regides que apresentem tais condi¢cdes ambientais.

O aparecimento do hiperestrogenismo, relacionado com a zearalenona,
anteriormente conhecida como toxina F2, foi descrito pela primeira vez ha mais de meio
século por McNutt et al. (1928). Posteriormente, esta sindrome foi descrita em diversos
paises, como Austrdlia (1937), Irlanda (1952), Franca e Itdlia (1962), Iugoslavia (1963),
Roménia (1967), Hungria e Dinamarca (1968) e Canada (1971) (OPAS, 1983).

Em trabalhos realizados nos E.U.A. entre 1968 e 1969 encontrou-se 1% das
amostras de alimentos contaminadas por zearalenona, em concentracdes que oscilavam
entre 450 e 800ug.kg’ (ppb) (OPAS., apud Stowel et al., 1971). Em 1972, em outro
trabalho, no qual as condic¢des climéticas daquele ano foram favordveis ao aparecimento de
micotoxinas, 17% das amostras de milho apresentavam quantidades de zearalenona que
variavam de 0,1 a 5,0pg.kg”’ (OPAS., apud Eppley et al., 1974). Na Argentina, Odriozola et
al. (1985) encontraram 21% das amostras de milho provenientes de silos abertos, silagem e

farinhas peletizadas contaminadas por zearalenona, em niveis que variavam entre 100 e



1.600ppb. Tanto a incidéncia desta toxina como os niveis verificados foram maiores nas
amostras do milho mantido empilhado.

Na Alemanha, na regidao de Schleswig Holstein, foram encontrados 11,7% de 120
amostras de racdes comerciais e cevada utilizadas nessa regido para a alimentacdo de
suinos, com niveis de zearalenona que chegavam a 217 ppb (Krause, 1985).

Na Suécia, analisando-se o milho importado por aquele pais, além de outras
micotoxinas encontraram-se 41% das amostras contaminadas por zearalenona (Olsem,
1986).

No Brasil, Santo et al.(1985) descreveram a sindrome do hiperestrogenismo em
vdrias granjas suinicolas do Rio Grande do Sul, onde 90% das amostras encaminhadas ao

laboratdrio apresentavam resultado positivo para fungos do género Fusarium.

2.7.3 Mecanismo de acao

Nao se tem dados precisos sobre a absor¢do da zearalenona pelo sistema digestivo,
mas esta toxina parece ser metabolizada no figado, sendo transformada em dois
metabolitos, sendo um o beta-zearalenol, produzido em maior quantidade, e o outro o alfa-
zearalenol produzido em menor quantidade na maioria das espécies, mas que tem maior
atividade uterotréfica (Pompa et al., 1986)

Acredita-se que a enzima que catalisa a reducdo de zearalenona para zearalenol seja
a 3-alfa-hidroxi-esterdide desidrogenase (3a-HSD). Esta enzima é conhecida por degradar
0 5 o-androstam-3,17-dione, um produto do metabolismo dos esterdides (Olsem et al.,
1981; James & Smith, 1982).

A zearalenona e seus metabdlitos mostraram que interagem com receptores
estrogénicos, tendo efeitos sobre as secrecdoes endometriais, sintese de proteinas uterinas e
aumento do peso uterino (Boyd & Wittliff, 1978; Katzzenellenbogen et al, 1979) e
causando a manutencdo do corpo ldteo na auséncia de conceptos (Long & Dieckman,
1984), o que € denominado de pseudogestacgao.

As alteracdes no trato reprodutivo, induzidas pela zearalenona (Kurtz et al, 1969;
Chang et al., 1979), ocorrem devido ao decréscimo dos niveis de progesterona, assim como

pelo aumento da atividade estrogénica. Como conseqii€éncia, verificam-se alteracdes na



atividade secretdria do endométrio e, portanto, do meio ambiente no limem uterino (Long

& Dieckman, 1984).

2.8 Metodologias para deteccao de micotoxinas

Os primeiros métodos para a determinacdo de aflatoxinas em alimentos foram
desenvolvidos em meados dos anos 60, tendo como base a propriedade fluorescente da
toxina, quando exposta a luz ultravioleta. Deste modo, a técnica de identificacdo e
quantificacdo utilizada de inicio, e ainda largamente empregada na atualidade, foi a
cromatografia de camada delgada (CCD) (OPAS, 1983). Posteriormente, com o
desenvolvimento dos métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), houve
um incremento notdvel no grau de precisdo das andlises, porém, com o aumento

significativo dos custos das mesmas (Chu, 1984; Stubblefield & Van Egmond, 1989).

No inicio da década de 80 surgiu uma nova perspectiva para a andlise de
aflatoxinas, com a introdu¢do de métodos imunoquimicos, ou imunoensaios,
fundamentados nas reagdes especificas entre anticorpos e antigenos, com destaque para os
de radioimunoensaio, cromatografia de imunoafinidade e de ensaio por enzimas imuno-

adsorvidas (ELISA) (Frémy & Chu, 1989; Pestka et al. ,1995).

