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METABOLITOS FUNGICOS EM RACOES PARA EQUINOS ADULTOS
RESUMO

As micotoxinas sdo produtos resultantes do metabolismo de fungos normalmente
presentes no ambiente em que se desenvolvem, como por exemplo: nos graos, cereais e
racoes. Objetivou-se neste trabalho isolar e identificar a microbiota fangica, classificar as
espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, avaliar o potencial toxigénico
dos isolados de Aspergillus e pesquisar a ocorréncia de metabdlitos fingicos em ragdes
peletizadas para equinos adultos durante estocagem. As amostras de racéo peletizada para
equinos adultos foram colhidas de trés propriedades criadoras de equinos, sorteadas de
forma aleatdria na cidade de Teresina, PI. Em cada propriedade selecionada, as amostras
foram coletadas de sacos de racéo abertos no momento da primeira coleta (tempo zero),
armazenadas nos criatorios, com novas coletas sendo feitas deste mesmo saco a cada dois
dias (tempo trés e tempo seis) com trés repeti¢cdes no total. Foram isolados fungos dos
géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, realizada cromatografia de camada fina nas
cepas do género Aspergillus potencialmente produtoras de Aflatoxinas. Ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) para contagem de unidades formadoras de coldnias
(UFC/g) de fungos filamentosos e leveduras das amostras, porém, os valores se
encontraram acima do recomendado. Foram isoladas espécies de Aspergillus spp. (A.
japonicus, A. awamori, A. fumigatus, A. flavus e A. ostianus), Penicillium spp (P.
citrinum, P. funiculosum e P. decumbens) e Fusarium spp. (Fusarium verticilioides e
Fusarium semitectum) com potencial micotoxigénico. Verificou-se que as cepas de
Aspergillus flavus apresentaram potencial producdo de Aflatoxinas. Foram evidenciados
0s seguintes metabdlitos fungicos: ergometrina, griseofulvina, festuclavina, ergina e
lisergol. Os metabdlitos encontrados quando consumidos em longo prazo podem conferir
alteracdes reprodutivas e metabodlicas nos equideos, causando problemas relativos a

sanidade e producao destes animais.

Palavras-chave: Aspergillus, Espectofotometria de massa, Fusarium, Penicillium.



METABOLITE OF FUNGUS IN FEEDS FOR ADULT EQUINE

ABSTRACT

Mycotoxins are products resulting from the metabolism of fungi usually present in the
environment in which they develop, such as in grains, grains and feeds. The objective of
this work was to isolate and identify the fungal microbiota, to classify the species
Aspergillus, Penicillium and Fusarium, to evaluate the toxigenic potential of Aspergillus
isolates and to investigate the occurrence of fungal metabolites in pelleted rations for
adult horses during storage. The samples of pelleted ration for adult horses were collected
from three equine breeding properties, randomly drawn in the city of Teresina, PI. In each
selected property, the samples were collected from feed bags opened at the time of the
first collection (time zero), stored in the nurseries, with new collections being made from
this same bag every two days (time three and time six) with three replicates In total. Fungi
of Aspergillus, Penicillium and Fusarium genotypes were isolated, and thin - layer
chromatography was performed on Aspergillus strains potentially aflatoxin - producing.
There was no significant difference (p <0.05) for counting of colony forming units (CFU
/ g) of filamentous fungi and yeasts of the samples, however, the values were above the
recommended values. Species of Aspergillus spp. (A. japonicus, A. awamori, A.
fumigatus, A. flavus and A. ostianus), Penicillium spp (P. citrinum, P. funiculosum and
P. decumbens) and Fusarium spp. (Fusarium verticilioides and Fusarium semitectum)
with mycotoxigenic potential. It was verified that the strains of Aspergillus flavus showed
potential production of Aflatoxins. The following fungal metabolites were evidenced:
ergometrine, griseofulvin, festuclavin, ergine and lysergol. Metabolites found when
consumed in the long term can confer reproductive and metabolic changes in equines,
causing problems related to the health and production of these animals.

Keywords: Aspergillus, Mass spectrophotometry, Fusarium, Penicillium.
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1. INTRODUCAO

A safra brasileira de gréos alcangou 209,5 milhdes de toneladas em 2014/2015,
atingindo uma producdo superior a dos anos anteriores. O aumento foi de 15,9 milhdes
de toneladas (aproximadamente 8,2%,) sobre da producdo de 2013/2014, que foi 193,62
milhdes de toneladas (CONAB, 2015).

Estes resultados favorecem a producdo de racdes que sdo formuladas a base de
grdos e cereais integrais. O balanceamento adequado dos alimentos e racOes
disponibilizados para animais depende da qualidade da matéria-prima utilizada. Esses
ingredientes devem possuir composicdo quimica e energia metabolizavel para que 0s
alimentos sejam formulados conforme as exigéncias nutricionais dos animais
(JUNQUEIRA, 2009).

Em grande parte dos paises, os padrfes de qualidade da matéria-prima, incluindo
a cor, graos quebrados, material estranho, teor de agua, peso hectolitrico, presenca de
fungos e presenca de micotoxinas, esses parametros definem a qualidade dos gréos para
transacdes comerciais (BENTO, 2011).

Os principais fungos responsaveis pela deterioracdo dos graos na pré-colheita e
também durante 0 armazenamento pertencem aos géneros: Alternaria, Aspergillus,
Fusarium, Penicillium, Rhizoctonia e Stachybotrys. Dentre eles destacam-se 0s géneros
Aspergillus, Penicillium e Fusarium por serem considerados de maior importancia na
contaminacdo dos alimentos e da racdo e por serem 0s maiores produtores de micotoxinas.
Dentre os principais danos causados em grdos armazenados em fungdo do
desenvolvimento de fungos, destaca-se: a fermentacdo, alteracbes na coloragdo e
aparecimento de manchas, alterac@es no odor e no sabor, alteracdes quimicas, perdas de
matéria seca, diminuicdo do poder germinativo e producdo de micotoxinas (CALVET,
2008; CARDOSO; MURATORI, 2011; FERRARI FILHO, 2011).

As micotoxinas sdo produtos resultantes do metabolismo secundario de fungos, e
sdo normalmente encontrados no substrato em que os fungos se desenvolvem, como por
exemplo: nos gréos, cereais e rag0es. Fatores ambientais, como temperatura ambiente e
umidade elevada do substrato, associados ao processamento, producdo ou
armazenamento, além do tipo de alimento sdo essenciais para producdo de micotoxinas
(FERREIRA, 2012).

Outros fatores como: a constituicdo do substrato, caracteristicas genética do

fungo, lesdes a integridade dos grdos causados por insetos ou dano mecénico e a
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quantidade de inoculo fungico também sdo determinantes para a producdo de
micotoxinas. As condi¢cbes de secagem e armazenagem sdo elementos criticos
importantes para o desenvolvimento de fungos e desses metabolitos durante a producgéo
de alimentos (SILVA et al., 2008).

As mudancas climaticas propiciam o desenvolvimento flangico e
consequentemente a producdo de micotoxinas, que ao serem ingeridas podem afetar a
salde humana e animal. O estudo da contaminacdo de cereais que constituem a base da
dieta é de extrema importancia, pois além de ser uma ferramenta de vigilancia sanitaria,
fornecera dados relacionados a presenca das micotoxinas que estdo presentes nos
alimentos e ragcdes (FAO/WHO, 2011).

A ingestdo constante de ra¢fes que contenham micotoxinas, mesmo em baixos
teores e baixa frequéncia, por tempo prolongado pode favorecer bioacumulacdo nos
tecidos. [Estes metabdlitos também tém efeitos nefrotoxicos, carcinogénicos,
teratogénicos que podem favorecer a reducdo do desempenho produtivo e reprodutivo
dos animais (MAIA; SAKATA; SABBAG, 2011). Deste modo, objetivou-se neste
trabalho isolar a microbiota fangica, identificar as espécies dos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium, avaliar o potencial toxigénico dos isolados de Aspergillus e
pesquisar a ocorréncia de metabolitos fangicos em racBes peletizadas para equinos
adultos durante estocagem.
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2. CAPITULO I (REVISAO DE LITERATURA)

Fusarium spp. e FUMONISINAS EM RACOES PARA EQUINOS E A
IMPORTANCIA PARA OCORRENCIA DE LEUCOENCELOMALACIA

Fusarium spp. AND FUMONISIN IN FEED FOR EQUINE AND THE
IMPORTANCE FOR LEUCOENCELOMALACIA OCCURRENCE

Artigo enviado e publicado na revista African Journal of Microbiology Research,

v. 10(32), p. 1248-1256, 2016 (N°73F3E9E60263)

DOI: 10.5897/AJMR2016.8204 (anexo 1)



Review

Fusarium spp. and fumonisin in feed for equine and its
Importance for occurrence of leukoencephalomalacia

Rafael Gomes Abreu Bacelar*, Francisco das Chagas Cardoso Filho, Juliana de Abreu Costa,

Amilton Paulo Raposo Costa, Maria Marlucia Gomes Pereira Nobrega and
Maria Christina Sanches Muratori

Universidade Federal do Piaui (UFPI), Brasil.
Received 10 July, 2016; Accepted 3 August, 2016

In the animal feed industry, an ever growing increase in quality has been observed, but the main feature
of a food is related to its security because the contamination poses a risk to animal health. The
problems caused by fungal colonization is the significant loss of food quality, because even those who
do not produce mycotoxins cause losses in the nutritional quality. Researches show that the most
important Fumonisins are the mycotoxins found in corn, particularly when cultivated in warmer regions,
produced by the fungi Fusarium verticillioides and F. proliferatum. Equine leukoencephalomalacia is a
disease caused by ingestion of mycotoxin produced by the fungus F. verticillioides. Those infective
mycotoxins are fumonisin (B1, B2, A1 and A2), having the B1 type as the most common and the most
severe. The animals contamination occurs by ingestion of corn and its by-products in food that are
contaminated by the fungus. This review addresses the importance of fungal contamination of the
genus Fusarium by the production of fumonisin in horse feed and its relation to
leukoencephalomalacia.

Key words: Fungi, mycotoxins, corn, food.

INTRODUCTION

Horses are animals that have been historically used by
humans, mainly as a means of transport and also as an
instrument of war. Over the years, horses developed
skills ranging from physiological and physical features,
until achieving the current conformation presented
nowadays (Santos et al., 2012).

The human's relationship with horses is reported since
the beginning of domestication, involving various
functions like riding cavalry, some work activities and

also used for leisure (Vieira, 2012).

With the development of management, sought to
increasingly attend the nutritional needs and the welfare
of these animals, deploying horse breeding, which has
conquered several other areas of horse action, which
involves leisure activities, sports and therapy with these
animals (Santos et al., 2012).

