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Resumo

A qualidade de silagens de milho (Zea mays L.), quanto a presenca de
micotoxinas de campo (fumonisinas - FBs e zearalenona - ZON) e de
armazenagem (aflatoxinas - AFLs), fornecidas ao gado leiteiro da regiao Sul do
Brasil foi avaliada no periodo de janeiro de 2010 a dezembro de 2012. As
anadlises, em um total de 1006, 1077 e 1080 para FBs, ZON e AFLs foram
realizadas pelo método imunoenzimatico (ELISA) com LOQ de 500, 25 e 5
Mg/kg, respectivamente. Dos dados obtidos foi possivel observar que houve
contaminagao em diferentes amostras e que os niveis encontrados variaram
tanto quanto a toxina avaliada quanto ao periodo do ano contudo, pouco foi
sua variacao nos estados que compreendem a regiao de clima temperado, em

estudo. A toxina produzida por Fusarium graminearum, ZON, esteve presente
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com ampla variacao entre os niveis de 28,2 e 1538 pg/kg com desvio padrao -
DP & desvio padrao relativo - DPR% de 131,3 & 65,4%), independente da
origem da amostra ou periodo de avaliacdo. Dessas amostras, 75,5 % estava
acima do limite maximo toleravel (LMT) estabelecido no Uruguai (200 pg/kg)
para cereais destinados a alimentacdo animal (embora ndo cite
especificamente para silagem). Nao ha limite estabelecido no Brasil para ZON
em racao. As FBs foram as toxinas que apresentaram menor porcentagem de
amostras contaminadas (11,4 a 34,4%) entre os anos de estudo, sendo em
2011 o que apresentou niveis mais elevados. Contudo, todos abaixo do LMT
dos Estados Unidos (30.000 ug/kg) e 7,3% acima do limite estabelecido pela
Suica (1.000 pg/kg). Nao existem limites estabelecido para FBs no Brasil para
alimentacao animal. Quanto as AFLs, a porcentagem de amostras
contaminadas com niveis superiores ao LMT brasileiro (Ministério da
Agricultura - 50 pg/kg) foi de somente 11,6% (125) do total de 1080 silagens
analisadas. Os niveis variaram ente as amostras positivas, com 9,7% (46-97
Mg/kg), 11,3% (31-125,8 pg/kg) e 14,5% (48-105,4 pg/kg) para os estados
de PR, RS e SC, respectivamente. Embora os niveis detectados para FBs
tenham sido baixos, os de AFLs e ZON foram mais elevados, inclusive algumas
amostras acima do LMT de diferentes paises. Portanto, existe a necessidade de
adequacdo das praticas agricolas na producao da silagem para o gado leiteiro
em suas diversas etapas (colheita / moagem da planta / fermentacao /
compactagao & no tipo / tamanho / fechamento dos silos) bem como seu
constante monitoramento, para evitar ou minimizar os eventuais danos
econdmicos. Esse é o primeiro trabalho relatando toxinas em silagem de clima
temperado.

Palavras-chave: silagem, milho, aflatoxinas, fumonisinas, zearalenona, gado,

regiao sul, micotoxinas.
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Corn silage quality for dairy cattle produced in southern Brazil

regarding mycotoxins

Abstract

Silage corn (Zea mays L.) quality was evaluated from January 2010 to
December 2012 for the presence of field (fumonisins-FBs and zearalenone-
ZON) and storage (aflatoxins-AFLs) mycotoxins, supplied to dairy cattle in the
Southern Brazil. A total analysis of 1,006, 1,077 and 1,080 for FBs, ZON and
AFLs were performed by the immunoenzymatic (ELISA) methodology with LOQ
of 500, 25 and 5 pg/kg, respectively. From the data obtained it was observed
that there was contamination in different samples, the levels varied and so the
toxin evaluated throughout the period of the year. Although, not much
difference among the states that comprise the region (temperate climate)
under study, was detected. The toxin produced by Fusarium graminearum,
ZON, was present ranging from 28.2 to 1538 ug/kg indicating a large
variability between levels (standard deviation-SD & relative standard
deviation-RSD% of 131 & 65.4%) regardless of the origin of the sample or trial
period. There is no ZON limit established in Brazil for feed. Out of these
samples, 75.5% were above the maximum tolerable (LMT) established in
Uruguay (200 pg/kg) for cereals for animal feed, although the country does
not specify for silage. The FBs were the toxins that had the lowest percentage
of contaminated samples (11.4 to 34.4%) between the years of study, with the
year 2011 presenting the highest levels yet, all below LMT U.S.A. (30,000 pg /
kg) and 7.3% above the limit set by Switzerland (1,000 ug / kg). There are no
limits set for FBs in Brazil feed. Regarding AFLs, the percentage of samples
contaminated with levels higher than the Brazilian LMT (Ministry of Agriculture
- 50 pg/kg) was 11.6% (125) of the total of 1080 tested silages. The levels
varied among the positives samples with 9.7% (46-97), 11.3% (31-125.8) and
14.5% (48-105.4) for the states of PR, RS and SC, respectively. Although the
levels detected for FBs were low, AFLs and ZON were higher, being some

above the LMT of different countries. Therefore there is the need for
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agricultural practices adequacy in the production of silage for dairy cattle
through several stages (harvesting / milling plant / fermentation / compression
& silo type / size & closure) as well as its constant monitoring in order to avoid
or minimize any economic losses. This is the first work reporting toxins of
temperate climate in silage.

Keywords: silage, corn, aflatoxins, fumonisins, zearalenone, cattle, southern,

mycotoxins.