Existem, atualmente, conjuntos de ELISA, produzidos em escala comercial, para
execug¢do de andlise de micotoxinas em alimentos. Esses sistemas sao de execucao simples,

e podem ser empregados diretamente nas amostras, uma vez que nao requerem etapas de



purificacdo devido as altas especificidade e sensibilidade dos anticorpos. Esta caracteristica
representa uma vantagem considerdvel do método, pois permite a sua aplicacdo em grande
nimero de amostras, em intervalo de tempo relativamente pequeno, o que nao ocorre com

os métodos cromatograficos (Martlbauer et al., 1991).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local e instalacoes

As andlises micotoxicoldgicas foram realizadas nos laboratérios do Nucleo de
Pesquisas Micoldgicas e Micotoxicoldgicas do Departamento de Microbiologia e
Imunologia Veterinaria do Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de

Janeiro.

3.2 Amostras

Durante o periodo compreendido entre maio de 2003 e abril de 2004, foram
coletadas 48 amostras de ragdes para frangos de corte em trés criatérios avicolas no
municipio de Sdo José do Vale do Rio Preto, Estado do Rio de Janeiro. O plano de
amostragem utilizado foi o seguinte: cada amostra de lkg foi obtida a partir da
homogeneizac¢do e subdivisdo de 25 amostras de 10kg na linha de producdo da fabrica

(Dalcero et al.; 1997). A formulacdo das ragcdes utilizadas encontra-se no Anexo 1.

3.3 Equipamentos

a) Cromatdgrafos Liquidos - Foram utilizados os cromatdgrafos liquidos de alta
eficiéncia (Waters Associates®, Inc., Miliford, M.A. - EUA) equipado com duas bombas
Waters (modelo 510), injetor Rheodyne (Rheodyne®, Cotati, California — EUA) com loop
de 20uL, detector de fluorescéncia Waters (modelo 420) e de absorvancia Lambda-Max
Waters (modelo 481) e integrador registrador (modelo 740) e dectector de arranjo de
diodos D-6000 Merck-Hitachi, (Hitachi Ltd. ®, Téquio, Japao), equipado com Workstation
com software de controle D-6, do Nucleo de Pesquisas Micoldgicas e Micotoxicoldgicas da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e um sistema Hewlett-Packard® equipado
com detector de fluorescéncia Spectrofluorescence. Ambos o0s sistemas tiveram seus
detectores de fluorescéncia equipados com filtros de excitacdo de 330nm e de emissdo de

460nm.



b) Leitor de ELISA: modelo Quick ELISA, Drake Eletronica e Comércio Ltda,
Lote/ n® série 322.
¢) Estufa BOD Etica

3.4 Isolamento, contagem e classificacao da micobiota contaminante

A contagem de unidades formadoras de colonias (UFC.g™") de fungos filamentosos e
leveduras foi realizada segundo metodologia de diluicao decimal seriada descrita por Pitt &
Hocking (1997), conforme a seguir:

Agitou-se em liquidificador, em copo estéril, 10 gramas da amostra em 90mL de
dgua peptonada a 0,1% . A partir desta diluicdo inicial (10™) preparou-se dilui¢des decimais
seriadas até 10™*. Inoculou-se (em triplicata) aliquotas de 0,1mL de cada uma das dilui¢Ges
nos meios de cultivo, tais como: Dichloran Rose Bengal Cloranfenicol (DRBC) utilizado
para contagem geral (King et al. 1979, modificado por Pitt & Hocking, 1985); Dichloran
18% Glicerol Agar (DG18) um meio seletivo para fungos xerofilicos (Hocking & Pitt,
1980) e o meio Dichloran Cloranfenicol Peptona Agar (DCPA) para isolamento de espécies
do género Fusarium spp. (Andrews & Pitt, 1986)

As placas de DRBC, DG18 foram incubadas a 25°C por 7 dias em estufa BOD
Etica. As placas de DCPA foram incubadas a 24°C por 7 dias em fotoperiodos de 12h sob
luz fria e luz negra alternadamente com lampadas fluorescentes. Todas as placas foram
observadas diariamente, onde as placas de meios para enumeracdo foram selecionadas
dentre aquelas que apresentaram em torno de 10 a 100 UFC.g" (Dalcero et al., 1997).

As colonias fungicas selecionadas para identificacdo foram repicadas em Malte
Extract Agar (MEA), em tubos inclinados e mantidas a 4°C. O repique nos meios proprios
para identificacdo da espécie foi feito de acordo com os métodos propostos para cada
género (Klich, 2002; Pitt & Hocking, 1997; Nelson et al., 1983), descritos nos Anexos 2,3 e
4.



Todos os meios de cultivo foram preparados nos laboratérios do NPMM utilizando
drogas e reagentes certificados Merck-Quimitra e Sigma Co., de acordo com os formularios

contidos no Anexo 5.

3.4.1 Espécies fiingicas de referéncia

As espécies fungicas de referéncia foram depositadas na Cole¢ao Micoldgica do
Departamento de Biologia - CMDB-IOC/FIOCRUZ sob os seguintes nimeros de registro:
CMDB 0473, CMDB 0474, CMDB 0475, CMDB 0476, CMDB 0477, CMDB 0478,
CMDB 0479, CMDB 0480, CMDB 0481, CMDB 0482, CMDB 0483 e CMDB 0484. Os

codigos das amostras isoladas foram demonstrados no Anexo 6.