In Brazil, the horse breeding has been outstanding and
has been developing research and practices in nutrition

14



of these animals, which has been serving the needs and
optimizing the functioning of the competitive market of
sport horses in the country (SA, 2014). In Brazil its main
functions still remain in the work of agricultural activities,
which basically involve the management of cattle (MAPA,
2014).

The world population of horses is estimated in 59.8
million of heads, which is a stable number since 2010
(FAO, 2013). In Brazil, much of the herd is in the
Southeast, then immediately appear the Northeast,
Midwest, South and North. It can highlight the Northeast,
because of having the largest concentration of horses,
and more registration of asses and mules (MAPA, 2014).
Horses are animals with nutritional requirements that are
basically determined by the maintenance of power-up
and also for its energy that is used to perform physical
activities, thereby determining the feeding of those
animals must be balanced and must be a composition
proper proportions of nutrients, which determine
maintenance of your body condition. The amount of food
that a horse can eat in your daily diet will depend on
certain requirements, among them, the dry matter content
of food relative to their body weight, their performance,
and also relating to their physiological state and level of
physical activity performed (Ribeiro et al., 2009).

Regarding its food habits and physiology, horses are
classified as monogastric animals, vegetable grazing,
and have the characteristic of food selection capability
where they choose more often the leaves, stems and
buds. They spend in grazing about 10 to 16 h a day, their
meals are on average 2 to 3 h and in some cases have
short rest intervals (Dittrich et al., 2010).

In the animal feed industry seeing an increasingly
growing increase in quality, and it relates to various
parameters relating to the constitution of food, the
balance, palatability, digestibility and acceptability of such
products for animals. However, the main feature of a food
is linked to its security because the contamination poses
a risk to animal health (Gées, 2011).

Equine leukoencephalomalacia (ELEM), also known as
equine mycotoxic encephalomalacia or corn poisoning is
a devastating neurologic diseases of equidae
characterized by acute central neurological clinical signs
associated with liquefactive necrosis of the cerebral sub-
cortical white matter.The disease has been reported in
several countries and it is caused by ingestion of one or
more type of fumonisins (Kellerman et al. 1990),
mycotoxins produced by several species of fungi of the
genus Fusarium, including F. proliferatum and F.
verticillioides (formerly F. moniliforme). Of these,
fumonisins B1 (FB1), B2 (FB2) and B3 (FB3) are the
most common in nature and FB1 is the most frequently
detected in corn worldwide and the most commonly
associated with ELEM outbreaks. Fumonisins are
responsible for a variety of health problems in several
animal species, including humans (Shephard et al., 1996;
FDA 2001).

15
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REVIEW
Fungi in animal feed

Fungi are characterized by being microorganisms that
have wide distribution in the environment, with high
geographic dispersion. They are important in several
economic activities such as production of food, drugs,
enzymes and organic acids. Other aspect of these
organisms is that some fungi are pathogenic to plants
and food spoilage, which may cause reduction in the
nutritional value of food, the production of secondary
metabolites and diseases in humans and animals (Silva
et al., 2015).

The fungi naturally disperse through the atmospheric
air. This is the way most used by fungi, by their spores
and vegetative mycelium fragments that are released into
viable portions of these organisms for air dissemination
process. The fungal conidia are very important in this
spreading segment, as the biological material suspended
in the air often becomes imperceptible in an
epidemiological analysis (Lobato, 2014).

The process of plant infection with the fungus is caused
by the pathogen contact with the host root, so the plants
can germinate resistance structures, stimulated by
exudates produced by the plant and this determines a
prominent infection. The penetration process occurs
through the primary root or rhizoid and also absorbent
structures. The infection process by the fungus,
descriptively is performed through wounds or natural
openings in the cell wall of roots, the effectiveness of this
infection and subsequent development in the host
includes the production of enzymes, toxins and virulence
factors (Gawehns et al., 2014).

The colonization occurs with the intercellular growth
hyphal toward the xylem vessels. As a result, the
development of the fungus will lead to the obstruction of
vessels due to the accumulation of structures and
substances formed by the pathogen. In this intrinsic
process, some mycotoxins can be produced by the
fungus, and can naturally also block the vessels, and its
damaging effects can destroy surrounding cells, causing
accumulated material reaching the leaves. It also reduces
the synthesis of chlorophyll, decreased movement of
water and nutrients rate, which results in further decrease
in cellular respiration as a result harmful effects on the
production of the fruit (Takken and Rep, 2010).

It occurs a blackening of the vessels caused by
substances that result from oxidation and polymerization
of phenolic compounds. The symptoms spread
throughout the plant leaves and, depending on the
aggressiveness of some isolated, they can quickly
become necrotic (Ma et al., 2013).

After infection by pathogenic fungi, some forage
grasses show biochemical changes that lead to a loss of
nutritional quality, and consequently also the food
palatability for animals due to the reduction in the
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concentration of proteins, amino acids, sugars, soluble
carbohydrates and digestibility of the dried matter, and
increased phenolic compounds and lignin in the infected
plants (Martinez et al., 2010).

The problem caused by fungi colonization is the
significant loss of food quality, even those who do not
produce mycotoxins can cause losses in nutritional
quality for being heterotrophic and they are not able to
produce their own food, needing of nutrients present in
the substrate inhabited (Gimeno and Martins, 2011).
Fungi that produce mycotoxins include in the grain and
make use of the substrate as a source of energy and
nutrients and require a minimum moisture content of the
substrate between 13 and 25%; relative humidity of the
air greater than 70%; the presence of oxygen and the
presence of appropriate temperatures to make their
development in infested crops (Alfonzo et al., 2011). The
fermentation, coloration changes, staining, changes in
the odor and flavor, chemical changes, loss of dry matter,
decreased germination and production of mycotoxins are
the major damages to stored grain because of the fungi
development (Ferrari Filho, 2011).

Contamination of raw materials directly affects livestock
productivity and contributes to the loss of crops, which
causes economic losses to the food industry and costs
for control and analysis of mycotoxins (Cheli et al., 2013).
In the infections caused by fungi in animals, pathogens
establish infection opportunistically invading host tissue
as soon invades the immune system, making survival
mechanisms, then they can reproduce in this
environment. To survive fungi go to nourish in infected
tissues, and in cases of systemic infection, they spread to
new tissues or organs (Negri et al., 2012).

Fusarium

The Fusarium is cosmopolitan fungi, which are largely
inhabitants of the soil and is found in more favorable
conditions in temperate and tropical regions. Many
species are pathogens of cultivated plants, especially
those that are important in the agricultural sector (Leslie;
Summerel, 2006).

The genus Fusarium belongs to Nectriaceae family,
Ascomycota phylum, and this fungal genus was
described and classified for the first time in 1809 by the
German mycologist Link (Maciel, 2012). Among the
duties of the genus Fusarium, one is having wide
geographical distribution, and its dispersion and
development factor in the environment may be
associated with the types of the climate, the vegetation,
the microbiota, the type of soil and nutrients. It is also
distinguished by having rapid growth, colonies with pale
and colorful colorings and aerial and branched mycelium
(Maciel, 2012; Frias, 2014).

Approximately about 1000 Fusarium species were
described in 1900, based primarily on structure tests,
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including sporodochia in plant materials analyzed. These
large number of species have been reduced by
Wollenweber and Reinking (1935) in 65 species, 55
varieties, 22 forms, and arranged in 16 sections (Leslie et
al., 2013).

The importance of this fungus is evidenced by most of
these species are plant pathogens and widely inhabit the
soil (Guarro, 2013).

In this genus the spores have two forms that are called
microconidia and macroconidia. Microconidia are
unicellular, uninucleate and fusiform. The macroconidia
are multicellular, but each cell has only one core
(Sandoval, 2010).

Pathologies triggered in cultures by the Fusarium
species has as a imminent result the rotting of the roots,
stems and fruits (Menezes et al., 2010). In corn culture,
F. verticilioides and F. graminearum are the main
pathogenic species of Fusarium that can cause various
diseases associated with drastic reductions in productivity
result in grain quality (Kuhnem Janior et al., 2013).

In general aspects, the genus Fusarium is identified as
a fungus that can be potentially pathogenic to plants,
animals and humans and can also be a producer of
secondary metabolites which cause poisoning by
ingestion of food contaminated by humans and other
animals (Leslie et al., 2013).

Mycotoxins

Mycotoxins are products that result from fungal
metabolism. That is, they are secondary metabolites that
can affect both human and animal health. Typically,
mycotoxins are present in the environment in which they
develop, such as grain-based food, cereals and feed. The
environmental factors that contribute to the occurrence of
mycotoxins are mainly ambient temperature, high
humidity of the substrate associated with the processing,
production or storage, and food type (Ferreira, 2012).
Mycotoxins cause pathological and functional changes in
the animal body, which are called mycotoxicosis. One of
the main damage caused by mycotoxins is its
carcinogenic effect, which can affect animals and
humans (Pereira; Santos, 2011).

The presence of fungi in agricultural products does not
mean that the fungus produced mycotoxins. However,
the detection of mycotoxins can occur with no presence
of the fungus in food, since mycotoxins are highly
resistant to adverse conditions such as industrial
processes involving mechanical and thermal phases. In
this way, the mycotoxins may remain in food even after
the elimination of the fungus that produces them (Oliveira
and Koller, 2011).