1. INTRODUCAO

A utilizacdao de silagem de milho (planta integral - incluindo espigas -
triturada e fermentada) na alimentagao do gado leiteiro é uma pratica comum
no Brasil. Constitui de 50 a 75% da dieta desses animais, principalmente nos
periodos de entre safra das pastagens onde ha reducao do volumoso disponivel
(DRIEHUIS et al., 2008). Condigdes no campo e no armazenamento, tais como
variagdes na temperature durante plantio, tempos chuvosos - que leva a
alteracdoes na umidade relativa, bem como condensagdoes (formacao de
microclimas) nos silos, além de infestacdo por insetos, podem levar a
contaminagao indesejavel por fungos e a produgdao de micotoxinas (KELLER et
al.,, 2013, SCUSSEL, 1998; HORN et al., 2011), as quais sao compostos
sintetizados pelo metabolismo secundario de diferentes géneros fungicos.

Em comparagao com outros animais, 0os ruminantes sao mais resistentes
para muitas micotoxinas, possivelmente devido a biotransformacdao pelos
microorganismos do rumen (EFSA, 2005). No entanto, quando ingeridas pelo
gado leiteiro podem provocar sintomas, como a diminuicao da ingestao de
alimentos, do peso e na producao de leite (DRIEHUIS et al., 2008). Dano no
figado também tem sido citado (QUEIROZ et.al, 2012).

O grupo de toxinas mais estudado e ja reconhecido como afetando a
saude desses animais € o de armazenagem (aflatoxinas - AFLs). Embora
também tenham sido relatados efeitos nocivos na performance de outros

animais com possibilidade de reducao na producao de leite quando na
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presenca de outros grupos de toxinas tais como as de campo (fumonisinas -
FBs e zearalenona - ZON) (NONES e SCUSSEL, 2013; SCUSSEL, 2004).
Contudo poucos sao os estudos relatados na literatura em ruminantes.
Ruangwises & Ruangwises (2010) citam que a presenca de AFLs na
alimentacao do gado leiteiro gera uma preocupacao de ordem publica, ja que a
aflatoxina B; (AFB;) pode ser biotransformada no organismo do animal em
aflatoxina M; (AFM;), contaminando o leite a qual é tdo tdéxica quanto a
percussora. A transferéncia de AFLs da racao para o leite é influenciada por
varios fatores nutricionais e fisioldgicos, incluindo regimes alimentares, a taxa
de ingestdo e digestdo, saude do animal, capacidade de biotransformacdao
hepatica e producao de leite (DUARTE et al., 2013; TONON et al., 2012).

Quanto as toxinas de campo, a ZON possui propriedades estrogénicas,
ocasionando diminuicao da fertilidade, taxa de ovulacao e producao de leite,
vaginite, aumento uterino e repeticdo de cio para varios animais incluindo em
menor grau o gado (SMITH et al., 1990; SASSAHARA et al., 2003; BORUTOVA
et al., 2012; NONES e SCUSSEL, 2013). Em um estudo publicado por Weaver
et al (1986) as taxas de concepcao de novilhas leiteira diminuiram de 87 para
62% quando foi administrado diariamente 250.000 pg de ZON (através de
uma capsula de gelatina). Ja as FBs quando presentes nas dietas de diferentes
espécies animais provocam dano morfoldgico, celular e bioquimico (D'MELLO et
al., 1999; SCAFF e SCUSSEL, 2004). Essas toxinas sdao pouco metabolizadas
pela microflora do rumen (CALONI et al., 2000) e microssomas do figado
(SPOTTI et al., 2001), no entanto podem ser observadas alteragdes renais e
hepaticas (MATHUR et al, 2001).

A ocorréncia destas micotoxinas pode ser devido a diversidade de clima
do Brasil variando de tropical, semitropical a temperado (clima da regiao em
estudo) e da grande variabilidade sazonal destas condicdes - alterando
temperatura em periodos de chuva que influenciam as praticas agricolas e a
qualidade dos alimentos (SCUSSEL, 2004; SIMGE, 2011).

Os limites maximos toleraveis (LMT) estabelecidos para micotoxinas em

alimentacdo animal variam entre paises e grupo de toxinas avaliadas, bem
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como o tipo de alimento, espécie e caracteristicas dos animais. Atualmente,
para alimentacao animal, poucos paises tem estes valores estabelecidos. No
Brasil, a legislacdao estabelece LMT de 50 pg/kg de AFLs para alimentacao
animal (BRASIL, 1988). Contudo para a silagem utilizada na alimentacao de
bovinos e administrada juntamente com racdao e pastagem verde, ndo existe
legislacdo especifica. J& para o Mercosul o LMT foi estabelecido somente para
AFLs (20 pg/kg) em ragao animal e nao especifica para gado leiteiro
(MERCOSUL, 2002). Da mesma forma, para FBs, internacionalmente os EUA
toleram 30.000 pg/kg para FBs para alimentagao bovina de leite e 20 pg/kg
para AFLs. J& a Unido Européia estabelece limites para AFLs em alimentos para
bovinos de 20, 10 e 5 ug/kg para matérias-primas & alimentos compostos;
alimentos complementares e animais jovens & vacas em lactagao,
respectivamente (CE, 2002). A Suica estabelece como 1.000 pg/kg de FBs
para milho. Para a ZON, no Uruguai sao permitidos limites maximos de 200
Hg/Kg para milho e cevada em alimentacdo animal; na Austria, os limites
permitidos para racdes de suinos matrizes sdo 50 ug/Kg; na Franca, 50 ug /Kg
para cereais em geral e 200 ug/Kg para éleos vegetais; na Italia, 100 pg/Kg
para cereais (FAO,2004).