3.5 Testes de ELISA

Para a realizacdo dos testes foram utilizados kits comerciais desenvolvidos e
produzidos pela Beacon Analytical Systems Inc. O kit Beacon em placa utiliza o método de
ELISA competitivo para andlise quantitativa das micotoxinas. Foram utilizados trés kits
distintos, um especifico para cada toxina procurada: aflatoxina B;, fumonisina B; e
zearalenona.

A micotoxina € extraida da amostra agitando-a com metanol e dgua. O extrato
obtido € filtrado e depois testado através de imunoensaio. O conjugado Micotoxina-HRP-
Enzima € pipetado nos pogos seguido dos calibradores ou amostras de extrato. Em seguida,
pipeta-se o anticorpo da micotoxina para iniciar a reagdo. Durante uma incubacdo de 10
minutos a micotoxina da amostra e o conjugado Micotoxina-HRP-Enzima competem por
um numero limitado de anticorpos. Passados os 10 minutos de incubacao, o contetido dos
pocos € descartado e a placa é lavada para remog¢do de qualquer enzima que nio tenha se
ligado ao anticorpo. Um substrato de limpeza € adicionado aos pocgos e qualquer toxina do
conjugado-enzima se converterd na cor azul. Seguindo uma incubagcdo de 5 minutos, a
reacdo € interrompida e a intensidade da cor de cada pogo € lida. As amostras de cores
desconhecidas sdo comparadas com as cores dos calibradores e a concentragdo da

micotoxina das amostras € obtida.



Resultados semi-quantitativos sdo obtidos por simples comparag@o das absorbancias
das amostras com a absorbancia dos calibradores. Amostras contendo cores mais claras que
um pogo de calibrador tem uma concentragdo de micotoxina maior que a concentragdo do
calibrador. Amostras contendo cores mais escuras que um pogo de calibrador tem uma
concentracdo menor que a concentragdo do calibrador. Uma interpretacdo quantitativa
requer um grifico das absorbincias dos calibradores (eixo X) vezes o logaritmo da
concentracdo dos calibradores (eixo Y) em papel grafico. Uma linha reta é tracada através
dos pontos dos calibradores e as absorbancias das amostras sdo inseridas nesta linha. O

ponto correspondente do eixo Y € a concentragdo da amostra.
3.6 Metodologia para Cromatografias
3.6.1 Aflatoxinas por CLAE

Andlises de aflatoxina B; (AFB;) foram realizadas por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando-se a metodologia proposta por Trucksess et al. (1994).
Uma porcao de 50g de racdo foi extraida com 100 ml de acetonitrila:dgua (90:10, v/v) por
agitacdo, durante 2 minutos em Shaker. A mistura foi filtrada utilizando-se papel de filtro
Whatman n° 4 (Whatman, Inc., Clifton, New Jersey, USA) e uma aliquota de 3mL foi
retirada e colocada em tubo de cultura de 10mL. Uma coluna multifuncional (Mycosep 224
MC, Romer Labs®, USA) foi empurrada lentamente dentro do tubo de cultura. O extrato
foi for¢ado através do cartucho, através de uma vélvula de tnica via. O extrato purificado
(0,5mL) foi coletado numa coluna reservatério. Uma aliquota (200uL) foi derivatizada com
700uL de 4cido trifluoracético-acido acético-agua (20:10:70, v/v). A aflatoxina derivatizada
foi analisada utilizando-se o sistema de CLAE. Separagdes cromatograficas foram
realizadas em coluna de fase reversa (Varian, 150 X 4,6nm id., 5-u tamanho de particula).
Agua—metanol—acetonitrila (4:1:1, v/v) foi usado com fase mével numa razdo de fluxo de
ImL.min"'. A fluorescéncia da aflatoxina derivatizada foi registrada pela excitacio e
emissao de comprimento de onda de A 360nm e A 460nm, respectivamente. Curvas padrao

foram construidas com diferentes niveis de AFB;. Essa toxina foi quantificada por



correlagdo dos maiores picos dos extratos das amostras com essas curvas padrao. O limite

de detec¢do deste método analitico foi de 1ng. g'l, cuja recuperacao de AFB; foi de 82%.
3.6.2 Fumonisinas por CLAE

A andlise de fumonisina B; (FB;) foi realizada por CLAE de acordo com a
metodologia proposta por Shephard et al (1990) e modificada por Doko et al. (1995). 15¢g
de uma amostra foram extraidas com 50mL de acetonitrila:dgua (1:1, v/v) e agitada por 30
minutos. A mistura foi filtrada através de papel de filtro Whatman n°4. Uma aliquota
(50pL) foi derivatizada com 200uL de solugdo de oftaldialdeido (OPA) obtida por adi¢do
de SmL de tetraborato de sédio a 0,1M e 50uL. de 2-mercaptoetanol a 1mL de metanol
contendo 40mg de OPA. As amostras derivatizadas (20uL) foram analisadas pelo sistema
de CLAE , conforme descrito acima. A fase mével usada foi metanol: fosfato diidrogenado
sédico a 0,1M (75:25, v/v) ajustado ao pH 3,35 com 4cido fosférico, numa razdo de fluxo
de 1,5mL.min"". A fluorescéncia de fumonisina OPA-derivada foi registrada por excitacdo e
emissao de comprimento de onda de A 335nm e A 440nm, respectivamente. Curvas padrao
foram construidas com diferentes niveis de FB,. Essa toxina foi quantificada por correlagao
dos maiores picos dos extratos das amostras com essas curvas padrdao. O limite de detec¢ao