Mycotoxins can cause various harmful biological effects
in the animal organism, including, hyperestrogenism,
nephrotoxicity and hepatotoxicity (Rocha et al., 2014).
The establishment of strict limitation and tolerance levels
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Mycotoxin Feed stuff(s) Limit (ppb) Country / Authority
Aflatoxin B1 Maize 5 Turkey, Russia, Egypt.
Maize 10 China, Korea, Japan
Animal feed 10 Egypt
Animal feed 50 Turkey
All cereals except rice and maize 2 EU
Unprocessed maize and rice 5 EU
Animal feed ingredients 20 EU
Feed stuffs for immature animal 20 FDA
Aflatoxin B1& G1  Maize 30 Brazil
. . 0.5 U.S.A, Russia, Egypt
Aflatoxin M1 Milk 0.05 Turkey
Milk and milk products 0.05 EU
Milk 0.5 FDA
Deoxynivalenol Unprocessed cereals other than wheat, oats and maize 1250 EU
Unprocessed wheat and oats, maize 1750 EU
Cereal products 500 EU
Cereals and cereal products for feed 8000 EU
Maize by-products for feed 12000 EU
Animal feed 100 FDA
Fumonisin B1, B2 Animal feeds except Equines 50 EU
Animal feeds for Equines 5 EU
Fumonisin B1, Animal feeds except Equines 30 FDA
B2, B3 Animal feeds for Equines 5 FDA
Fumonisins Unprocessed maize 2000 EU
Maize products for human 1000 EU
Ochratoxin A Unprocessed cereals 5 EU
Cereals and cereal products for feed 250 EU
Cereal products for food 3 EU
T-2 and HT-2 All cereals grains 100 EU
Total aflatoxin Animal feed ingredients 50 EU
Animal feed 20 Cana_lda, Egypt, Iran
50 Brazil
. 10 Turkey, Egypt
Maize 30 India
Cereals feedstuffs 200 Mexico
Feedstuff (ingredient)s 20 Japan, U.S.A, Korea
All cereals except rice and maize 4 EU
Maize and rice 10 EU
Feed stuffs for mature animal 100 FDA
Zearalenone Unprocessed cereals other than maize 100 EU

EU: European Union. FDA: Food and Drug Administration. Source: Abdallah et al. (2015).

of mycotoxins is held by national and international
authorities such as the European Commission (EC), US
Food and Drug Administration (FDA) and World Health
Organization (WHO) as shown in Table 1. FDA has
established the maximum acceptable limits in food for
sum of AFs (B1, B2, G1, and G2) at 20 ug/kg and AFM1
in milk at 0.5 yg/kg while the total Afs residue limit in

feeds for mature and immature animals is 100 and 20
ug/kg, respectively (Womack et al., 2014). Up to date, the
major source of food and feed all over the world is cereal
grains.

As a result of their health implications and increasing
knowledge of health hazards, regulations for major
mycotoxins in commodities exist in at least 100
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Table 2. Toxic effects of mycotoxins in different animals.
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Mycotoxin IA.R.CT. Major effects Clinical and pathological signs on most susceptible animals
classification
2;::%8?:2% 1 21B Carcinogenic, hepatotoxic and impaired immune system Reduced productivity; inferior egg shell and carcass quality; increased susceptibility to infectious disease.
Ochratoxin A 2B t%?;?:)réﬁ?glc' nephrotoxic, hepatotoxic, neurotoxic and Kidneys are grossly enlarged and pale due to nephrotoxicity; fatty livers in poultry; shell decalcification/thinning.
Deoxynivalenol 3 Immunotoxic and ATA (alimentary toxic leukopenia) Decreased feed intake and weight gain in pigs; feed refusal and vomiting at very high concentrations.
a?hegthecenes 3 Immuno-depressants, gastrointestinal haemorrhaging and Reduced feed intake; vomiting, skin, and gastrointestinal irritation; neurotoxicity; abnormal offspring; increased
; hematotoxicity sensitivity to infection; bleeding.

(T-2 toxin)

Fertility and reproduction (estrogenic activity) and disrupts Swollen, reddened vulva, vulvovaginitis, anestrus vaginal prolapse and sometimes rectal prolapse in pigs;
Zearalenone 3 ' L . N Y e

endocrine system feminization and suppression of libido; suckling piglets may show enlargement of vulvae; fertility problems.
Fumonisins 2B Carcinogenic, hepatotoxic, central nervous system damage Equine leucoencephalomalacia (ELEM), porcine pulmonary edema, liver damage in poultry.

and immuno-depressants

tInternational Agency for Research on Cancer. 1: carcinogenic to humans AFs; 2A: probably carcinogenic to humans; 2B: possibly carcinogenic to humans; 3: not classifiable as to its carcinogenicity to
humans; 4: probably not carcinogenic to humans. Source: Abdallah et al. (2015).

countries (Oruc et al., 2006; Cheli et al., 2014).
Because of the health risks of toxicity, Brazilian
law establishes maximum levels for AFB1 (5 ug
kg™) and OTA (10 pg kg™) in cereals and cereal
products; and ZEA e in wheat flour and bakery
products (200 pg kg™ until December of 2015, and
from January of 2016 this limit will be reduced to
100 g kg™) (BRASIL, 2011).

The thresholds of toxicity of mycotoxins intake
by equine species vary from animal to animal and
depend on parameters such as their health status,
level of work and the reproductive stage of this
species. The mycotoxins sporadically occur in
isolation and its effects are usually synergistic or
cumulative. In the body of the equine species, the
mycotoxins ingested in the feed are absorbed
before occurs post-gastric fermentation. The
metabolites reach the small intestine where they
exert their effect on the intestinal wall. After, they
are absorbed and distributed via the bloodstream
(Knowmicotoxins, 2015).

The factors that provide or interfere with fungal
growth and production of mycotoxins are physical,

chemical and biological. Physical factors are
moisture or free water, water activity, relative
humidity, temperature, microflora zones, and
physical integrity of grain. Chemical factors are
the pH, substrate composition, minerals and
nutrients, redox potential (O, / COy). Biological
factors are characterized by the presence of
invertebrates and specific strains with production
ability (Gimeno and Martins, 2011).The
mechanism of action of mycotoxins in the host
involves the impairment of the animal's immune
status that favors various infections, which will
depend on the type of mycotoxin involved (Table
2). These attributes are a major reason for the
difficulty of diagnosis of mycotoxicosis (lheshiulor
et al., 2011).

Six classes of mycotoxins are considered the
most significant in agriculture and in the food
industry: aflatoxins (AFs), ochratoxins (OTSs),
fumonisins (FBs), zearalenone (ZEN),
deoxynivalenol (DON) and other trichothecenes,
and Patulin (Figure 1). They are the most
widespread mycotoxins in animal feed and human

food (European Food Safety Authority, EFSA,
2010).

Fumonisin

The fumonisins had its first statements about
1988. They are produced by the gender Fusarium.
The main species that produce fumonisins are: F.
verticillioides, F. proliferatum, F. nygamai, F.
anthophilum, F. dlamini, F. napiforme, F.
subglutinans, F. polyphialidicum and F.
oxysporum (Cruz, 2010; Mallmann et al., 2013).

There are several types of fumonisin due to the
large amount of producing species. So far, it is
known around 25 substances, which B1, B2 and
B3 occur more frequently in food (Cruz, 2010;
Pereira and Santos, 2011; Santana, 2012).

The climate in Brazil favors the contamination of
grain by fungi. The conditions of high humidity and
temperatures of about 20 to 26°C are optimal for
the production of these metabolites (Cruz, 2010).
In Brazil there is a high incidence of contamination
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Figure 1. Chemical structures of some of the major mycotoxins produced by Fusarium spp.

by fumonisins in diets in general. The raw material of
these feeds, especially corn and its derivatives, are
naturally colonized by these fungi producing mycotoxins.
This condition can lead to a high incidence of
contamination in feed intended for animal consumption.
(Souza et al., 2013; Cardoso Filho et al., 2015). This
natural contaminant of cultures occurs worldwide and is
of great importance for the economy and public health
(Marin et al., 2013).

Studies report that diseases caused by fumonisin are
quite frequent. The chronic use in animal of subclinical
levels of toxin can degrade the function of the immune
system (Grenier et al., 2011).

Fumonisin is highly toxic and is found not only in corn
and its derivatives, but it can be found in many other
types of foods such as beer, brewer's grains, wine, rice
bran, sorghum, millet or folder. The metabolites may
occur in low concentrations in a production. This
metabolite often is linked to internal array of food, and it
is not easily extracted due to its strong interaction, non-
covalent, with macromolecules of food matrix (Scott,
2012).

The toxic mechanism of Fumonisin B1 in the animal
organism is related to inhibition of biosynthesis of
sphingolipid of cell membrane. Such inhibition can cause
several cellular damages. Parallel pathways may be

affected by the inhibition of ceramide synthase, as well as
the bioactivity of sphingoid bases and their metabolites,
and the multiple functions of more complex sphingolipids
(Merrill Jr. et al., 2001; Soriano et al., 2005).

This is because fumonisins have similar structures to
the precursors of sphingolipids, which allows change of
important cellular functions, such as control of membrane
integrity, cell proliferation, differentiation and apoptosis
(Rocha, 2014).

Acute and chronic effects of toxicity of FB1 include
diseases such as esophageal cancer and neural tube
defects in humans. It can cause carcinogenicity,
hepatotoxicity, nephrotoxicity and neurotoxicity in animals
(Rocha et al, 2014).

Analytical methods for the determination of fumonisin
are typically based on chromatography techniques (high-
performance liquid chromatography) in combination with
a variety of detection methods (molecular fluorescence or
mass spectrometry) (Shephard et al., 2012).

Research has shown that the Fumonisins are the most
important mycotoxins found on corn, especially when
grown in warmer regions. The producing fungi, such as F.
verticillioides and Fusarium proliferatum, can grow over a
wide range of temperatures, but only with relatively high
amounts of water. (Cao et al., 2013; Cardoso Filho et al.,
2015).
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Equine leukoencephalomalacia

Equine leukoencephalomalacia is a disease caused by
ingestion of mycotoxin produced by the fungus F.
verticillioides. The infective mycotoxins are fumonisins
B1, B2 and B3. The mycotoxin B1 is more frequent and
severe. Animal intoxication occurs by ingestion of corn
and its sub-products contaminated by the fungus (Del
Fava, 2010).

The use of corn and its derivatives in the feeding and
supplementation of equine diet is needed during the
shortage of pasture forage (Del Fava, 2010). In a
retrospective study of equine diseases in Rio Grande do
Sul-Brazil, leukoencephalomalacia was the nervous
system disease most frequent (Pierezan, 2009).

Fumonisins (B1, B2, and B3), in the central nervous
system equine, develop sudden neurological signs due to
the liquefaction necrosis of the white matter. The animal's
death may occur 4 to 72 h after the clinical course.
However, depending on the amount of infective dose of
mycotoxins, animal survival time can extend from one to
two weeks (Méndez; Riet-Correa, 2007).

The use of corn-based supplementation in the diet of
equine involves products such as natural corn, pollard,
bran or corn xerém. Some regions make use of waste
processing industries of this grain, particularly during the
shortage of fodder in pastures, which favors the onset of
disease (Ragsda and Debey, 2003).

Frequently detected in corn worldwide and the most
commonly associated with leukoencephalomalacia
outbreaks. Fumonisins are responsible for a variety of
health problems in several animal species, including
humans. These compounds are carcinogenic in
laboratory rodents and the International Agency for
Research on Cancer of the World Health Organization
has included them in the list of probable carcinogenic
substances for humans. Amongst the domestic animals,
horses are the most sensitive to fumonisin intoxication,
the toxic effects of FB1 in this species being dose-
dependent. The clinical signs include decreased tongue
tone and mobility, propioceptive deficit, ataxia, anorexia,
lethargy, blindness, circling, aimless walking, head-
pressing, hyperexcitability, diaphoresis and coma.
Affected animals that develop clinical signs but survive
usually show some degree of neurologic deficit for life
(Maxie; Youssef 2007; Pacin et al., 2009).