O conhecimento a respeito dos niveis maximos de micotoxinas aceitaveis
na silagem ainda ndo é bem estabelecido, bem como a relacdo entre manejo
do painel do silo e incidéncia desses compostos nas silagens. Extra
oficialmente, no Brasil, em estudos realizados pela Universidade Federal do
Paranda (UFPR) através do Centro de Pesquisas em Forragicultura - CPFOR
(UFPR, 2011) foram estabelecidos LMTs para silagens com faixas entre (a)
aceitavel e (b) critico sendo para AFB;, ZON e FBs de: (a): <1000, <285 e
<19 ug/kg e (b): > 1000, >286 e > 20 ug/kg, respectivamente (UFPR, 2011).

Considerando a falta de dados quanto a toxinas de campo - tipicas de
regidoes de clima temperado, bem como a necessidade de conhecer as reais
condicdes das silagens fornecidas aos animais na regiao Sul do Brasil, o
objetivo deste estudo foi verificar a qualidade das silagens de milho, quanto a

possivel contaminacdo por toxinas de campo (ZON e FBs) e de armazenagem
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(AFLs) fornecidas ao gado leiteiro de regides produtoras de milho dos estados
da Regido Sul do Brasil. Esse é o primeiro trabalho relatando toxinas em

silagem de clima temperado.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

a) Amostras: silagens de milho (1081) provenientes de propriedades rurais
da regido sul do Brasil (estados: Parana - PR, Rio Grande do Sul - RS, Santa
Catarina - SC), mais especificamente de suas respectivas regidoes de maior
producao de milho (oeste/sudoeste - 476, noroeste - 275 e oeste - 330) entre
o periodo de 2010 a 2012. A Figura 1 apresenta as regides por estado da
regiao Sul onde estdo localizadas as propriedades do estudo e a Tabela 1
detalhes do numero de amostras, bem como o percentual que elas

representam por ano e por toxina avaliada.

b) Testes de micotoxinas por imunoensaio: foram utilizados 3 conjuntos
diferentes de andlise, baseados em ensaios imunoenzimaticos (ELISA)
quantitativos para determinacao de, FBs, ZON e AFLs, art. 8835/8836, 8110 e
8030, respectivamente, modelo Veratox (Neogen). Os conjuntos eram
compostos por (b.1) padrées de FBs [FBi+FB,], ZON e AFLs totais
[AFB;+AFB,+AFG;+AFG,] nas concentracdes de 500/1000/3000/6000,
25/75/150/500 e 5/15/50 ug/Kg, respectivamente em metanol 70% mantendo
um branco como controle (somente solvente - zero pg/Kg) para cada curva.
Além de (b.2) substrato (marcador de cor K-Blue) e (b.3) conjugado (toxinas

enzimo-marcadas).
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Regiao
de coleta
das

amostras

Figura 1. Regido Sul do Brasil com as regides de coleta e nimero de amostras

de silagem de milho (Zea mays L.) ( www.portalbrasil.net - modificado, 2013).

c) Equipamentos: estufa de secagem (Quimis), termOmetro para estufa
(faixa -10 a 160°C), balanca semi-analitica (Ohaus), moinho de ultra
centrifugacao (peneira de 1 mm), modelo ZM200 (Retsch) e leitora de
microplacas modelo Stat-Fax 4700 (Neogen).

d) Outros materiais: metanol p.a. (FMaia), micropipetas monocanal e
multicanal (100 pL e 100-1000 pL) e respectivas ponteiras (Brand); frascos
para coleta de polipropileno (80 mL) com tampa (JProlab); luvas de latex
descartaveis (Supermax); bandejas de aluminio (150x200 mm); conchas

metalicas e pas para coleta e saco de polietileno (tamanho 17x34 cm).
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Tabela 1. Numero de amostras de silagem de milho (Zea mays L) produzidas na

regiao sul do Brasil avaliadas para micotoxinas - janeiro/2010 a dezembro/2012

N° de amostras avaliadas (%)*

Micotoxina Ano

PR® RS® sce Regido Sul
TOXINAS DE CAMPO
Fumonisinas
2010 88 (41) 65 (31) 59 (28) 212 (100)
2011 131 (41) 96 (31) 90 (28) 317 (100)
2012 257 (54) 111 (23) 109 (23) 477 (100)
Total: 476 (47) 272 (28) 258 (25) 1006 (100)
Zearalenona
2010 88 (41) 65 (31) 59 (28) 212 (100)
2011 127 (39) 96 (29) 104 (32) 327 (100)
2012 257 (48) 114 (21) 167 (31) 538 (100)
472 (43) 275(26) 330 (31) 1077 (100)
TOXINAS DE ARMAZENAGEM
Aflatoxinas
2010 88 (41) 65 (31) 59 (28) 212 (100)
2011 131 (40) 96 (29) 104 (31) 331 (100)
2012 256 (48) 114 (21) 167 (31) 537 (100)
Total: 475 (44) 275 (26) 330 (30) 1080 (100)