deste método analitico foi de 20ng.g™.
3.6.3 Zearalenona por CCD

A andlise de zearalenona (ZEA) foi realizada por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), seguindo a metodologia descrita pela AOAC (1995). 25g de amostra de
racdo foram extraidas com 125mL de metanol: dgua (60:40, v/v), 8mL de hexano, 2g de
NaCl e agitadas por 30 minutos em um shaker orbital. A mistura foi filtrada através de
papel de filtro Whatman n° 4 e 25mL do filtrado fase metanol:dgua foram extraidos duas
vezes com 25 e 15mL de cloroférmio, respectivamente. A fase cloroférmio foi concentrada
para secagem utilizando um rotavapor e o extrato redissolvido em 200uL de
benzeno:acetonitrila (98:2, v/v). O extrato foi desenvolvido para ZEA pela aplicacdo de

“spots” de 2uL, Sul. e 10uL para cada extrato juntamente com as solucdes padrdao de



toxinas em cromatofolhas de aluminio silica gel 60 CCD (20 x 20cm, Merck, Alemanha) e
desenvolvidas com cloroférmio: acetona (90:10, v/v). Cromatogramas foram secos em ar e
observados sob luz ultravioleta em 365 e 254nm. As quantidades relativas de ZEA
determinadas quantitativamente por comparagdo visual sob luz ultravioleta com solugdes

padrdo de concentragdes de toxinas conhecidas.

3.7 Analises Estatisticas

As andlises de dados foram realizadas por andlise de variancia. Os dados de
micotoxinas obtidos foram transformados usando a fun¢do logaritmica log;y (x + 1) antes
da utilizacdo da andlise de variancia. O teste de Scheffé foi usado para determinar
diferencas significativas entre as metodologias.(QUINN & KEOUGH, 2002). As andlises
foram conduzidas usando o programa computacional PROC GLM em SAS (SAS Institute,
Cary, NC).



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Isolamento e contagem

Os resultados obtidos forneceram a contagem dos propédgulos flingicos, expressa por
meio de unidades formadoras de colonia por grama (UFC.g') de amostra analisada,
demonstrados na Tabela 3. Os valores médios obtidos em meio DRBC, variaram de 2,8 x
10> UFC.g"' na ragdo pré-inicial a 1,13 x 10* UFC.g"' observados na ra¢do de engorda. Os
fungos xerofilicos foram contados em meio DG18, apresentando carga fungica que variou
de 9 x 10> UFC.g 'obtidas na ragdo pré-inicial a 1,79 x 10* UFC.g"', obtidas na ragio de
abate. Para as espécies pertencentes ao género Fusarium foi utilizado o meio DCPA, onde
os valores médios obtidos variaram de 1,2 x 10° UFC.g", na ragdo pré-inicial a 1,68 x 10*
UFC. g'1 na racdo de abate.

Tabela 3 — Valores médios da contagem de propdgulos fingicos (UFC.g") em

amostras de ra¢ao de frangos de corte

Ragio DRBC DG18 DCPA
Pré-inicial 2,8 x 107 9x 10 1,2x 10°
Inicial 74x 10° 51x 10° 6,9 x 10’
Engorda 1,13 x 10* 6,9 x 10° 1,08 x 10*
Abate 7,5 x 107 1,79 x 10* 1,68 x 10*

Os resultados obtidos mostraram que as amostras de ragdo, embora procedentes de
uma area de clima tropical, excetuando-se a racdo de engorda, ndo exibiram contaminacdo
com carga flngica elevada e superior aos limites tolerados estabelecidos para qualidade
higiénica da racdo, isto é, da ordem de 1 x 10* UFC.g"' (GMP, 2005). Esses resultados
diferem de estudos recentes realizados por Accensi et al. (2004) e Rosa et al. (2006), onde
as contagens encontradas estiveram acima de 1 x 10° UFC.g™".

Observou-se predomindncia da populacdo de fungos filamentosos sobre a de
leveduras, sendo isoladas um total de 63 cepas de espécies pertencentes a quatro géneros

fangicos: Penicillium spp. (41,26%), Aspergillus spp. (33,33%), Fusarium spp. (20,63%), e



Cladosporium spp. (4,76%), como demonstrado na Figura 3. Bragulat et al. (1995)
demonstraram em seus estudos que a maioria das ragdes apresenta como flora
predominante espécies de Aspergillus e Penicillium, enquanto Magnoli et al. (2002)
encontraram uma prevaléncia de espécies de Fusarium e Penicillium em ragdes para aves,

seguida de Aspergillus spp.

@ Penicillium spp.

B Aspergillus spp.

O Fusarium spp.

O Cladosporium spp.

