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Resumo

A ensilagem é uma pratica comum para preservar forragens no Brasil, porém, condi¢gdes inadequadas de armazenamento podem
levar a contaminagéo por fungos com producéo de micotoxinas. As analises deste trabalho foram realizadas nos laboratérios do
Centro Estadual de Pesquisa de Alimentos (CEPQA) na PESAGRO-RJ com objetivo de avaliar os parametros fisico- quimicos das
silagens, identificar sua micobiota e quantificar Aflatoxinas Totais (AFs), Ocratoxina A (OTA), Fumonisina B1 (FB1) e Zearalenona (ZEA)
possivelmente presentes nas amostras, utilizando fluorimetro de imunoafinidade e cromatografia (IAC). Foram aplicados trés tratamentos
(1—Residuo in natural; 2 — Inoculante comercial; 3 — Inoculante produzido no CEPQA), ndo sendo observadas diferengas significativas
nos padrdes fisico-quimicos entre a fermentagdo natural e utilizando inoculantes microbioldgicos. Quanto a carga microbiana, todas
as amostras se encontram acima das regulamentagdes nacionais e internacionais (210* UFC/g™'). Os niveis de AFs nao diferiram,
com intervalo de 4,5 ug kg™ a 100 ug kg' em amostras pré e pés-fermentacgao, respectivamente, enquanto os niveis de FB1 e ZEA
encontrados em amostras de pré-fermentacao foram maiores do que na pos- fermentagdo com intervalo de 0,3 ng kg™ a 2,0 ng kg,
mas sem diferir estaticamente. Ha também niveis de toxinas e indices de contaminagéo fungica nao preconizados pela legislagdo
vigente. A aplicacéo de produtos microbioldgicos oferece uma boa opgao para ensilamento desde que seja realizado monitoramento
continuo para garantir inocuidade, sendo ainda necessaria uma legislagéo atualizada e agdes de treinamento dos técnicos de campo.
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Introducao

Um dos principais problemas encontrados na criagdo de
bovinos é o alto valor das ragdes e insumos, bem como os
longos periodos de seca, quando a quantidade e qualidade
das pastagens diminuem acentuadamente, reduzindo ou
inviabilizando a producgao de leite em escala comercial.

A producéo de silagem é uma das técnicas mais viaveis e
utilizadas pelos produtores na tentativa de fornecer alimento
durante os periodos criticos do ano (CARDOSO, 1995). A
ensilagem é um método de conservagao de forragens de forma
a preservar o conteldo de matéria seca (MS) e o seu valor
nutricional. Esta pode favorecer o crescimento de varios tipos
de micro-organismos, sendo que a maioria pode reduzir o
valor nutricional do alimento, quando produzida de maneira
inadequada (DOS SANTOS et al., 2013). Apesar dos ganhos
nutricionais para o rebanho, problemas relacionados no
processamento, armazenamento e fornecimento aos animais,
podem vir a prejudicar o desempenho dos animais.

Manter o ambiente em anaerobiose durante a fase de fermentacéo
e armazenamento, bem como a estabilidade aerébia durante a

fase de fornecimento no cocho, se torna imprescindivel para a
preservagao da qualidade microbiolégica e do valor nutricional do
material ensilado. Os efeitos do uso de inoculantes bacterianos
sobre a estabilidade aerdbia de silagens podem vir a solucionar
parte destes problemas.

Inoculantes a base de bactérias produtoras de acido lactico tem
sido empregados com resultados satisfatorios, dando retorno
econdmico aos produtores através de uma melhor produtividade
e qualidade no material ensilado. Dessa forma, entende-se
que, para manter a boa qualidade de alimentos ensilados, séo
necessarias medidas adequadas, a fim de se evitar problemas
a saude animal, assim como perdas econdémicas.