*Numero total de amostras coletadas = 1081 (sendo que nem todas as amostras foram analisadas para
as 3 toxinas conjuntamente i.e, total de 1006, 1077 e 1080 amostras para FBs, ZON e AFLs,

respectivamente). 2 Parand ° Rio Grande do Sul € Santa Catarina

e) Legislagoes: (e.1) Brasil - Ministério da Agricultura e Abastecimento -
Portaria MA/SNAD/SFA n°7 (1988); (e.2) Estados Unidos - Food and Drugs
Administrastion - Animal veterinary products, food and feed contaminants,
9/11/1988, Section 1 (1988); (e.3) Unido Européia - Directiva 2002/32
relativa as substéncias indesejaveis nos alimentos para animais (2002,
alterada em 06.09.2012); (e.4) Mercosul - GMC-Grupo Mercado Comum-
Resolugdo n® 25/02 (2002); (e.5) Outros paises: Suica, Uruguai, Franga, Itdlia
compilado da FAO Worldwide Regulations for Mycotoxins (2004).
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2.2 METODOS

a) Coleta das amostras: as amostras foram coletadas no periodo de janeiro
de 2010 a dezembro de 2012 de silos (do Tipo trincheira e de superficie)
localizados em propriedades do oeste/sudoeste, noroeste e oeste dos 3
estados, respectivamente (Secao 2.1.a). Foram coletadas de diferentes pontos
e profundidades da massa da silagem, com auxilio de conchas/pas ou
manualmente (com uso de luvas descartaveis). A amostra coletada (cerca de 5
kg) foi homogeneizada manualmente e submetida a quarteamento em uma
superficie limpa até reducdo de peso para 1 kg, a qual foi acondicionada em
saco de polietileno (devidamente identificado) e enviado para analise
laboratorial. A média de conteido de umidade foi de 67,65% (min. 63,92% e

max. 82,14%) entre as silagens analisadas.

b) Preparo das amostras: cada amostra (1 kg) foi seca em estufa a
temperatura de 60 °C £5°C conforme metodologia proposta por Silva (1998)
até umidade final de aproximadamente 2%, triturada em moinho de ultra
centrifugacao (peneira de 1 mm) e porcoes de 5 g foram separadas para
analise de FBs, ZON e AFLs.

c) Anadlises de micotoxinas: a metodologia utilizada foi a desenvolvida por
Neogen (NEOGEN, 2013.a,b,c). Foram utilizadas 5 g (Item 2.2.a) de cada
amostras preparadas acima, as quais foram extraidas as toxinas/método com
mistura (25 mL) de metanol e agua (70:30v/v) por 3 min. Essa mistura foi
mantida em repouso por ca. 2 min, filtrada e utilizada para o ensaio
imunoenzimatico. Foi utilizado o conjunto de Elisa Veratox respectivo para
cada toxina em anadlise (Secao 2.1.b) acrescentando volumes (mL) dos
padroes de diferentes concentracdes, o reagente de cor (substrato) e os
conjugados (toxinas enzimo-marcadas) ocorrendo entao desenvolvimento de
cor pela reacao antigeno anticorpo. A cor formada era inversamente

proporcional a concentracdo da micotoxina. Os padroes em diferentes
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concentragoes foram utilizados para desenvolver a curva de calibracdo e a
partir da qual, as concentracoes das amostras foram calculadas
automaticamente pela leitora ELISA (através de sua absorbancia em 650 nm).
Os limites de deteccdo (LOD)/de quantificacdo (LOQ) do método utilizado por
toxina foi de 200/500; 10/25 e 1,4/5,0 pg/kg, para FBs, ZON e AFLs,
respectivamente. Na Figura 2 encontramos as curvas de calibragdao para cada
uma das toxinas analisadas, respectivamente. Nota: como a metodologia
utilizada (a) apresenta informacdes de validagdo com LOD e LOQ e (b)
considerando que para andlises quantitativas é utilizado o dado mais
consistente e reproductivel (em 10 repeticdes) - definido como LOQ - foram
considerados como resultados positivos de contaminacdo, aqueles que
obtiveram concentragdes =LOQ (500/25/5 ug/kg) para FBs / ZON / AFLs,

respectivamente.

(@) (b) (©

Figura 2. Curvas de calibracdo de cada micotoxina obtida por ensaio imunoenzimatico: (a) fumonisinas,
(b) zearalenona e (c) aflatoxinas [faixa de concentracdo de 500 a 6000, 25 a 500 e 5 a 50 ug/kg,

respectivamente].
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d) Dados climatologicos: os dados de umidade relativa (UR%), temperatura
(°C) e pluviométricos (mm) foram obtidos através do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET, 2013).

e) Conteldo de umidade: realizado pelo método do AOAC (2005).

f) Estatistica: foram utilizados parametros estatisticos incluidos no software
Microsoft — Excel para desvio padrao (DP), desvio padrao relativo por cento

(DPR%), média e faixas (min.; max.).

A Figura 3 apresenta o fluxograma do estudo da contaminagao por FBs,
ZON e AFLs em silagens de milho para bovinos provenientes da regido sul do

Brasil.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

A partir dos dados obtidos foi possivel observar contaminacao em
algumas amostras de silagens de milho, bem como variagdes nos niveis dessa
contaminagao para as micotoxinas de campo (FBs e ZON) e de pds-colheita
(AFLs) produzidas na Regidao Sul. A variabilidade nos valores detectados foi
indicada pelos DP, DPR% e respectivas faixas de contaminagao (maximos e
minimos) para as toxinas avaliadas (Tabela 2). As Figuras 4-6 apresentam
comparacao dos dados obtidos para as trés micotoxinas por estado e ano de

coleta.
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SILAGENS DE MILHO

l < Dados climatolégicos
Coleta (5 kg) (UR%s, T°C® e pluviométrico)
[propriedades rurais do PR, RS e SC]

:

Homogeneizagao (1kg)
[quarteamento]

'

Secagem e moagem
[moinho ultra centifugacdol

!