4,76

41,26

33,33

Figura 3 - Predominancia de géneros fiingicos em amostras de racdes de frangos de corte

coletadas em Sdo José do Vale do Rio Preto.

Em agosto de 1998 a International Society of Plant Pathology, durante o VIII
International Workshop of Fusarium decidiu trocar o nome de Fusarium moniliforme para
Fusarium verticillioides (Seifert, et al., 2003). Os nomes dados pelos autores na Revisao de
Literatura foram mantidos neste trabalho, entretanto, a partir deste capitulo, referem-se tdo
somente a Fusarium verticillioides

Penicillium citrinum, Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides e Fusarium
graminearum foram as espécies com a maior freqiiéncia de isolamento, em ordem

decrescente, conforme Tabela 4. A prevaléncia das espécies: Penicillium citrinum e



Aspergillus flavus estd de acordo com resultados obtidos por Accensi et al. (2004), Adebajo
et al. (1994), Dalcero et al. (1997) e Magnoli et al. (1998)

Embora as espécies de Penicillium spp. tenham sido predominantes, houve apenas o
isolamento de P. citrinum, potencial produtor de citrinina, ndo sendo o isolamento das
demais digno de nota.

As espécies do género Fusarium, embora em menor prevaléncia, foram
identificadas como sendo das espécies F. verticillioides e F. subglutinans, potenciais

produtoras de zearalenona e fumonisinas, respectivamente.

Tabela 4 — Distribui¢cdo de espécies de Penicillium, Aspergillus e Fusarium nas amostras de

racdo para frangos de corte.

Espécies Fungicas Freqiiéncia (%)
P. citrinum 35
A. flavus 25
F. verticillioides 15

F. graminearum
A. niger
P. rugulosum
A. fumigatus

F. funiculosum

N D W L N o

F. subglutinans

Limite de contagem da técnica 10° UFC.g”"

4.2 Deteccao de micotoxinas por ELISA

Os resultados indicaram uma contaminacdo por aflatoxinas em 63,27% das
amostras, com suas concentracdes variando de 2 a 21pg.kg” (Figura 4a). Observa-se que a
maior producdo de aflatoxinas em rag¢do de frangos de corte na regido estudada ocorreu no

més de fevereiro e a menor em marco de 2004 (Figura 4b).



As médias de recuperagdo de aflatoxina B; foram de 87 e 91%, com picos de 5 e
10pg.kg ™, respectivamente. Uma boa correlagio foi obtida para o kit de aflatoxina Bj, com
r’= 0,978 (Figura 5).

Para a andlise de fumonisinas, 97,87% das amostras testadas apresentaram-se
contaminadas com concentracdes variando de 0,3 a 9,lug.g”, sendo que 25,53% das
amostras apresentaram niveis superiores a 6ppm (Figura 6a). Observa-se que a menor
producdo de fumonisina B; ocorreu nos més de julho de 2003 e a maior em fevereiro de
2004, entretanto nao houve diferenca significativa na producdo de fumonisina no periodo

de amostragem(Figura 6b).
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Figura 4a — Freqiiéncia de contaminac¢do por Aflatoxina B; das amostras de ragdo de

frangos de corte analisadas.
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Figura 4b - Producao de Aflatoxina B; em amostras de racdo de frangos de corte nos
diferentes periodos de coleta. As letras em comum nao apresentam diferenca

significativa de acordo com o teste de Scheffe (P<0,001).
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Figura 5 — Regressao linear dos padroes de Aflatoxina By,
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Figura 6b - Produ¢do de Fumonisina B; em amostras de racdo de frangos de corte nos
diferentes periodos de coleta. As letras em comum ndo apresentam diferenca

significativa de acordo com o teste de Scheffe (P<0,01).



A média de recuperacdo para fumonisina B; foi de 80% quando as amostras
apresentavam pico de 0,5pg.g”. Uma correlagio de r* = 0,986 foi obtida para o kit de
fumonisina B, (Figura 7).

Também pela técnica de ELISA, observou-se a co-contamina¢do por fumonisinas e
aflatoxinas em 66,7% das amostras analisadas. Trabalhos anteriores demonstram a alta
prevaléncia de fumonisinas e aflatoxinas em racdes a base de milho e outros alimentos para
animais (Dutton & Kinsey, 1995; Shetty & Bhat, 1997; Siame et al., 1998). Ali et al. (1998)
demonstraram que todas as amostras contaminadas com aflatoxinas também estavam
contaminadas com fumonisinas. Estudos desenvolvidos na Argentina t€ém demonstrado a
incidéncia de micotoxinas em ra¢des de frangos. Dalcero et al. (1997) encontraram AFB,
ocorrendo em 48% das amostras analisadas. Magnoli et al. (2002) observaram fumonisinas
e AFB; co-ocorrendo em 60% das amostras, assemelhando-se aos resultados do presente
estudo.

Zearalenona foi encontrada em baixas concentracdes nas amostras, numa frequéncia

de 77,1%, com niveis <lpg.g” (Figura 8a).
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Figura 7- Regressdo linear dos padrdes de Fumonisina By,
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Figura 8a— Freqiiéncia de contaminacao por Zearalenona das amostras de racdo de frangos

de corte analisadas.