Afim de minimizar os custos, sem comprometer a produtividade
do rebanho, a utilizagdo de subprodutos agroindustriais vem
se tornando uma pratica constante nas ensilagens em muitas
propriedades. A cevada é usada em bebidas fermentadas
e, embora seus maiores atrativos sejam seus valores de
proteina e amido, capazes de gerar alta energia metabdlica,
seu bagacgo tem proporcionado aumento de 30% na produgéo
ao ser incluido na alimentagéo de vacas leiteiras (Abreu et
al., 2004).
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Tendo em vista esses fatores, objetiva-se avaliar os padroes e
parametros fisco quimicos das silagens de cevada preparadas,
bem como analisar a micobiota, isolando e identificando espécies
dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, potencialmente
produtoras de micotoxinas, e quantificar Aflatoxinas Totais (AFs),
Ocratoxina A (OTA), Fumonisina B1 (FB1) e Zearalenona (ZEA)
que possam estar presentes nas amostras, através de técnicas
cromatograficas.

Material e Métodos

A confecgdo dos silos ocorreu nos laboratérios da Empresa
de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de Janeiro
(PESAGRO-RIO) e Universidade Federal Fluminense. Como
micro- organismos inoculantes foram utilizadas duas cepas
isoladas de silagens de milho. Estas cepas foram trabalhadas
para desenvolvimento de potencial de biofermentacgéo e
probidtico (L. rhamnosus - RC007 e L. plantarum - RC009). As
cepas referéncia encontram-se depositadas na colegao National
University of Rio Cuarto, Cordoba, Argentina. Além disso, foram
utilizados trés inoculantes utilizados pelo mercado, testando sua
viabilidade em comparagéo a micro-organismos selecionados
a campo.

O material para confecgcado da silagem foi coletado pds-
processamento em cervejarias parceiras. O material foi
espalhado sobre uma lona plastica e o inoculante aplicado
conforme indicagdes do produto comercial, por meio de borrifador
manual, utilizando agua nao clorada e retirando amostras para
analise da concentragao inicial do inoculante. Apds a aplicagao
do inoculante e sua homogeneizagéo, o material foi ensilado
em silos confeccionados com tubos de PVC de 0,5 metros
de comprimento e 100 mm de didametro sendo fechados com
tampas providas de valvula para eliminagéo dos gases. Os silos
experimentais foram armazenados em temperatura ambiente
e abertos com 2, 7, 30, 60 e 90 dias para as analises de cor
e retirada de material danificado por presenga de fungos. O
restante do material foi quantificado e homogeneizado para
retirada de amostras para as analises pertinentes.

O experimento foi elaborado com cinco produtos usando
dosagens comerciais recomendadas para atingir a concentragéo
de 1x10® UFC/g de produto e avaliadas em todo o processo
com relagcdo a UFC/g e células viaveis. Os produtos foram
codificados e identificados como Produto A: RC 007; Produto
B: RC 009; Produto C: Inoculante comercial A; Produto D:
Inoculante comercial B; Produto E: Inoculante comercial C.
Usando esses produtos foram feitos 6 tratamentos incluindo
o grupo controle, assim, Tratamento 1: controle (sem uso de
inoculante); Tratamento 2: Produto A; Tratamento 3: Produto B;
Tratamento 4: Produto C; Tratamento 5: Produto D; Tratamento
6: Produto E.

O estudo foi feito com cinco tempos de fermentagéo e quatro
repetigbes para cada um dos produtos, totalizando 100 silos.

Apds homogeneizagao e descarte do material das extremidades
dos silos, foram retiradas amostras de 500 gramas. Parte destas
amostras foi processada para as analises fisicas e de micobiota
enquanto outra parte foi mantida a -5°C até o momento das
analises micotoxicoldgicas.

As analises de controle de qualidade fisico-quimico incluiam:
Matéria seca em estufa de circulagdo forcada de ar a
105°C/24 h; proteina Bruta por método de Micro Kjedahl; pH
em potencidmetro; temperatura utilizando termdémetro de
penetracao; atividade Aquosa (Aw); fibra em detergente neutro e
em detergente acido, ambos em determinador (Velp); lignina pelo
método de permanganato; nitrogénio amoniacal como percentual
do nitrogénio total; Digestibilidade “in vitro” pelo método de Tille
Terry (AOAC, 1990).