ANALISE IMUNOENZIMATICA
(59)

v

Micotoxinas

| CAMPO | ARMAZENAGEM
v | v v
FBs ZON AFLs
| | l |
| RESULTADOS |
\ 4
| |
Concentragao* Amostras positivas > LOQ**
(Mg/kg) (%)
A\ 4
| ESTATISTICA |

Figura 3. Fluxograma do estudo da contaminagao por toxinas de (a) campo (FBs - fumonisinas, ZON -
zearalenona) e (b) toxinas pds-colheita / armazenagem (AFLs - aflatoxinas ) em silagens de milho para
bovinos provenientes da regido sul do Brasil (PR - Parana, RS - Rio Grande do Sul e SC - Santa Catarina)
[? umidade relativa, ° temperatura, * concentracdo de toxinas = ** limite de quantificacdo (LOQ): 500,

25 e 5 pg/kg, respectivamente]
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a) Niveis de Micotoxinas e Porcentagens de Amostras Contaminadas
(a.1) Toxinas de campo: considerando as toxinas de Fusarium que se
desenvolvem durante o cultivo do milho ainda no campo, cujas plantas sao
utilizadas integralmente para a producao da silagem, tanto as FBs quanto ZON
produzidas por Fusarium verticilioides e F. graminearum, respectivamente
foram detectadas em niveis e numeros diferentes dependendo do ano e estado
da Regiao Sul (Tabela 2).

As FBs foram detectadas em uma porcentagem reduzida de amostras, ou
seja em somente 7,3% (74), com valores superiores a 1.000 ug/kg (LMT
Suica) no periodo da pesquisa para os trés estados, sendo 2012, o ano que
apresentou o menor numero de amostras positivas (12,8 e 18,9%) para os
estados de SC e RS (Figura 5). Considerando os niveis de contaminagdo por
FBs, esses variaram de 600-1.800, 500-3.000 e 500-4.400 pg/kg para os trés
anos de avaliacdo, respectivamente. Como esperado, os niveis médios por
estados foram relativamente menores do que os valores individuais, sendo 840
(500 a 3.000), 1.580 (500 a 4.400) e 750 (600 a 1.800) ng/kg no ano de 2012
(DPR% de 51,0 / 84,7 / 27,05%) para PR, RS e SC, respectivamente.
Independente dos dados acima, se considerarmos o LMT recomendado pela
FDA (1988) de 30.000 pg/kg, todas amostras analisadas estavam dentro
deste padrao.

Por outro lado, independente da origem da amostra ou periodo de
avaliacao, a ZON esteve presente em 97,7% (1052) das amostras entre 2010
e 2012. A contaminacdo média foi de 308,7 pg/kg (min 28,2; max 1538) com
grande variabilidade entre os niveis (DP: 131,3 & 211,1 e DPR%: 42,1 &
65,4%). Sendo os niveis médios encontrados semelhantes entre os estado da
Regiao Sul de (a) 255,7 / 287,1 / 332,7; (b) 297,0 / 341,9 / 265,5 e (¢)
344,3 / 334,6 / 302,8 ug/kg para (a) PR, (b) RS e (c) SC nos anos de 2010,
2011 e 2012, respectivamente. Deste total, 75,5 % (813) estava acima do LMT
estabelecido no Uruguai (200 pg/kg) para milho e cevada, embora esse pais
nao especifique limite para silagem (na qual o milho sofre processo de

fermentacao). O Brasil ndo tem limite estabelecido para ZON, independente do
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tipo de alimento para o animal. Semelhante as FBs, os niveis individuais de
contaminagao por ZON variaram durante o periodo de estudo, na faixa entre
50,3 a 980,6 pg/kg e 82,2 a 1263 pg/kg (DPR%: 55,4% e 61,3%,
respectivamente) correspondendo aos estados de PR e SC no ano de 2010. Ja
no estado de RS os niveis foram na faixa de 28,2 a 850 ug/kg (DP/DPR%:
153/51,5%) no mesmo ano. Importante enfatizar que as niveis mais elevadas
ocorreram somente em trés amostras isoladas do PR (1065 ug/kg) e SC (1263
e 1538 pug/kg), diferente da maioria das amostras analisadas (Tabela 2).
Possivelmente esta contaminacgao foi favorecida pela presenca de Fusarium
graminearum em maior quantidade e/ou alguma deficiéncia no processo de
fermentacao bem como, o teor elevado de umidade normalmente encontrado
nesses produtos (64-82%). Independente desses dados pontuais, os trés
estados apresentaram incidéncia de amostras contaminadas muitos
semelhantes para ZON.

Quando esses dados sao comparados com a literatura, foi observado que
o percentual de amostras contaminadas por esta toxina foi superior ao
reportado por Netto et al. (2002), os quais encontraram 39,1% de
contaminacao por ZON, em 52 amostras de silagem de milho, avaliadas no
periodo de 1997 a 2001. Diferente do presente estudo, que utilizou método
imunoenzimatico, os autores utiizaram cromatografia em camada delgada
como metodologia analitica e ndo informaram seu LOQ. Ideal seria a utilizagao
de métodos mais precisos e apurados como a cromatografia de alta eficiéncia
com detectores de fluorescéncia e/ou massas. Embora a legislacdo brasileira
nao estabeleca limites de tolerdncia para a ZON, a maioria das silagens
positivas no presente estudo estavam com niveis acima do LMT de outros
paises tais para milho como a Franga, incluindo o Uruguai (LMT: 50 e 200
Mg/Kg) (FAO, 2004).