Os niveis mais elevados de Zearalenona detectados em amostras de ragdo ocorreram

no més de margo de 2004 (Figura 8b).
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Figura 8b - Producdo de Zearalenona em amostras de racdo de frangos de corte nos
diferentes periodos de coleta. As letras em comum ndo apresentam diferenca significativa

de acordo com o teste de Scheffe (P<0,01).

Uma boa correlacio foi obtida para o kit de Zearalenona com r* = 0,969 (Figura 9).
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Figura 9 - Regressao linear dos padrdes de Zearalenona.

Uma boa correlagdo foi obtida para os kits (Aflatoxinas, Fumonisinas) e as andlises

das mesmas amostras em CLAE, cujos valores de > foram 0,9922 e 0,9823,

respectivamente (Figuras 10 e 11).

25
y =1,1062x
2
20 - R"=0,9922
—'op 15 A
E!
<10 ]
@)
5 -
0 T T T

0 5 10 15 20 25
ELISA (ng.g")
Figura 10 - Regressdo linear da correlacdo entre os valores de Aflatoxinas obtidos por

ELISA e CLAE.
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Figura 11 - Regressdo linear da correlagdao entre os valores de Fumonisinas obtidos por

ELISA e CLAE.

4.3 Deteccao de micotoxinas por CLAE e CCD

A ocorréncia de micotoxinas foi definida como a percentagem total de amostras de
racdo de frangos nas quais cada micotoxina esteve presente. FB; foi a mais freqiiente
(97,8%) seguida de ZEA (77,1%) e AFB, (66,7%). FB| e AFB co-ocorreram em 64,5%

das amostras testadas.

Niveis de AFB; variaram de 1,2 a 17,5pg.kg™". Ndo houve diferencas significativas
(P <0,001) entre os meses testados exceto fevereiro e mar¢o quando a maior € a menor

producdo de AFB; foram encontradas.



Niveis de FB; variaram de 1,5 a 5,5ug.g”". Nos meses de fevereiro e julho foram
encontrados os niveis de FB; maximo e minimo, respectivamente. Nao houve diferencas

significativas (P < 0,001) entre os meses testados.

Niveis de ZEA variaram de 0,1 a 0,7pg.g”. Amostras coletadas em marco

apresentaram os maiores niveis de contaminagao.

Embora os niveis de toxinas detectados nas racdes tenham sido abaixo dos limites
estabelecidos, os resultados mostraram que algumas amostras apresentavam niveis de AFB,

muito préximos ao maximo permitido, o que poderia afetar aves mais jovens.

Evidenciou-se a co-ocorréncia de aflatoxinas e fumonisinas em rag@o para aves na
regido de Sao José do Vale do Rio Preto. Tal fato pode ser responsdvel por efeitos toxicos
aditivos sobre as fun¢des metabdlicas, influenciando a producdo de carne, com conseqiiente
perda econdmica.

Resultados indicam a necessidade de produtores e em particular das autoridades
brasileiras, em adotar procedimentos de controle de qualidade para monitorar a ocorréncia
de aflatoxinas e fumonisinas em rag¢des. Observou-se, analisando a literatura nacional sobre
as freqiiéncias e concentragdes de micotoxinas nestes substratos, que nao ha estudos para
esta regido, tanto quanto sdo limitados os dados no que tange a este tipo de estudo de
monitoramento. A identificacdo e a determinacao das toxinas contaminantes revestem-se de
grande importancia para o estabelecimento e andlise de risco da exposicdo do homem e dos

animais domésticos a estas toxinas.



5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos foram estabelecidas as seguintes conclusdes:

1. As amostras de racdo, excetuando-se a racdo de engorda, ndo exibiram

contaminagdo com carga fuingica elevada e superior aos limites tolerados

estabelecidos para qualidade higiénica da racdo, isto é, da ordem de 1 x 10*

UFC.g™.

2. Houve predominancia da populacdo de fungos filamentosos sobre a de

leveduras, sendo isoladas 63 cepas de espécies pertencentes a quatro géneros

fingicos: Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp. e Cladosporium

spp..

3. Penicillium citrinum, Aspergillus flavus, Fusarium verticillioides

Fusarium graminearum foram as espécies com a maior prevaléncia.

4. Aflatoxina B; foi detectada em 63,27% das amostras de racdo para frangos

de corte em niveis em niveis menores que os estabelecidos para ragao no

Brasil (50pg.kg™)

5. Houve co-ocorréncia de aflatoxinas e fumonisinas em 66,7% das amostras

analisadas, indicando um potencial sinergismo entre elas.



6. Zearalenona foi encontrada em baixas concentragdes, em 77,1% das

amostras analisadas.

7. .Obteve-se correlagdo entre os testes de Imunoensaio ELISA (Aflatoxinas,

Fumonisinas) e as anélises das mesmas amostras em CLAE.
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ANEXO 1

Tabela Al.1 — Formulacao da racdo de frangos de corte, para um misturador com
capacidade para 500kg.