The pathogenesis is not yet completely understood.
The enzyme sphingosine-N-acyltransferase is structurally
inhibited by fumonisins. This enzyme is involved in
sphingolipids biosynthesis and it is hypothesized that the
accumulation of the enzyme substrates as well as the
depletion of complex sphingolipids, may account for the
toxicity of these. The characteristic gross lesion is
restricted to the white matter of the cerebral hemispheres
and consists of softening, cavitation and yellow
discoloration. The lesion may be focal or multifocal, uni or
bilateral and mild cases may not show gross lesions at
all. Histologically, the most characteristic lesions consist
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of areas of liquefactive necrosis, edema and hemorrhage
affecting the encephalic white matter A presumptive
diagnosis is established based on clinical signs and on
gross and/or histological findings. Confirmation of the
diagnosis relies on detection of toxic concentrations of
fumonisins in feed (Beasley, 1999; Maxie and Youssef,
2007).

In horses, the signs are characterized by brain injuries,
brain stem injury. In mules, the predominant signs are
generally characterized by lesions of the brain stem (Riet-
Correa et al., 2007).

PREVENTIVE ACTIONS

The use of pasture rotation in non-host plants and the
elimination of crop residues are ways that favor the
decrease in pathogenic strains. The increase in microbial
activity is decreased by effective practices that increase
soil supressiveness by the antagonist ability of these
methods provide against potential pathogen (Zhao et al.,
2013).

The wuse of integrated management in modern
agriculture has contributed in order not only to increase
production in less space, but also in significant
improvement in the control of weeds, pests and diseases.
The main advantages are increased productivity of crops,
increased profitability, significant reduction in production
costs, rational use of pesticides, reduced use of water
and fuel, and less use of machines for cultivation which
leads to lower release of greenhouse gases (Lerayer,
2010).

Advances in crop technologies have increased the
productivity of maize. Examples of these new techniques
are the direct planting, which uses correction and proper
soil fertilization; extensive use of integrated management
techniques of weeds, diseases and insect pests; and
increased adoption of improved seeds with high
production capacity. The most important contributions in
the use of these new techniques are the use of simple
hybrids and adoption of genetically modified seeds
(Gravina; 2011).

Some Fusarium spp. tend to be less aggressive, which
can be observed by analysis of visible symptoms in the
host. Some of these strains can be represented by F.
verticillioides, which nevertheless is an excellent
pathogen in the production of mycotoxins. However,
these pathogens should not be neglected since the
resistance of a species cannot be extended to the others.
That is, resistance to an isolated pure from one species
can not result in cross-resistance to a Fusarium
population in commercial corn fields (Reid et al., 2009).
The conditions for fungal growth and therefore mycotoxin
production depends on environmental factors and
erroneous parameters, such as agricultural production
without technical and preventive measures, inadequate
drying, handling, packaging, storage, and transport condi-
tions that may promote fungal growth (Marin et al., 2013).



In general, fungal infestations are difficult to be handled
by conventional methods due to the ability of these
pathogens to survive in different environments. Among
these places, the soil and crop residues can be cited,
which characterizes the persistence of these pathogens.
An efficient and cost-effective control technique is the use
of resistant cultivars. (Bakhsh et al., 2007).

The fungicides carbendazim, thiram + benomyl, and
thiram + captan, are used for seed treatment (Nene et al.,
2012). The systemic use of chemical fungicides on plants
is considered costly because it may bring about damage
to the environment. Another problem is that these
fungicides cannot prevent infection and colonization of
roots by the pathogen (Animisha et al., 2012).

The preventive measure against poisoning of equines
is based on the recommendation of the use of corn and
its sub-products in amounts lower than 20% of total of dry
matter ingested by these equines. The corn used must be
subjected to a correct drying process. However, the
disease can occur in equines who eat corn dried
previously with moisture within the standards required in
Brazil, which is less than 15%. Thus, it is necessary to
completely dry so that there is no possibility of fungal
growth in the raw material (Méndez and Riet-Correa,
2007).

CONCLUSIONS

Thus, it can be noted that the equine feeding with the use
of ration requires a lot of care. Such care may range from
preparation of feed until the supply of the animals. The
processes of production, storage and delivery when not
held properly could favor the growth of fungi, such as
those from the genus Fusarium. Fungi of this genus are
producers of fumonisin, which can lead to
leukoencephalomalacia  outbreaks, among  other
pathologies. Therefore, it is emphasized the importance
of control methods and awareness for the production of
feed. These actions may help to minimize the
contamination by fungi and reduce the risk of diseases to
equines, what may lead to a better nutritional quality for
the animals and less economic losses.
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3. CAPITULO Il

FUNGOS MICOTOXIGENICOS E METABOLITOS FUNGICOS EM RACOES
PELETIZADAS PARA EQUINOS ADULTOS DURANTE ESTOCAGEM
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4. INTRODUCAO

Os equinos sdo animais que possuem exigéncias nutricionais determinadas
basicamente para composicdo de energia de mantenca e também para a realizacdo de
atividades fisicas. A determinagdo da alimentacdo desses animais deve ser equilibrada,
devendo haver balanceamento das proporgdes adequadas. Os cavalos devem consumir
diariamente alimentos com teor de matéria seca proporcional aos seus pesos, ao
desempenho esperado e também relacionando com o seu estado fisioldgico e nivel de
atividade fisica exercida (RIBEIRO et al., 2009; SANTOS et al., 2012).

Na industria de racfes para equinos verifica-se um incremento crescente no
controle de qualidade, e isso diz respeito a diversos parametros relacionados a
constituicdo do alimento, ao balanceamento, equilibrio, palatabilidade, digestibilidade e
aceitabilidade desses produtos pelos animais. Porém, a principal caracteristica de um
alimento esta ligada a sua seguranca, pois a contaminacao oferece risco a saude animal
(GOES, 2011). Em relacdo aos procedimentos de fabricacdo e prevencdo contra
contaminantes, a legislacdo brasileira dispde da Instru¢cdo Normativa n° 4, de 23 de
fevereiro de 2007, que aborda um Regulamento Técnico sobre as condic¢Ges higiénico-
sanitarias e boas préaticas de fabricacdo para estabelecimentos e fabricantes de produtos
destinados a alimentacdo animal, afim de que atendam a requisitos basicos de higiene e
de boas praticas para que os alimentos possuam condi¢des livres de contaminantes e
qualidade para consumo (BRASIL, 2007).

A contaminacdo dos alimentos pelos fungos pode comprometer a saude dos
animais, pois esses micro-organismos que estdo amplamente distribuidos no ambiente séo
capazes reduzir o valor nutritivo e, dependendo da espécie produzir metabdlitos

secundarios toxicos que causam doencas nos animais (SILVA et al., 2015).

Um dos principais géneros fangicos contaminantes de racfes é o Aspergillus,
classificado entre os fungos de armazenagem. Pode ser encontrado em frutas secas;
oleaginosas, como amendoim; e cereais, como milho, aveia, trigo, soja, dentre outros. Em
condicOes de umidade e temperatura elevadas, constituem um sério risco a saude devido
aos seus efeitos toxicos imediatos, imunossupressores, mutagénicos, teratogénicos e
carcinogénicos. As principais espécies micotoxigenas desse género sdo: A. flavus, A.
parasiticus, A. nonius, A. tamarii; A. versicolor, A. ochraceus, A. niger, A. carbonarius,

A. clavatus e A. terreus.
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As micotoxinas sdo produtos resultantes do metabolismo dos fungos, ou seja, séo
metabdlitos secundarios que podem afetar tanto a salde humana quanto a animal.
Normalmente estao presentes no ambiente em que se desenvolvem, onde 0s mais comuns
sdo os alimentos a base de graos, cereais e racdes. Os fatores ambientais que contribuem
para a ocorréncia de micotoxinas sdo principalmente a temperatura, ambiente, umidade
elevada do substrato associados ao processamento, producao ou armazenamento, além do
tipo de alimento (FERREIRA, 2012).

O A. flavus e A. parasiticus sao capazes de produzir as aflatoxinas B1, B2, Gl e
G2. Essas séo as que apresentam os maiores danos aos seres humanos e aos animais,
devido a alta toxidade e a ampla ocorréncia. A aflatoxina B1 é produzida por todas as
linhagens produtoras de aflatoxinas e é considerada a mais toxica de todas as 17 diferentes
moléculas que o grupo apresenta, lesando principalmente o figado (ROCHA, 2010;
OLIVEIRA; KOLLER, 2011).

Os principais metabolitos toxicos que essas espécies de fungos produzem estdo

descritas na Tabela 1

Tabela 3. Principais metabdlitos produzidos por fungos em vegetais

Metabolito Espécie de Aspergillus Autor
Acido ciclopiazonico  A. flavus, A. tamarii Goncgalez et al
(2013)

Aflatoxinas A. flavus, A. parasiticus, A. nomius Maziero (2010)

Citreoviridina A. terreus, Penicillium citreoviride Piontelli (2014)

Citrinina Aspergillus  carneus, A. terreus, Samson, Hoekstra
Penicillium citrinum, P. hirsutum, P. e Frisvad, (2004)
verrucosum

Ergina Cuéllar,1983

Ergometrina Claviceps spp. Khalloub et al.,

Ergometrinina 2007

Esterigmatocistina
Festuclavina
Fumagilina

Fumitremorgenos

Fumonisina

A. versicolor
Aspergillus fumigatus
Aspergillus fumigatus
A. terreus

P. fumigatus

P. citrinum

Fusarium  verticilioides,  Fusarium
subglutinans, Fusarium proliferatum

Khalloub et al.,,
2007

Schardl;. et al.,
2006

Samson, Hoekstra
e Frisvad, (2004)
Samson, Hoekstra
e Frisvad, (2004)
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Gliotoxina Alternaria,  Aspergillus  fumigatus, Ismaiel;
Penicillium Papenbrock (2015)
Griseofulvina Penicillium grisoflavum Martins (2016)
Lisergol ou Penicillium, Claviceps e Rhizopus Brunton, Goodman
Eimoclavina e Gilman (2012)
Ocratoxina A, A. ochraceus, A. niger e A. carbonarius Samson, Hoekstra
e Frisvad, (2004)
Patulina A. clavatus Samson, Hoekstra
e Frisvad, (2004)
Territrems A. terreus LING, et al, 1979
Verruculogen Aspergillus fumigatus Feng et al (2015)
Viriditoxin Aspergillus fumigatus Kundu et al (2014)

Os alcaloides erg6ticos sdo importantes metabdlicos secundéarios fungicos cuja
producdo ocorre nos esclerédios de fungos do género Claviceps (conhecido esporao ou
cravagem do centeio) em especial da espécie Claviceps purpurea, na qual possuem
alcaloides peptideos dividido em dois grupos estruturais alcaldides de aminoacidos
(ergotamina) e alcaléides de aminas e compostos afins (acido lisérgico e ergometrina).
Esses compostos sdo responsaveis pela intoxicacdo causada pela ingestdo de produto
contaminado desses fungos, conhecido como ergotismo, popularmente como
envenenamento por Ergot, fogo de Santo Anténio, fogo sagrado, etc. (HASCHEK et al.,
2002; VITAL; ACCO, 2006; KHALLOUB et al., 2007; MORI; NASCIMENTO
JUNIOR; MIRANDA, 2013).