Os fatores que podem ter propiciado essa contaminacao podem ter sido a
umidade da matéria-prima, a temperatura ambiente elevada em que as
amostras foram submetidas durante o periodo de producao da silagem tanto
do ambiente externo quanto interno do silo (SASSAHARA et al., 2003 e
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CAVAGLIERI et al., 2005). Segundo Netto et al. (2002) climas muito umidos,
com umidade relativa acima de 75% e temperaturas alternadas entre 22-27°C
e 12-15°C podem propiciar o desenvolvimento de micotoxinas semelhante ao
observadas nas amostras de silagem avaliadas na regiao sul do Brasil do
presente estudo.

(a.2) Toxinas de armazenagem: sao representadas principalmente pelas
AFLs, as quais podem ser formadas durante a fermentagao e/ou armazenagem
das silagens, processos que ocorrem simultaneamente em silos tipo trincheira
ou de superficie em areas de criagcao de gado.

Das amostras de silagem de milho (1080) da regiao Sul do Brasil
analisadas entre 2010 e 2012, estavam contaminadas nas faixas de 60,2 a
87,5%; 53,9 a 72,9% e 64,4 a 87,5% as provenientes dos estados do PR, RS
e SC, respectivamente (Tabela 2). As médias de contaminacdo foram também
semelhantes entre os estados, com ligeira elevacao para os estados de RS e
SC com 29,9 (min 5,0; max 97,0) e 32,1 (min 5,0; max 98,4) pg/kg para os
anos 2012 e 2011 respectivamente. A formagao dessas toxinas pode ter sido
devido as técnicas inadequadas durante a colheita do milho em planta ou no
seu armazenamento (BOUDRA et al., 2005; BRYDEN, 2012). Considerando que
as AFLs sdo toxinas de armazenagem, as variagdes climaticas ocorridas no
periodo de fermentacdo da silagem também podem ter favorecido sua
formacao ja que tanto a formagdo quanto a armazenagem ocorrem
simultaneamente. Na Figura 8 podemos observar as variacdoes de temperatura
(11 a 27 °C), de UR% (55 a 93%) e de chuvas acumuladas (5 a 340 mm) no
periodo de estudo. Outras caracteristicas que podem contribuir para a
contaminagdo sdo: (a) estruturas fisicas inadequadas dos locais de
armazenamento, (b) a presenca de roedores e (c) condigdes anaerdbicas
durante a producdo da silagem (SASSAHARA et al., 2003; KALAC, 2011). O
estado do PR foi 0 que apresentou niveis levemente menores de contaminagao
para AFLs com 23,2, 26,3 e 25,6 pug/kg nos anos de 2010, 2011 e 2012,

respectivamente. Foi observado também, tendéncia de aumento da
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contaminagao por AFLs de 2010 para 2012 (Figura 4b), assim como seus niveis
(Figura 5), independente do estado da regiao Sul.

Em relacao a legislacdo, contaminacao para AFLs superiores a 50 pg/kg

(LMT/Brasil em matérias primas e ingredientes destinados a alimentacado
animal - BRASIL, 1988) foram encontrados em 11,6% (125) das amostras das
silagens. Se avaliarmos por estado, foram encontrados 9,7% (46 de 475) das
amostras do PR, 11,3% (31 de 275) do RS e 14,5% (48 de 330) de SC. Se
observarmos a distribuicao destas amostras por ano avaliado, a porcentagem
de amostras > LMT foi de 8,5% (18 de 212) em 2010, 10,9% (36 de 331) em
2011 e 13,2% (71 de 537) em 2012.
(a.3) Faixas de contaminacgdo: considerando que para algumas toxinas, o
nimero de amostras contaminadas bem como, os niveis em relagdo ao nimero
total de amostras, foram diversificados, a média calculada pode nao refletir a
realidade.

Portanto, através da distribuicdo dos niveis em faixas (< ou > aos LMT
brasileiro / europeu / americano), foi possivel ter uma imagem mais apurada
da contaminacao.

A Figura 4a apresenta a distribuicdo das amostras por faixas de
concentragdo e sua relacdo com LMTs permitidos. Nela foi possivel perceber
que para as FBs, a maioria dos resultados (+) estava abaixo de 1.000 ug/kg
(LMT Suica: 1.000 ug/kg). Ja para ZON, a maioria dos resultados encontram-
se na faixa de 200-500 pg/kg (61,3 a 68,5%) sendo que para o ano de 2011,
houve uma tendéncia a resultados mais altos nas faixas acima de 200 pg/kg
(LMT Uruguai: 200 pg/kg para milho). Para as AFLs, a distribuicao foi
homogénea nas faixas de concentracdo. No entanto foi possivel perceber
tendéncia a resultados mais elevados em 2012 (com médias de 25,6, 29,9 e
27,3 Ug/kg para o PR, RS e SC, respectivamente, todas abaixo do LMT do
Brasil, porém, acima do estabelecido pelos EUA. Ainda pode ser observado que
foi crescente entre os anos a porcentagem de amostras com niveis acima do
LMT estabelecido pelo Brasil para AFLs (BRASIL,1988).
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Tabela 2. Estatistica da contaminacdo® por micotoxinas em silagens da Regido
Sul do Brasil durante o periodo de 2010 a 2012