Em sequéncia, eram quantificados os fungos em unidades
formadoras de colénias por grama (ufc g-1) segundo a
metodologia de diluicdo decimal seriada em placas (PITT;
HOCKING, 1997) usando como meios de cultivo: Agar Dicloran
Glicerol (DG18) para fungos xerdfilos (PITT, HOCKING 1997);
meio Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol Agar (DRBC) para
numero total de fungos e Nash-Snyder Agar (NSA) para fungos
do género Fusarium (NELSON et al., 1983).

A identificacdo de género de todas as col6nias fungicas foi
realizada seguindo caracteristicas macro e microscopicas
(Samson et al., 2000). As coldnias de Aspergillus e Penicillium
sofreram subcultivo em meio CYA e em tubos inclinados MEA,
além de CY20S para Aspergillus spp. e G25N para Penicillium
spp. As coldnias de Fusarium utilizaram Agar Folha de Bananeira
(BLA) e, em tubo inclinado, Agar Batata Dextrose (BDA), para
uma posterior diferenciacao de espécies.

Aidentificagdo de espécies foi segundo as chaves taxondmicas
de cada grupo: Klich (2002) para o género Aspergillus, Pitt;
Hocking (1997) para o género Penicillium e Nelson; Toussoun;
Marasas (1983) para espécies pertencentes ao género
Fusarium.

A descoberta e quantificacao de Aflatoxinas Totais (AFs),
Ocratoxina A (OTA), Fumonisina B1 (FB1) e Zearalenona (ZEA)
foi usando purificagao em colunas de imunoafinidade especificas,
com triagem em fluorimetro modelo VICAM® série 4ex segundo
metodologia do manual de métodos oficiais de andlises da
AOAC (1990). O extrato obtido foi evaporado até secura e,
para purificagdo, se utilizou colunas de imunoafinidade para
purificagdo e posterior detecgdo em HPLC, sistema JASCO®
modelo LC 2000, munido com detector de fluorescéncia e coluna
de silica C18, modelo SUPELCO®.

A andlise estatistica dos dados foi feita por analise de variancia
(ANOVA) na transformacao dos dados em escala logaritmicos e
foi aplicado o teste de Tukey para comparar as médias de cada
tratamento avaliado, além de comparar os niveis microbiolégicos
e de micotoxinas nos diferentes tratamentos ensilados (Statistica
for Windows 5.0 SAS System for Windows®).

Resultados e Discussao

Os valores observados na tabela 1 indicam heterogenicidade do
material ressaltando a necessidade de avaliagéo continua para
atender os padrbées. Em analise preliminar podemos estimar
a possivel ocorréncia de contaminagao fungica prejudicial ao
uso e processamento de graos e ao uso da ragdo (KELLER et
al., 2012), mesmo que a média indique uma qualidade nutritiva
satisfatdria para os produtos analisados.
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Tabela 1: Parametros das analises fisico-quimicas das amostras de silagem

Amostras

. Matéria seca’ Proteina? Cinzas® Lipideos* Fibras®
Silagem
Valores de 39,44% +0,73%  13,48% +0,26% 0,78% +0,09% 8,1% +0,6% 18,48% + 0,26%
Média Minimos
Valores 27,60% +£0,53% 2,81% +0,26% 0,58% +0,09% 2,2% +0,6% 8,81% + 0,26%
Maximos
Valores 50,45% +0,72%  17,85% +0,26% 0,9% +0,09% 11,0% +0,6% 27,85% + 0,26%

1. Matéria Seca; 2. Protéina Bruta Total; 3. Sais minerais residuais; 4. Teor de Lipideos Totais; 5. Teor de Fibras Digeriveis em

Detergente Neutro

Considerando todas as amostras analisadas, foram isoladas
e identificadas 35 cepas na micobiota (tabela 2) com
predominancia de fungos filamentosos. Foram identificados
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Cladosporium, Alternaria,
e Curvularia, sendo espécies potecialmente produtoras
de micotoxinas, as do género Aspergillus, Penicillium e
Fusarium.