Deste modo, objetivou-se neste trabalho quantificar, isolar e identificar a
microbiota flangica, classificar as espécies dos géneros Aspergillus, Penicillium e
Fusarium, avaliar o potencial toxigénico dos isolados de Aspergillus e pesquisar a
ocorréncia de metabdlitos fungicos em racdes peletizadas para equinos adultos durante

estocagem.

5. METODOLOGIA

As analises foram desenvolvidas no Laboratério de Controle Microbioldgico de
Alimentos do Nucleo de Estudos, Pesquisas e Processamento de Alimentos (NUEPPA),
do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), da Universidade Federal do Piaui (UFPI).

5.1 Coleta das amostras

As amostras de racdo peletizada para equinos adultos foram coletadas de maio a

junho de 2016, em trés propriedades (denominadas “A, B e C”) com atividade de
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equideocultura da cidade de Teresina, Pl (WGS84: 5° 5" 20" S, 42° 48" 7" W). Em cada
propriedade foram realizadas trés dias de coleta. Em cada dia foram coletadas amostras
com aproximadamente 200 g diretamente das embalagens de racdo que estavam lacradas
de fabrica e que foram abertas no momento da primeira coleta (tempo zero-controle). Em
seguida as embalagens foram fechadas e estocadas abrigadas da luz e da umidade na
propriedade até a realizacdo de nova amostragem. Apos trés dias de estocagem (tempo
trés) nova coleta foi realizada ap6s abrir as mesmas embalagens utilizadas anteriormente,
em seguida, eram vedadas e estocadas novamente. Este mesmo procedimento foi repetido

mais uma vez apos trés dias (tempo seis).

O manejo das propriedades pesquisadas era semelhante e possuia a mesma forma
de fornecimento da racdo e armazenamento da mesma. A racdo fornecida era peletizada
a base de milho moido, farelo de soja, milho laminado, farelo de milho, aveia laminada,

vitaminas e minerais.

Apds cada coleta, as amostras foram encaminhadas diretamente para o laboratorio,
para a realizacdo das analises microbioldgicas. As amostras foram repartidas
assepticamente em duas subamostras iguais com aproximadamente 100g cada e
transferidas para sacos plasticos de primeiro uso. Uma das subamostras foi estocada em
condicdes experimentais para simular a embalagem remanescente na propriedade, sendo
analisada apds o terceiro e no sexto dia da primeira coleta. A outra subamostra foi

analisada imediatamente (controle).

Em todas as amostras foram realizadas andlises da atividade de agua, contagem
de fungos filamentosos e leveduriformes e isolamento e identificacdo dos Aspergillus

spp., Penicillium spp. e Fusarium spp.

5.2 Analise de atividade de agua

A atividade de 4gua (Aw) foi determinada utilizando-se um aparelho para leitura
modelo Decagon Pawkit digital. De cada amostra, foram retiradas por¢des individuais
com aproximadamente 10 g que foram transferidas para deposito plastico proprio do
aparelho. Em seguida, apds acoplamento do depdsito e estabilizacdo, foi realizada a
leitura direta no painel (DECAGON DEVICES, 2016).
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5.3 Preparo das amostras para as analises micologicas

No laboratdrio foi transferida assepticamente uma por¢édo de 25g da racédo, para
um frasco com 225 mL de agua peptonada a 0,1%, formando a diluicdo inicial (10%). A

partir desta, foram preparadas diluigdes decimais seriadas até 10 (SILVA et. al., 2010).
5.4 Quantificacédo de fungos

A partir das diluigdes previamente preparadas, foram transferidas aliquotas de 0,1
mL, em placas de Petri contendo agar dextrose batata (ADB) com &cido tartarico a 10%.
Em seguida, espalhou-se o indculo por toda a superficie do 4gar com auxilio de alca de
Drigalski (PITT; HOCKING, 2009). As placas de ADB foram incubadas a 25°C por sete
dias, em auséncia de luz. As contagens fungicas foram realizadas nas placas que
apresentaram entre 10 a 100 UFC/g (DALCERO et al., 1997; DALCERO et al., 1998).
Apbs contagem de unidades formadoras de colénia (UFC/g), as coldnias fungicas
selecionadas para identificagdo, foram isoladas e repicadas em tubos contendo Agar Malt
Extract (MEA).

5.5 Isolamento e identificacdo de Aspergillus spp.

A identificacdo e isolamento das coldnias fungicas caracteristicas do género
Aspergillus foram realizadas conforme metodologia recomendada por Klich e Pitt (2002)
baseada na semeadura em quatro meios basicos: Czapeky east extract agar (CYA); malt

extract agar (MEA) e Czapeky east extract agar 20% sucrose (CY20S).

Para cada cepa caracteristica, foi preparada uma suspenséo de conidios em 0,5 mL
de meio constituido de 0,2% de agar-agar e 0,05% de Tween 80TM, distribuido em
microtubos estéreis (PITT; HOCKING, 2009). A seguir, foi introduzida uma agulha de
platina na suspensdo de conidios transferindo-os para trés pontos equidistantes nas placas
contendo CYA; MEA e CY20S, em seguida foram incubadas por sete dias a 25° C. No
mesmo momento uma segunda placa de CY A foi preparada e incubada durante sete dias
a 37°C.

Apo0s a incubacgdo, visando a identificacdo das espécies, foram observadas suas
estruturas micromorfoldgicas e as caracteristicas macroscopicas das coldnias (diametro,
textura, forma, aspecto da superficie e do reverso, pigmentacdo dos conidios, pigmento

soluvel, produgdo e cor de exsudato).
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5.6 Isolamento e identificagédo de Penicillium spp.

As colbnias fangicas pertencentes ao género Penicillium foram identificadas
utilizando as chaves de identificacdo baseadas na semeadura em trés meios basicos:
Czapek Yeast Extract Agar (CYA); Malt Extract Agar (MEA) e 25% Glycerol Nitrat
Agar (G25N). Preparou-se uma suspensdo de conidios a partir de cada cepa, em 0,5 mL
de meio constituido de 0,2% de Agar-Agar e 0,05% de Tween 80TM, distribuido em
microtubos previamente esterilizados (PITT; HOCKING, 2009).

A seguir, foi introduzida a agulha de platina na suspensdo de conidios,
transferindo-os para trés pontos equidistantes em uma placa contendo MEA e uma com
G25N e incubadas a 25° C por sete dias. Também foi semeada da mesma forma em trés
placas com CY A que foram incubadas individualmente a 37°C, 25°C e 5°C por sete dias.

Apds a incubacdo, visando a identificacdo das espécies, foram analisadas as
caracteristicas macroscopicas das colonias (didmetro, textura, forma, aspecto da
superficie e do reverso, pigmentacdo dos conidios e pigmento soltvel, producéo e cor de

exsudado), além de suas estruturas micromorfoldgicas, observadas em microscopio.
5.7 Isolamento e Identificacéo de Fusarium spp

A partir do Agar dextrose batata (ADB) as cepas caracteristicas de Fusarium spp.
foram transferidas para Agar carbationleaft (CLA) para posterior identificacdo conforme
a metodologia proposta por Booth, (1971). A identificacdo dos conidios realizou-se pelo
método de diluicdo em placa identificada, no qual, a suspensao conidial de cada cepa de
Fusarium spp. foi incubada em placa com agar-agar a 1,5 % mantido em temperatura
ambiente por 16 a 18horas. Decorrido este tempo, os conidios foram identificados por

microscopia (x 30) e transferidos com uma agulha para CLA e ADB.

Ap0s incubacéo por sete a 14 dias as coldnias foram identificadas usando critérios
microscopicos e macroscopicos segundo a chave taxonémica de Nelson et al. (1983) para

especies pertencentes ao género Fusarium.
5.8 Cromatografia de camada fina (Thin Layer Chromatography-TLC)

Todas as cepas do género Aspergillus foram testadas para avaliar o potencial de
produzir aflatoxinas quando cultivadas em placas MEA a 25 °C por sete dias. Os micélios

foram transferidos para microtubos juntamente com 1.000 uL de cloroférmio.
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A mistura foi agitada a 4.000 rpm por 20 minutos em temperatura ambiente, logo
em seguida, o micélio foi removido e o extrato de cloroférmio evaporado sob fluxo de
N2. O residuo foi redissolvido em 200 pL de cloroférmio. Os extratos foram analisados
por cromatografia em camada delgada (CCD) em silica gel 60 F254, TLC chapas de
aluminio (20 x 20 cm, espessura, 250 um, Merck, Alemanha). O liquido carreador foi o
cloroformio: acetona (90:10 v/v). O limite de detec¢do do método utilizado foi de 5 pg/g
(AOAC, 2002).

5.9 Determinacédo de Aflatoxinas e outros compostos quimicos

Para determinacdo de aflatoxinas e compostos metabdlitos proveniente das
amostras racdo, fez-se a selecdo apenas das amostras coletada no primeiro dia (tempo
zero) e do sexto dia (tempo seis) de cada analise, com intuito de avaliar se as amostras ja
estavam contaminadas com aflatoxinas/compostos quimicos, ou se adquiriram pela

contaminacgdo dos fungos da micobiota da ragdo apés a abertura do saco de racdo equina.

A determinacdo do conteudo de Aflatoxina B1, B2, G1 e G2 foi realizada por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta
eficiéncia— LC-MS

5.10 Extracéo e Purificagéo dos Extratos

Para extracdo da aflatoxina nos extratos, utilizou-se a metodologia proposta por
Soares e Rodriguez-Amaya, (1989), modificada por Teixeira et al. (2008). foram
utilizados 25 g de amostra, na qual adicionaram-se 70,0 mL de metanol e 10,0 mL de
solucdo de cloreto de potassio 4,0%. Em seguida a amostra foi submetida a agitagdo em
liquidificador doméstico por cinco minutos. Apés a homogeneizagdo foram adicionados
75,0 mL de solucdo clarificante (sulfato de aménio 30%) e 7,5 g de celite. Posteriormente,
a amostra foi submetida novamente a agitacdo por cinco minutos, seguido de repouso de
20 minutos. Em seguida, o extrato resultante foi filtrado com auxilio de papel de filtro

Watman n° 4.