Estad Amostras Fumonisinas Zearalenona Aflatoxinas
stados
Parametros 2010 2011 2012 2010 2011 2012 2010 2011 2012
N° total 88 131 257 88 127 257 88 131 256
N°
10 41 48 88 125 250 53 100 224
positivas®
% positivasP 114 31,3 18,7 100 98,4 97,3 60,2 76,3 87,5
PR Min. (pg/kg) 600 500 500 50,3 33,9 66,4 5,0 50 5,0
Max.
2.000 2.900 3.000 980,6 1.065 883,0 76,2 93,8 97,0
(Hg/kg)
Média
1.030 832 840 255,7 2871 332,7 232 26,3 25,6
(Hg/kg)
DP 4945 5145 4281 1415 1473 140,1 20,6 17,8 16,7
DPR (%) 48,0 61,9 51,0 55,4 513 421 88,5 67,7 729
N° total 65 96 111 65 96 114 65 96 114
N°
18 33 21 64 95 111 35 70 82
positivas®
% positivas® 21,7 344 18,9 97,5 99,0 974 53,9 72,9 719
Min. (ugkg) 600 500 600 28,2 56,8 74,6 54 50 5,0
Max.
3.500 2.600 4.400 850,0 820,2 7154 774 60,6 125,8
(uglkg)
RS
Média
1247 8242 1.580 297,0 3419 265,5 28,9 233 29,9
(bg/kg)
DP 866,8 4338 1.338 153,0 167,7 1313 21,7 14,3 247
DPR (%) 69,5 52,6 84,7 515 49,0 494 75,0 61,5 82,9
N° total 59 90 109 59 104 167 59 104 167
N°
B 18 24 14 57 103 159 38 91 136
positivas®
% positivas® 30,5 26,7 12,8 96,6 99,0 95,2 64,4 87,5 814
Min. (ug/kg) 600 500 500 82,2 534 338 58 5,0 5,0
Max.
1800 1600 1200 1263 778,0 1538 1054 984 100
(uglkg)
SC
Média
1.061 833,3 750,0 3443 334,6 302,8 28,6 32,1 273
(uglkg)
DP 3943 352,2 202,9 2111 1426 198,0 21,0 225 218
DPR (%) 372 423 27,05 61,3 42,6 654 73,2 70,2 79,9
Reqi Totallpositvas(%)> 1006 / 227 (22,6%) 1077 /1052 (97,7%) 1080 /829 (76,8%)
egido
9 Média
Sul 956,6 308,7 27,03
Gerale(ug/kg)

@ concentracdo = LOQ, DP - desvio padrdo, DPR - desvio padrdo relativo; ® > LOQ: 500/25/5 pg/kg para
FBs/ZON/AFLs, respectivamente; ¢ média considerando todas as amostras =LOQ no periodo do estudo
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(a.4) Toxinas detectadas nas silagens versus recomendacoes: se
considerarmos os valores de referéncia oficiais estabelecidos pelo MAPA para
AFLs em alimentos para animais, 11,6% (125) das amostras estava fora do
limite estabelecido. J& se considerarmos a recomendagdao do FDA para FBs,
nenhuma amostra apresentou valores fora do limite maximo e se
considerarmos o LMT pela Suica para milho (1.000 pg/kg), 7% das amostras
estavam com valores superiores ao estabelecido.

Por outro lado, se considerarmos a recomendacao do CPFOR (UFPR,
2011), 93% das amostras da regiao Sul do Brasil estavam dentro do limite
aceitavel para FBs, 51% para ZON e 61% para AFLs (Figura 6). Se avaliarmos
as amostras de acordo com esta recomendagao, nos 3 anos do estudo, foi
possivel perceber que vem ocorrendo diminuicdo no percentual de amostras
criticas para FBs. Por outro lado, para as AFLs foi observado um aumento nas
amostras apresentando niveis acima do limite critico recomendado com 29, 44
e 40% para os anos de 2010, 2011 e 2012, respectivamente (Figura 7). A
maior ocorréncia de amostras com concentracdo considerada critica foi para
ZON, com variacao entre os estados de 52% (246), 43,3% (119) e de 47%
(155) para o PR, RS e SC, respectivamente. Vale ressaltar, no entanto que
esta informacdo estd baseada em recomendagdes, e ndao em legislacdo

especifica.
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(b) Efeitos da Contaminacao no Gado Leiteiro

(b.1) Fumonisinas: de acordo com as recomendacdes do CPFOR (UFPR,
2011) sdo considerados niveis de contaminagao aceitaveis, valores inferiores a
1.000 pg/kg. A presenca desta toxina na alimentacao do gado leiteiro pode se
tornar um problema para saude publica, uma vez que ela pode ser transferida
para o leite consumido pelo homem. Hammer et al (1996), citado por Spahr et
al.(2000), estima uma transferéncia média de 0,05%, apds uma exposicdo oral
de alimentacao 3000 pg/kg. Outro fator que deve ser abordado sao os
prejuizos econdémicos decorrentes da presenga dessas toxinas na alimentagao
do gado. Em um estudo publicado por Diaz et al. (2000) ocorreu uma menor
producao de leite nos animais tratados com ragao contaminada por 100.000
Mg/kg de FBs, no periodo de 70 dias. No entanto, nenhum trago de FB; foi
detectado no plasma de animais expostos a alimentacdo contaminada por
1000 ou 5000 pg/kg (PRELUSKY et al., 1995). Felizmente, no presente estudo,
nao houve identificacado de amostras com valores tdao elevados quanto os
descritos/utilizados por Diaz et al. (2000). As médias encontradas foram
relativamente baixas, assim como também a porcentagem de amostras
contaminadas, de forma que podemos afirmar que, com excessao a algumas
amostras, as FBs nao foram um problema na silagem de milho avaliadas no
periodo do presente estudo.