Tabela 2: Frequéncia (%) de géneros de fungos nas amostras
de silagem analisadas

Género fungico Quantidade em Frequéncia (%)

UFC. g’

Aspergillus sp. 16 45,7
Penicillium sp. 3 8,6
Cladosporium sp. 3 8,6
Mucor sp. 2 5,7
Fusarium sp. 6 171
Curvularia sp. 2 5,7
Alternaria sp. 3 8,6

Total 35 100,0

E extremamente importante ressaltar que a carga flingica
de todas as amostras estava acima de recomendacgdes e
regulamentagdes nacionais e internacionais (210 UFC/g™")
(BRASIL, 1988; GMP, 2008), podendo causar danos aos
animais. Os efeitos geralmente se apresentam como infecgdes
crénicas e nao tem sintomas clinicos especificos.

O meio DG18 é um meio de cultura recomendado para amostras
com baixa aw permitindo o crescimento de fungos xerofilicos,
aqueles que suportam baixa aw, sem reduzir ou limitar seu
crescimento. Todas as amostras analisadas apresentaram
contagens média a altas neste meio, demostrando a possibilidade
de risco a saude, ja que entre os xerofilicos estéo incluidos dois
dos principais géneros toxigenos, Aspergillus e Penicillium.

Do género Aspergillus foram identificadas as respectivas
espécies: A. flavus, A. parasiticus, A.oryzae, A. fumigatus, A.
niger agregado. Do género Penicillium, P. citrinum. Do género
Fusarium, F. verticillioides e F. chlamydosporum. N&o foi
constatada diferenca estatistica significativa (P=0,005) entre
as amostras em relagéo os produtos testados.

As micotoxinas foram extraidas das amostras e a triagem das
micotoxinas com o uso do fluorimetro revelou uma boa relagéo na
avaliagao dos dados com os niveis quantificados por HPLC. Os
dados obtidos em HPLC considerando apenas a quantificagéo
média entre todas as amostras antes e depois da fermentagéo
estdo dispostos na tabela 3 considerando as legislacdes
internacionais, ja que, para silagem utilizada na alimentacgao de
bovinos, n&o existe legislagao brasileira especifica.

Apés a fermentagéo ocorre um aumento perceptivel das AFB1
enquanto as concentragdes de ZEA e FB1 sofrem redugao. O
aumento de aflatoxinas esta em acordo com o esperado, vide
que, quase metade das coldnias encontradas pés-fermentagéo
pertencem a esse género. Ja a reducao das demais micotoxinas
pode estar ligado a uma competi¢cao entre as diferentes espécies
de fungo ou simplesmente a ensilagem feita de forma eficiente
reduzindo o crescimento desse género e, consequentemente a
producdo destas micotoxinas.

Tabela 3: Niveis de micotoxinas encontrados nas amostras de silagens pré e pés-fermentagao

Frequéncia de

Amostras acima do limite

-1
Amostra Micotoxina  Contaminacgao (%) (MO g ) internacional (%)*
Pré-fermentagao AFB1 31 0.2-45 0
FB1 20 30.0 —200.00 23
ZEA 26 25.0 — 185.00 12
Pdos-fermentacéo AFB1 40 2.00 — 100.00 84
FB1 30 15.0 - 132.00 13
ZEA 20 30.0-151.00 8

" Limite: 0.02 ug g AFB, (GMP, 2008), 50 ng g FB,, 12 ng g ZEA (CE, 2006).
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Conclusoes

Dos padrbes e parametros fisico-quimicos avaliados nas
preparacdes de silagem, ndo se observa diferengas enquanto
todas as amostras se encontram acima das regulamentacdes
nacionais e internacionais de carga microbiana (=210* UFC/g™")
(BRASIL, 1988; GMP, 2008).

Os niveis de aflatoxinas totais se encontram dentro dos limites da
legislacdo brasileira, porém algumas amostras estdo em desacordo
com legislacdes internacionais (BRASIL, 1988; GMP, 2008). Além
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