Do filtrado foi retirada uma aliquota de 50 mL para um frasco tipo Becker, em
seguida foram adicionados de 50 mL de agua destilada. Essa mistura foi transferida para
um baldo de decantacdo com capacidade para 500 mL, no qual foram adicionados 20 mL

de cloroférmio, logo apds, agitou-se manualmente por cinco minutos.
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Decorrido esse tempo, foi aberta a torneira do baldo para retirada do liquido
decantado que foi recolhido para um frasco tipo Erlenmeyer com capacidade para 50 mL,
depois foram adicionados 20 mL de cloroférmio ao baldo e procedeu-se mais uma
agitacdo manual com posterior retirada do liquido decantado, de forma a obter 35 mL da

fase cloroférmica no frasco tipo Erlenmeyer.

Em seguida, o solvente foi evaporado em banho-maria a 60 °C por
aproximadamente 15 minutos. O extrato seco resultante foi suspenso em 1,0 mL de
cloroférmio e em seguida homogeneizado em agitador tipo Vortex. A suspensdo foi
acondicionada em frasco &mbar com capacidade de 4,0 mL para posterior evaporagdo do
solvente em capela de fluxo laminar. O extrato seco resultante foi armazenado em freezer

doméstico (-18°C) até o0 momento da analise de aflatoxinas.
5.11 Preparo da curva de calibracdo das aflatoxinas

A solucéo padrdo composta pela mistura das aflatoxinas AFB1, AFB2, AFG1 e
AFG2 (Japanese Aflatoxina Mixture 25,0 pg.mL™, Sigma-Aldrich, ref. CRM40139, lote:
XA16905V), foi diluida seguidamente com metanol grau LC-MS até a obtencdo de
solugBes nas concentragdes de 10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 50,0; 100,0 e 250,0 pg.L* seguida
da analise por LC-MS, para determinacdo da curva de calibragdo. Estes procedimentos

foram realizados em triplicata.

As aflatoxinas presentes nas amostras foram quantificadas por comparacao da

intensidade da area de sua banda cromatogréfica, em comparacao a curva de calibracgéo.
5.12 Condicdes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas utilizando um cromatografo liquido
de ultra eficiéncia (Ultra Performance Liquid Chromatography-UPLC) da marca
Shimadzu, equipado com uma coluna XR-ODS 50mm x 2.0 mm i.d., tamanho de particula
de 2,2 um, temperatura do forno mantida a 40 °C. A fase mdvel empregada constituiu-se
de 4gua (Grau LC-MS), contendo 0,1 % de &cido formico (v/v; eluente A) e metanol
(Grau LC-MS) contendo 0,1 % de acido formico (v/v; eluente B). O fluxo empregado foi
de 200 pL.min?, contendo 5,0% do eluente B durante um minuto, seguido de um
gradiente de 5,0 a 98,0 % do eluente B até 12 min, retornando para 5,0 % do eluente B

por quatro minutos para recondicionamento da coluna.
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O volume injetado foi de 10 pL, com auxilio de um auto-injetor (SIL-20A HT).
Os cromatogramas foram monitorados por um espectrometro de massas Bruker, modelo
micrOTOF QII equipado com uma fonte de ionizacao por eletronspray (ESI), operando
no modo positivo, utilizando nitrogénio como gas de nebulizacdo. A pressdao do
nebulizador foi ajustada para 4,0 bar, o fluxo do gas de secagem para 8,0 L.min™,
temperatura do gas de secagem para 200 °C e a voltagem do capilar foi ajustada para
4.500 V. A calibracdo do espectrometro foi realizada com auxilio de formiato de sddio
na faixa de m/z 50 a 900.

Figura 2. Cromatograma do padrdo das Aflatoxinas G2,G1,B2,B1
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Figura 3. Curvas de calibracdo para determinacao e quantificacdo das aflatoxinas.
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5.13 Anélise Estatistica:

A pesquisa foi realizada utilizando-se o delineamento em blocos ao acaso com
fatorial 3x3 (trés propriedades, trés coletas). Os resultados quantitativos (contagens)
foram transformados em logaritmos para teste da normalidade, analise de variancia
Kruskal-Wallis e correlagdo, significancia de p<0,05. Os resultados qualitativos

(presenca) foram analisados pelo teste Qui-quadrado ().

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todas as propriedades pesquisadas 0 manejo da distribuicéo dos alimentos para
0s animais era realizado de forma similar. Apds a abertura da embalagem, a ragdo era
transferida imediatamente para tonéis para ser distribuida para os animais. O manejo era
realizado conforme o consumo diério dos animais, de tal forma que n&o ocorria restos de
racdo no cocho. Assim, os animais se alimentavam da racdo no mesmo momento que

havia a abertura da embalagem, portanto, o conteldo era consumido imediatamente pelos
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animais. Desta forma, para atender as necessidades da pesquisa embalagens foram
estocadas por seis dias (duracdo média do saco de racdo de 25 Kg nas propriedades

analisadas) ap0s a abertura para coleta das amostras no dia zero.

Nas amostras analisadas, pode-se observar que ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) para contagem de unidades formadoras de colbnias (UFC/g) de fungos
filamentosos e leveduras, entre os dias ou condi¢cGes de armazenamento, seja nas
propriedades visitadas ou no laboratorio (Tabela 2). Ou seja, a quantidade de fungos
filamentosos presentes na embalagem original permaneceu constante ap0os o sexto dia de

estocagem.

Tabela 4. Contagens de fungos filamentosos e leveduras (UFC/g em logi0**) em amostras
de racdes peletizadas para equinos, coletadas em propriedades rurais, com analises em
tempo zero e apds trés e seis dias de armazenamento, nas formas controle e em

propriedades rurais de Teresina, Pl

Propriedade Contagens de fungos filamentosos e leveduras
(UFC/g em logo**1)

Momento da  Estocagem no laboratério  Estocagem nas propriedades

coleta (em dias) (em dias)
(Controle)
Tempo Zero Trés Seis Trés Seis
(controle)
A 3,65 4,10 4,49 3,31 4,43
B 5,00 5,04 5,17 4,17 5,00
C 4,19 4,55 4,14 4,51 3,88
Médias* 4,282 4,562 4,60% 4,002 4,432

UFC/g em logy*** = unidades formadoras de coldnias por grama em logaritmos de base dez menos um; *As médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (P>0,05).

A legislacdo brasileira ndo estabelece padrbes para contagem de fungos
filamentosos e leveduriformes em racdo animal, mas o Good Manufacturing Pratices

recomenda valores inferiores a 6,00 UFC/g em logio (GMP, 2016). Deste modo, pode-se
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constatar que as amostras de racdo analisada possuiam contagens fungicas dentro desses
valores recomendados. A contaminagdo pode estar associada as condigdes das amostras
e as falhas na cadeia de producdo (CARDOSO FILHO et al., 2013) e com isso podem
comprometer a qualidade do produto, reduzindo a absorcdo de nutrientes e a
palatabilidade da ragé&o.

Valores de contagens de fungos filamentosos e leveduriformes obtidas nas ragoes
para equinos (Tabela 2) foram proximos ao de racGes para frango de corte (SANTOS
2011) cujas amostras apresentaram médias entre 3,0 a 5,23 UFC/g em logio.
Provavelmente porque a contaminacéo inicial da matéria prima néo foi inativada pelo
processamento da racdo peletizada.

Observou-se que ndo houve diferenga significativa (p>0,05) da atividade de agua
entre das amostras do grupo controle e as que foram armazenadas no laboratorio ou nas
propriedades (Tabela 3). As propriedades utilizavam ragGes comerciais envasadas pela
fabrica em embalagens de polietileno de baixa densidade. Por ser impermedavel, este
material favorecia que a racdo, apesar de ser higroscépica, mantivesse umidade (maximo
de 12% declarada no roétulo) estavel até o momento de utilizacdo. Nas propriedades apds
abertura da embalagem para a retirada da amostra, eles transferiam todo o contetido de
racao para tambores de plastico com tampa para uso diéario.

Tabela 5. Média e desvio padrdo dos resultados de atividade de agua nas amostras de
racOes peletizadas para equinos, coletadas em propriedade rurais, durante seis dias de

armazenamento no laboratdrio e na propriedade pesquisada, em Teresina, Pl

Propriedade Atividade de agua (Aw)

Momento Estocagem no laboratério Estocagem nas

da coleta (em dias) propriedades

(Controle) (em dias)

Zero Trés Seis Trés Seis

A 0,67+0,02 0,67+0,03 0,67+003 0,67+0,02 0,67+0,02
B 0,67+0,04 0,70+£0,04 0,69+0,02 0,66+0,04 0,66+0,04
C 0,73+0,01 0,62+0,01 0,68+0,04 0,70+0,03 0,70+0,01
Médias 0,692 0,662 0,682 0,672 0,672

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Normalidade (p<0,05). Néo
foi aplicado o teste de comparacéo de médias por que o F de interagdo ndo foi significativo.
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No laboratdrio as amostras foram acondicionadas em depdsitos herméticos com
tampa. Deste modo, apesar de o experimento ter sido realizado no final da estagéo
chuvosa (Figura 3) provavelmente a embalagem experimental e as condigdes de
estocagem de racdo para uso diario das propriedades ndo favoreceram alteracdo da

atividade de agua.

Figura 4. Chuva acumulada mensal e chuva normal climatolégica de Teresina durante

2016, com destaque para o periodo de amostragem.
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A atividade de agua (Aw) esta relacionada a quantidade de moléculas de agua
disponiveis nas particulas do substrato, essenciais para a sintese de micro-organismos. De
um modo geral, a Aw minima para o crescimento de fungos filamentosos é 0,80; de
leveduras 0,88; de fungos xerofilicos e leveduras osmofilicas 0,61 (PINTO et al., 2006;
MELO FILHO; VASCONCELQS, 2011; OLIVEIRA, 2013). No experimento de Gabbi
et al. (2011) observaram valores de Aw que variaram entre 0,61 e 0,70 nas amostras de
racOes para equinos. Estes valores foram proximos aos das amostras de ragéo analisadas
cujos valores oscilaram entre 0,66 e 0,73 (tabela 3). Estes niveis de Aw desfavorecem o
crescimento da maioria dos fungos, entretanto os fungos xerofilicos e leveduras
osmofilicas teriam condicGes para desenvolver-se nas rages pesquisadas.