(b.2) Zearalenona: considerando os efeitos dessa toxina nos animais, 0s
niveis médios encontrados no presente trabalho, foram inferiores ao descrito
por Prelusky et al. (1990), o qual reporta que a ingestao pelo gado leiteiro de
50.000 a 165.000 ug/kg de ZON por um periodo de 21 dias, ndo foi suficiente
para apresentar residuos no leite. Outros estudos ja realizados no Brasil e na
Argentina também encontraram contaminacdes por ZON, em amostras de
silagem de milho (SASSAHARA et al., 2003; CAVAGLIERI et al., 2005) a qual
tem acao direta no sistema reprodutivo podendo ocasionar diminuicdao da
fertilidade, diminuicdo das taxas de ovulacdo e producao do leite, vaginite e

aumento uterino, mais especificamente em suinos (NONES & SCUSSEL,2013).
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(b.3) Aflatoxinas: ja as AFLs, sdo classificadas como as toxinas de maior
poder carcinogénico dentre as estudadas, afetando principalmente o figado. As
AFLs causam diminuicdo do rendimento do animal além de poder se
biotransformar em AFM; e passar a ser um perigo também para os seres
humanos. Os dados obtidos em silagens no presente estudo foram maiores se
comparados aos dados citados por Whitlow et al. (2005), onde foram
encontrados 8% de amostras positivas das 461 amostras avaliadas na Carolina

do Norte, EUA no periodo de 9 anos.

(c) Caracteristica da Regiao sul versus Micotoxinas

Os trés estados brasileiros pertencentes a Regido Sul estdao localizados
abaixo do tropico de Capricérnio, na zona temperada com quatro estacdes bem
definidas.

Uma caracteristica bastante tipica da regido é apresentar variacdes de
temperaturas durante as estagdes do ano, inclusive dentro da mesma estacao.
Podem chegar a temperaturas negativas no inverno (= -49C) a bastante
elevadas no verdo (< 40°C) além de oscilagdes abruptas entre os dias e noites
causando choque térmico e estresse fungico, possibilitando a producdo de
toxinas, se os fungos presentes forem toxigénicos, principalmente para toxinas
de campo. A regido de coleta das amostras esta situada nos planaltos dos
estados do PR, RS e SC, e apesar da diferenca ser pequena entre os estados
(Figura 8), pode ser observado que a temperatura no estado do RS foi a que
mais variou entre o periodo do estudo sendo que o ano de 2012 foi o mais
guente entre os estados (média de 27°C no més de fevereiro em SC).

A chuva acumulada (mm) foi praticamente igual nos trés estados,
sendo que em 2010, houve um pequeno aumento em SC (340 mm no més de
abril). A UR% foi maior para o estado do PR (Figura 8) com maxima de 93%
em maio de 2010.

A silagem de milho na regiao foi produzida nos meses de (a) dezembro

e janeiro (TT°C e TUR) a partir do milho plantado entre agosto e setembro
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({T°C e LUR) e nos meses de (b) marco e abril (TT°C) do milho plantado em

dezembro,

portanto com condicdes de proliferacao dos fungos com

possibilidade de formacao de toxinas.
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Figura 8. Condigdes climaticas: (a) temperatura (°C); (b) indice

pluviométrico (mm) e (c) umidade

relativa - UR (%) nos estados do Parana (PR), Rio grande do Sul (RS) e Santa Catarina (SC) no periodo
de 2010 a 2012 do presente estudo (dados compilados a partir do www.inmet.gov.br, 2013).
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CONCLUSAO

O principal problema da atividade fungica em silagens é que, além da
proliferacdo de fungos e outros microorganismos fermentadores, também
podem se desenvolver os toxigénicos, com a possivel producdao de toxinas,
levando a conseqiiéncias graves para a performance animal.

Os dados obtidos demonstram que parte das silagens, fornecidas ao gado
leiteiro nos trés estados da Regido Sul do Brasil, apresentava alguma
contaminagao pelas toxinas FBs / ZON / AFLs no periodo de estudo (2010 a
2012). Para FBs, quase a totalidade das amostras (93 %) apresentou niveis
abaixo do LMT (Suica: 1000 pg/kg), por outro lado, a ZON apresentou
porcentagem (75,5 %), contudo para niveis acima de LMTs internacionais
(Uruguai para milho: 200 pg/kg). Ja as AFLs, menos da metade das amostras
(39%) estava acima do LMT estabelecido pela Europa e Estados Unidos
(CE&EUA: 20 pg/kg). Quando considerarmos somente o LMT brasileiro para
AFLs (o Unico para micotoxinas em alimentos animal), 11,6% de amostras
estavam acima desse limite (Brasil: 50 pg/kg %).

Considerando que a producao de silagem de milho ocorre em condicdes
favoraveis para o crescimento de fungos (teor de umidade > 63%, umidade
relativa de 55 a 93% e temperatura > 11°C), o crescimento fungico € comum,
principalmente em silagens mal vedadas e com baixa compactacao. Portanto,
ha necessidade de adequacao das praticas agricolas na producdo da silagem
(desde a colheita, durante a moagem, na compactacao e periodo fermentativo)
incluindo cuidados no tipo de silo utilizado (seu tamanho, caracteristica de sua
vedacdo e contato com o solo). Também ¢é necessdrio um constante
monitoramento dessas toxinas, a fim de evitar ou minimizar os eventuais
danos econOmicos e de producdao. Além disso, a garantia na qualidade
alimentar do gado leiteiro ird propiciar maior qualidade no leite, o qual é
consumido pela populacao brasileira tanto in natura como através dos seus

derivados.
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