Produto Pré-inicial Inicial Engorda Abate
Milho 277,00 299,00 304,00 333,50
Soja 176,00 152,00 137,00 113,00
Farinha de carne 28,00 27,00 27,00 25,00
Gordura 13,00 15,00 25,00 23,00
Calcario 1,00 2,00 2,00 2,00
Sal 2,00 2,00 2,00 2,00
Premix 1,50 1,50 1,50 0,75
vitaminico*
Premix mineral** 1,50 1,50 1,50

0,75

* Premix vitaminico fornece (por kg de dieta): vitamina A, 2600 UI; vitamina D3, 845 UL vitamina E, 3,25 UL vitamina K3, 0,81mg;
tiamina, 0,325mg; riboflavina, 1,625mg; piridoxina, 0,487mg; vitamina B 12, 3,9ug; dcido nicotinico, 125mg; pantotenato de célcio,
2,6mg; antioxidante, 41,6mg.

** Premix mineral fornece (por kg de dieta): Ferro, 65mg; Cobre, 13mg; Zinco, 65mg; Manganés, 104 mg; Iodo, 1,3mg; Cobalto,
1,3mg; Selénio, 0,220mg.



ANEXO 2

Cada cepa de Aspergillus foi inoculada em trés pontos eqiiidistantes em duas placas
contendo o meio CYA (incubadas uma a 25°C e outra a 37°C), em uma placa de CY20S e
em outra contendo o meio MEA, ambas incubadas a 25° C, conforme Figura A2.1. Todas as
placas foram incubadas por um periodo de sete dias.

Apds o periodo de incubacdo, observam-se as caracteristicas macroscopicas das
colonias (diametro, textura, forma, aspecto da superficie e do reverso, pigmentacdo dos
conideos e pigmento soldivel, producdo e cor de exsudato) e determinam-se as

caracteristicas de suas estruturas micromorfoldgicas, visando a identificacdo das espécies.

Aspergillus em agar semi-solido

Inocular em trés pontos eqiiidistantes sobre:
CYA 25°C

@ - L
o @ @




Figura A2.1 - Esquema de inoculacdo da cepa de Aspergillus, a ser identificada nos meios
CYA, CY20S e MEA, ap6s 7 dias de incubacdo as temperaturas mencionadas, segundo
PITT & HOCKING, 1997 e KLICH, 2002.

ANEXO 3

PITT & HOCKING (1997) descrevem as chaves para a identificacio do género
Penicillium, baseadas no cultivo em trés meios de cultura basicos: Agar Extrato de Malte
(MEA), Agar Czapeck Extrato de Agar (CYA) e Agar Nitrato 25% Glicerol (G25N). As
quatro placas contendo o meio CYA, sdo incubadas por sete dias em trés temperaturas
diferentes (5°C, 25°C e 37°C); das duas placas incubadas a 25°C, uma € inoculada em trés
pontos diferentes e eqiiidistantes, com a cepa 1 e a outra com a cepa 2. Nas placas
incubadas a 5°C e 37°C, sdo inoculadas as duas cepas, cada uma delas em dois pontos
diferentes. As duas placas contendo o meio MEA sdo inoculadas, separadamente, em trés
pontos eqiiidistantes entre si, com cada uma das duas cepas sendo incubadas a temperatura
de 25°C por sete dias. Uma tnica placa do meio G25N ¢ inoculada em dois pontos

diferentes e eqiiidistantes com as duas cepas, com incubacao a 25°C por sete dias, conforme

Figura A3.1.

CYA 25°C MEA 25°C
0
CYA 25°C MEA 25°C

(70




Figura A3.1 - Esquema de inoculacdo e incubacdo das duas cepas do género Penicillium a
serem identificadas nos meios CYA, MEA e G25N em trés regimes de temperatura (5, 25 e
37° C).

Apés o periodo de sete dias de incubagdo, observam-se as caracteristicas
macroscépicas das coldnias (didmetro, textura, forma, aspecto da superficie e do reverso,
pigmentagdo dos conideos e pigmento solivel, producdo e cor do exsudato) e determinam-

se as caracteristicas micromorfoldgicas, visando a identificacdo das espécies.



ANEXO 4

As coldnias com caracteristicas morfolégicas do género Fusarium cultivadas no
meio de Dichloran Chloramfenicol Peptone Agar (DCPA) foram semeadas no meio Agar
Folhas de Cravo (CLA) e incubadas por 7 dias a 25°C obedecendo fotoperiodo de 12 horas
de luz branca e 12 horas de luz negra. A partir dai, foi realizado cultivo monospdrico do
isolado sendo novamente cultivado em CLA, obedecendo as mesmas condi¢des de luz e
temperatura. A cepa isolada foi entdao cultivada em CLA e agar inclinado de Agar Batata

Dextrose (PDA), para identificacdo final das espécies, conforme Figura A4.1.

AFC
(25°C - Fotoperiodo 12 h
luz fria: 12 h luz negra)

—— —

DCPA
S
Agar dgua \/ \/
N Cultivo

Agua destilada estéril  Monosporic

(16 h)




FIGURA A4.1 — Esquema de identificacao de Fusarium segundo NELSON, 1983

ANEXO 5

Composicdo dos meios de cultura utilizados no isolamento e identificacdo de fungos

toxigenos e determina¢do da producio de micotoxinas.