Nas amostras de racdo foram isoladas principalmente os géneros de estocagem:
Aspergillus spp. e Penicillium spp. e em menores quantidades, o género Fusarium, que
séo considerados de campo (tabela 4). Meilingui (2011) observou-se que das 27 amostras
de racGes, analisadas 26 estavam contaminadas por fungos dos géneros Fusarium spp.
(44,4%), Aspergillus (33,3%), Penicillium spp. (7,4%).
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Tabela 6. Ocorréncia (%) de fungos filamentosos isolados das amostras de ragoes
peletizadas para equinos, coletadas em propriedades rurais, durante seis dias de

armazenamento no laboratério e na propriedade pesquisada, em Teresina, Pl

Género Fungico N° de Isolados Ocorréncia (%)
Aspergillus 19 65,5
Penicillium 8 27,6
Fusarium 2 6,9
Total 29 100,0

Dados: Pesquisa Direta.

Das 54 amostras de racao analisadas foram isoladas cinco espécies de Aspergillus:
A. japonicus, A. awamori, A. fumigatus, A. flavus e A. ostianus; oito cepas de Penicillium:
P. citrinum, P. funiculosum e P. decumbens e duas espécies de Fusarium: Fusarium
verticilioides e Fusarium semitectum (Tabela 5). Pode observar que a racdo da
propriedade “C” apresentou maior quantidade de fungos isolados, porém em todas as
racOes apresentavam fungos potencialmente micotoxigénicos, caracterizando risco de

intoxicacéo e de enfermidades para os animais que sdo fornecidos esses alimentos.
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Tabela 7. Espécies do género Aspergillus spp., Penicillium spp. e Fusarium spp., isoladas em amostras de racdes peletizadas para equinos

coletadas em propriedades rurais durante estocagem até seis dias no laboratorio e nas propriedades pesquisadas localizadas em Teresina, PI.

Propriedades

Espécies fungicas isoladas nas amostras

Momento da coleta

(Controle)

Estocagem no laboratério (em dias)

Estocagem nas propriedades (em dias)

Trés

Seis

Trés

Seis

A. awamori (1)
A. fumigatus (1)
P. decumbens (1)

A. fumigatus (1)
A. japonicus (1)

A. fumigatus (1)

A. japonicus (4)

A. ostianus (1)
A. flavus (1)

P. decumbens (1)

A. awamori (1)
P. citrinum (1)

P. funiculosum (1)

A. japonicus (2)

A. awamori (2)

A. flavus (1)

P. funiculosum (1)
F. semitectum (1)
P. citrinum (3)

A. japonicus (1)

Fusarium verticilioides A. ostianus (1)

(1)
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Espécies do género Aspergillus, em especial o A. flavus, podem ser capazes de
produzir de micotoxinas, dentre elas as aflatoxinas, que s&0 mais frequentemente isoladas
podem ser carcinogénicas e mutagénicas, caracterizando-se como um grande problema para
producdo de graos. Aflatoxicose aguda pode causar morte em animais que consomem racoes
com elevados teores de aflatoxina. O consumo frequente de ragGes contaminadas com
pequenos teores desta micotoxina pode causar quadros cronicos de aflatoxicose, quando
podem ser observados efeitos hepatotoxicos que podem carcinomas hepaticos
(CARVALHO, 2013; SINGH, 2015).

A ocratoxina A (OTA) é produzida principalmente por A. ochraceus, A. carbonarius
e A. niger (SAMSON, HOEKSTRA,; FRISVAD, 2004) e A. awamori (AL-SHEIK, 2014). E
outra micotoxina que deve ser pesquisada em alimentos e ragdes. Esta micotoxina pode ser
nefrotdxica, hepatotoxica, teratogénica, carcinogénica e possui propriedades
imunossupressoras. Dentre as espécies de Aspergillus isoladas (Tabela 5) apenas o A
awamori no experimento poderia ser produtor de OTA.

O género Penicilium pode se desenvolver em substratos variados, em temperaturas
elevadas e baixa atividade de agua, 0 que podem ser as causas pelo desenvolvimento desse
fungo nas amostras do estudo (CARDOSO FILHO et al., 2011). Neste género também
ocorrem espécies produtoras de micotoxinas, tais como: acido penicilico, patulina, citrinina,
ocratoxina, fumitremorgeno (SAMSON, et al., (2004), gliotoxina (ISMAIEL;
PAPENBROCK 2015), griseofulvina (MARTINS 2016), entre outras. Estas, quando
consumidas, causam lesGes cromossdmicas em células de animais, além de serem
carcinogénicas (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2009). O isolamento das espécies de P.
citrinum e P. fumigatus (Tabela 5) nas amostras poderiam ser indicativas de contaminacéao
das racGes por citrinina e também festuclavina, fumagilina, fumitremorgeno, gliotoxina,
verruculogen e viriditoxin (Tabelal).

A representacao de risco pelo isolamento do género Fusarium em ragdes para animais
se da pela potencial producdo de fumonisinas por determinadas especies, que tem como
principal produtor o Fusarium verticilioides, espécie esta que foi encontrada no presente
experimento (Tabela 5). Outras espécies que podem produzir essa micotoxina sdo: o F.
subglutinans e F. proliferatum. Em relacdo a classificacdo dessas micotoxinas, Sao

conhecidos cerca de 16 tipos de compostos toxicos de fumonisinas, sendo a fumonisina B1
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a que mais interfere no metabolismo, causando efeitos carcinogénicos no figado de ratos e,
provavelmente, cancer de eséfago em humanos (HERMANNS et al, 2006; FREIRE et al,
2007). O F. semitectum, comum em sementes e pode causar podridao radicular (DHINGRA,
1997), também isolado no experimento (Tabela 5), tem importancia devido a contaminagéo
em sementes de culturas dicotiledéneas que crescem em zonas climaticas e também em
culturas de leguminosas, como soja e feijdo, sendo que é mais comum a colonizacdo de
sementes.

Dois isolados de Aspergillus flavus das amostras de racéo apresentaram a capacidade
de produzir aflatoxina quando analisadas em TLC (tabela 6), esta espécie € a principal
contaminante de racdes e de alimentos, como também o com maior potencial para producdo
de aflatoxinas (SILVA et al. 2008; GONCALEZ et al 2013). Desta forma, embora a atividade
de agua das amostras de racao (Tabela 3) ndo favoreca a producéo de aflatoxinas e do periodo
experimental ter ocorrido em meses com baixa precipitacdo (Figura 3), é necessario que elas

sejam estocadas abrigadas da umidade devido ao potencial toxigénico das cepas isoladas.

Tabela 8. Espécies do género Aspergillus com capacidade produtora de aflatoxina isoladas

nas amostras de racdes peletizadas para equinos, coletadas em propriedades rurais em

Teresina, Pl
Origem da amostra Espécies TLC
Propriedade A Aspergillus flavus +
Propriedade C Aspergillus flavus +

TLC = Cromatografia de camada fina.

Nas amostras analisadas, constatou-se a presenca de quatro tipos de aflatoxinas,
sendo: AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 (tabela 7).



41

Tabela 9. Niveis detectados de aflatoxinas (ug/Kg) em amostras de racdo peletizada
para equinos adultos coletadas em propriedades rurais em Teresina, Pl

Amostra Aflatoxinas (ug/Kg) Total
AFB1 AFB2 AFG1 AFG2 (Mg/KQ)
Al ND ND ND ND ND
A2 ND ND ND ND ND
A3 ND ND ND ND ND
A4 ND ND ND ND ND
A5 ND 2,5 ND ND 2,5
A6 ND 0,9 ND ND 0,9
A7 ND ND ND ND ND
A8 ND 0,5 ND ND 0,5
A9 ND ND ND ND ND
Al0 ND ND ND ND ND
All ND ND ND ND ND
Al2 ND ND ND 0,1 0,1
Al3 0,2 ND ND 1,6 1,8
Al4 ND 3,1 ND ND 3,1
Al5 ND ND ND 1,1 11
Al6 0,7 ND ND 3,1 3,8
Al7 ND ND ND 2,7 2,7
Al8 ND 2,2 0,9 ND 3,1

ND: ndo detectado. AF: Aflatoxina.
De acordo com os resultados obtidos (Tabela 7), 10 amostras (55%) apresentaram a

presenca de aflatoxinas: duas amostras com AFB1 (11%), cinco amostras com AFB2 (27%),
uma amostra com AFG1 (5,5%) e cinco amostras com AFG2 (27%). Pode-se observar ainda
que trés amostras continham mais de um tipo de aflatoxina. Peluque (2014) encontrou AFB1
em 11 (10,5%) amostras de misturas de cereais, sendo AFG1 em seis (5,7%) e nédo detectou
AFB2 e AFG2. Diante resultados encontrados, a presenca das aflatoxinas nas amostras, pode
ser provavelmente explicada por condi¢Oes favoraveis ao desenvolvimento dos fungos

produtores dessas micotoxinas nos periodos avaliados e condi¢fes de armazenamento, sendo
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que, o crescimento fungico presentes nas amostras, Gtambém podem ser inerentes a
contaminacéo intrinseca proveniente da matéria-prima da rag&o.

A legislacdo brasileira que dispde sobre os limites méaximos tolerados para
micotoxinas em alimentos € a Resolucdo RDC 7 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria, de 18 de fevereiro de 2011. Esta resolucdo estabelece o limite maximo de 20,0
pg/kg de aflatoxinas totais (B1+B2+G1+G2) para milho em grdo, farinhas ou sémolas de
milho, amendoim em casca e descascado, cru ou tostado, pastas e manteiga de amendoim
(ANVISA, 2011). O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil
estabelece o limite de aflatoxinas em ra¢des e alimentos destinados ao consumo animal é de
50 mg/Kg, sendo em alimentos de ingestdo direta ou da matéria-prima utilizada para a
producdo de racdes (BRASIL, 2002). Nas amostras avaliadas, as quantificacbes foram
relativamente baixas, com variagdo de 0,1 a 3,1 pg/kg entre as amostras ¢ com soma de
aflatoxinas totais (B1+B2+G1+G2) com variacdo de 0,1 a 3,8. Ou seja, todas as amostras se

encontram dentro dos parametros estabelecidos pela legislacéo vigente.

Figura 5. Estruturas quimicas das aflatoxinas B1, B2, G1 e G2
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A determinacéo de aflatoxinas foi realizada das amostras das propriedades, colhidas
no momento da abertura da embalagem e no apds o sexto dia de armazenamento. Os
resultados obtidos mostraram que a propriedade “C* teve o maior nimero de amostras
contaminadas de aflatoxinas, representando seis amostras. As propriedades “A” e “B” tinham

duas amostras com aflatoxina cada. O grande percentual na propriedade “C” reflete as
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condicBes de armazenamento desta propriedade e pode ser explicado também pelo grande
namero de espécies de fungos micotoxigénicos isoladas nesta propriedade, onde sé do género
Aspergillus foram 12, uma espécie de Penicillium e uma cepa do género Fusarium.

A amostra 16 de ragdo da propriedade “A”, onde se isolou uma espécie de Aspergillus
flavus, apresentou os maiores niveis de quantificagdo de aflatoxina com o total de 3,8 pg/Kg,
com 0,7 de AFB1 e 3,1 de AFG2 (tabela 7). A figura abaixo (Figura 5) mostra o
cromatograma com a curva de identificacdo das micotoxinas AFBle AFG2 da amostra 16.

Figura 6. Cromatograma de amostra 16 com as aflatoxinas AFBle AFG2
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Apesar das quantificagbes de aflatoxinas se mostrarem dentro dos limites
estabelecidos pela legislacdo, a presenca desses metabdlitos se fazem presente como um
risco, onde, na maioria das vezes se encontra nos alimentos em concentra¢fes muito baixas
(ng/g) de forma a ndo causar alteracGes nas propriedades organolépticas, como o sabor e
odor, o que dificulta sua constatacdo pelos consumidores, sendo que apenas um trabalho
eficaz das autoridades competentes podera evitar possiveis intoxicacdes (CALDAS; SILVA;
OLIVEIRA, 2002).

Outros fatores que mostram a relevancia do estudo desses metabolitos nos produtos
agricolas, € que alimentos de origem animal também podem estar contaminados por causa
do consumo de alimentos contaminados pelos animais, 0 que leva a um risco de intoxicacao

humana por via indireta. Resultados de avaliagBes laboratoriais realizadas nos ultimos 10



44

anos pelo Laboratorio de Analises Micotoxicolégicas (LAMIC) em amostras dos principais
ingredientes utilizados na nutrigéo animal (milho, trigo, arroz, farelo de trigo, farelo de arroz,
farelo de soja, silagem e a propria racdo) revelaram uma prevaléncia media de 41% para
aflatoxinas (MALLMANN, 2014).

As aflatoxinas possuem efeito hepatoxico, carcinogénico e imunotoxico, sendo o
figado o 6rgdo alvo da acdo da aflatoxicose no organismo animal e humano. Os estudos
cientificos demostram que normalmente animais jovens sao os mais afetados. Os principais
sinais clinicos sdo a perda de apetite, letargia, fraqueza e morte. Dentre os metabolitos
analisados, a aflatoxina B1 (AFBL1) é apontado como a mais importante na area de alimentos
devido a sua elevada capacidade hepatotdxica e em maiores concentragcdes nos substratos
(MALLMANN; DIKIN, 2011).

Nos resultados obtidos pela cromatografia de massa das amostras de racdo, obteve-se
a identificacdo de cinco tipos de compostos quimicos: ergina, ergometrina, festuclavina,
griseofulvina e o lisergol (tabela 8).

Tabela 10. Determinacdo de metabdlitos fngicos por cromatografia de massa das amostras

de racdo peletizada para equinos

Origem das amostras

Metabdlito Formula Prop. A Prop B Prop C
Ergina Ci6H17N30 13 ND 5 15e17
Ergometrina C19H23N302 11 ND ND
Festuclavina C16H20N2 2,13e16 4,7e18 17
Griseofulvina C17H17ClO0s ND ND 8
Lisergol Ci6H1sN20 ND ND 15
Total - 5 3 6

ND: néo detectado

Esses compostos foram encontrados em 11 amostras das diferentes propriedades
analisadas, onde alguns aparecem em mais de uma amostra, totalizando 14 metabolitos
identificados, sendo que, a propriedade C teve o maior nimero metabolitos encontrado (seis),
seguido da propriedade A, com cinco, e a propriedade B apresentou em apenas trés amostras.

Destaca-se também a presenca da festuclavina, em seis das amostras e para a ergina em quatro
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(tabela 8), esses metabdlitos sdo caracterizados por serem alcaloides de Ergot e
potencialmente produzidos por plantas e fungos micotoxigénicos.

A Unido Europeia estimula valores sobre as quantidades maximas de esclerddios
(estrutura de resisténcia do fungo) tolerados na alimentacdo animal de 1 g / Kg,
correspondendo aos alcaldides de cravagem em centeio em concentracdo de alimentagéo de
aproximadamente 1,5-6,5 g / kg (UE 2002).

Em uma pesquisa conduzida por Liesener et al (2010), em 21 propriedades com
criatotios para equinos, com um total de 62 amostras de racao para cavalos, com misturas de
cereais , realizando as coletas com 21 propriedades produtoras de cavalo, revelou-se que as
amostras tinham a presenca de alcal6ides ergotaminicos em um total genérico de 30 mg/ kg,
equivalendo a 132%. Valores estes, sdo considerados altos e representam um grande perigo
aos animais que ingerem em sua alimentacdo. Fayrer-hosken et al (2013), com o objetivo de
investigar o efeito dos alcaldides nas funcGes reprodutivas de seis garanhdes, forneceram
uma dieta com e sem sementes toxicas de festuca (planta toxica rica em alcaloides) em um
periodo de 70 dias, os autores concluiram que os alcaldides da cravagem do centeio
diminuiram o volume livre de gel com o consumo altos niveis de alcaldides, com efeitos
estatisticamente significativos sobre o espermograma de garanhdes reprodutores. Esses
resultados mostram que a alimentagdo com presenca de compostos toxicos como 0s

alcaloides podem levar os animais a alteracdes desde enfermidades graves, até a morte.
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Figura 7. Férmulas cientificas dos compostos quimicos encontrados na ragdo
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A ergina (amida de &cido D-lisérgico) ou LA-111, identificada em quatro amostras, é
um alcaldide da familia das ergolinas, presente em algumas espécies do reino vegetal,
Ipomoea violacea, a Ipomoea tricolor, Argyreia nervosa e no fungo Claviceps purpurea. E
uma substancia conhecida pelos seus efeitos alucindgenos, semelhantes aos efeitos do LSD,
mas também usado como sedativo (CUELLAR,1983).

No Brasil, segundo a Resolugdo RDC n° 39 de Julho de 2012 da ANVISA, a ergina
passou a ser considerada uma substancia psicotropica sob controle especial, tornando a
Ipomoea violacea uma planta ilegal, diferente de muitos paises, onde tal planta ndo foi posta
sob controle (ANCUCEANU et al., 2010).

A ergometrina, identificada em uma das amostras, estad entre 0s mais potentes
alcaloides de ergot, atua rapidamente como ocitécico, com pouco efeito vasoconstritor, atua
como agonista parcial dos receptores a- adrenérgicos nos vasos sanguineos e possui pequena
acdo como antagonista, além disso, atua de modo semelhante em receptores serotoninérgicos
(HASCHEK et al., 2002; VITAL; ACCO, 2006; KHALLOUB et al., 2007).

A Festuclavina, identificado em sete amostras, € um metabolito secundario,

caracterizada por o sistema de anel triciclico exemplificado pelo aldeido chanoclavina-I ,
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alcal6ide do Ergot comumente produzido pelos Claviceps purpurea, Aspergillus fumigatus e
Penicillium roquefort (SCHARDL,;. et al., 2006). No presente trabalho foram isoladas
especies de Aspergillus fumigatus, o que pode ser resultante do seu metabolismo.

Eles possuem efeitos antibioticos especificos e também efeitos toxicos, dentre eles, a
festuclavina. Esse metabolito pode interferir no sistema de regulacdo dos mamiferos da
captacdo de serotonina, dopamina e adrenalina e fumagilina (ARISTEGUI, 2002; BOK,
2006).

A griseofulvina, encontrada em uma amostra, € derivada do metabolismo secundario
do fungo Penicillium griseofulvum e em 1946, Brian et al publicou resultados dos seus
estudos na qual havia sido descoberto uma substancia isolada a partir do Penicillium
janczewskii denominado “fator de ondula¢do” devido as ondulagdes emitidas pelas hifas
fangicas e que em 1947 essa substancia e a griseofulvina eram de fato a mesma substancia
(MARTINS, 2016).

Vastamente utilizada com um antibiético com a¢do antiflngica utilizada amplamente
no tratamento de doencas causadas por fungos patogénicos, doencas inflamatorias, usada no
tratamento de humanos e animais no combate a micoses epiteliais na pele, unhas e na
agricultura (ZHAO, 2012).

O lisergol, encontrado em uma amostra, também € identificado como uma
hidroxietilamida do &cido lisérgico, além de novos derivados do &acido lisérgico simples:
Lisergol, Lisergina e Lisergeno. Essas micotoxinas sdo ativas contra bactérias, nematddeos,
insetos e mamiferos. O composto € isolado de géneros de fungos inferiores: Claviceps,
Penicillium e Rhizopus. Também isolado a partir de plantas Rivea corymbosa, Ipomoea
plantas superiores violacea e Ipomoea muricata (BRUNTON; GOODMAN; GILMAN,
2012).

7. CONCLUSOES

1- A quantidade de fungos filamentosos e a atividade de dgua presentes na embalagem
original permanecem constantes apds seis dias de estocagem.

2- As ragdes peletizadas para equinos possuem predominantemente fungos de estocagem

dos géneros Aspergillus e Penicillium e de Fusarium com as seguintes respectivas especies:
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A. japonicus, A. awamori, A. fumigatus, A. flavus , A. ostianus, P. citrinum, P. funiculosum,
P. decumbens., Fusarium verticilioides e Fusarium semitectum.

3- As cepas de Aspergilus flavus isoladas de racGes nas propriedades analisadas
produzem aflatoxina.

4- Foram encontradas quatro tipos de aflatoxinas, sendo: AFB1, AFB2, AFG1, AFG2 e

0s compostos quimicos: ergina, ergometrina, festuclavina, griseofulvina e o lisergol.

8. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos sobre micotoxinas na alimentacdo de equinos sdo raros e basicamente estéo
restritas a fumonisinas, devida a importancia da leucoencefalomalacia. Outros metabolitos
fungicos, como os alcaloides de ergot, merecem mais atencdo pela comunidade cientifica e
também pelos produtores de racao. Pois, outros grupos de compostos toxicos produzidos por
fungos podem estar presentes em ragdes para equinos e que ndo sdo pesquisados
rotineiramente pela comunidade cientifica. Esses metabolitos provocam uma série de
doencas que ndo associadas, mas merecem mais atencdo para a prevencao e resolucdo clinica

de futuros casos.
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