1 - Agar Dichloran Rose Bengal Cloranfenicol (DRBC)

Glicose 10 g
Peptona Bacterioldgica 5¢g
KH,PO, lg
MgS04.7H,0 05¢g
Agar 15¢
Rose Bengal * 25 mg
Dichloran " 2 mg
Cloranfenicol 100 mg
Agua Destilada 1L

* 5 % m/v em dgua, 0,5 mL
b 0,2 % m/v em etanol, 1 mL

Obs: Apés a adi¢do e mistura de todos os ingredientes, esterilize por autoclavagao a 121 °
C por 15 minutos. O pH final devera estar entre 5,5 e 5,8. Armazene o meio preparado
protegido da luz, pois os fotoprodutos de Rose Bengal sdo altamente inibidores de fungos,

especialmente leveduras (PITT & HOCKING, 1997).



2 - Agar Dichloran Glicerol 18 %

Glicose 10 g
Peptona Bacteriologica S5¢g
KH,PO, lg
MgS0,4.7H,0 05¢g
Glicerol 220 g
Dichloran * 2 mg
Cloranfenicol 100 mg
Agua Destilada 1L

20,2 % m/v em etanol, 1 mL

Obs: Para preparagao deste meio, adicione os ingredientes de menor propor¢do e o dgar em
um volume de 4gua destilada de 800 mL. Aqueca para dissolver o 4gar e entdo
recomponha o volume a 1000 mL com &agua destilada. Adicione o Glicerol, observando
uma concentracao final de 18 % de m/m. Esterilize por autoclavacao a 121 °C por 15 min.

O pH final dever4 estar entre 5,5 e 5,8 (PITT & HOCKING, 1997).

3- Agar Extrato de Malte (MEA)

Extrato de Malte 20g
Glicose lg
Peptona Bacterioldgica 20¢g
Agar 20g
Agua Destilada 1L

4 — Agar Nitrato 25% Glicerol (G25N)

KH,PO, 0,75 ¢
Czapek Concentrado * 7,5 mL
Extrato de Levedura 37¢g



Glicerol grau analitico 250 g
Agar 12 ¢
Agua destilada 750 mL

Obs: Apo6s a adicdo e mistura de todos os ingredientes, esterilize por autoclavagdo a 121 °

C por 15 minutos. O pH final devera ser 7,0.

5 — Agar Czapek 20 Sacarose (CY208S)

KH,PO4 lg

Czapek Concentrado * 10 mL
Solugdo de trago de metais 1 mL
Sacarose 200 g

Agar 15¢

Agua destilada 1L

6 - Agar Czapek Extrato de Levedura (CYA)

lg
Czapek Concentrado® 10 mL
Solucgdo de trago de Metais” 1 mL
Extrato de Levedura em p6 S5¢g
Sacarose 30¢g
Agar 15¢g
Agua destilada 1L
Obs: O pH final deverad estar entre 6,7 (PITT & HOCKING, 1997).
7 — Dichloran Chloramfenicol Peptone Agar (DCPA)
Peptona 15¢

KH2P04 15 g



MgS0,7H,0 0,5¢

Chloramfenicol 0,1g
Dichloran * 2mg
Agar 15¢g
Agua destilada 1L

20,2 % m/v em etanol, 1 mL

* — Czapek Concentrado

NaNO3 30g
KCl S5¢g
MgS04.7H,0O 05¢g
FeSO, .7H,O 0.1g
Agua destilada 1L

Obs: A Solucdo Concentrada de Czapek poderd ser conservada indefinidamente sem
esterilizacdo. O precipitado de Fe(OH)’ que é formado em funcdo do tempo pode ser

ressuspendido por agitacao antes do uso (PITT & HOCKING, 1997).

P Solucdo de traco de Metais

CuS04.5H,0 05¢g
ZIISO4.5H20 1 g
Agua destilada 100 mL

Obs: Podera ser mantida indefinidamente sem esterilizacdo (PITT & HOCKING, 1997).



ANEXO 6

Tabela A6.1 - Tabela de isolados de referéncia depositados na Cole¢ao Micoldgica do

Departamento de Biologia - CMDB-IOC/FIOCRUZ.

N°de Espécie Isolado N° UFRRJ N° CMDB

ordem
01 Aspergillus flavus Gle 001 UFRRIJ 034 CMDB 0473
02 Aspergillus flavus Gle 021 UFRRIJ 035 CMDB 0474
03 Aspergillus flavus Gle 013 UFRRIJ 036 CMDB 0475
04 Aspergillus niger Gle 005 UFRRIJ 037 CMDB 0476
05 Aspergillus fumigatus Gle 007 UFRRJ 038 CMDB 0477
06 Penicillium citrinum Gle 010 UFRRIJ 039 CMDB 0478
07 Penicillium citrinum Gle 018 UFRRIJ 040 CMDB 0479
08 Penicillium funiculosum Gle 019 UFRRIJ 041 CMDB 0480
09 Fusarium verticillioides Gle 039 UFRRIJ 042 CMDB 0481
10 Fusarium verticillioides Gle 043 UFRRIJ 043 CMDB 0482
11 Fusarium graminearum Gle 054 UFRRIJ 044 CMDB 0483
12 Fusarium subglutinans Gle 015 UFRRIJ 045 CMDB 0484




