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The quality of the diet offered to lactating cows is a concern to health officials the pos-
sibility of detecting mycotoxins harmful to human and animal health. The objectives were
to evaluate the profile of mycoflora, determine the water activity (Aw) and the natural oc-
currence of aflatoxin B, (AFB,) in diets offered to lactating cows from dairy farms in the
state of Sao Paulo, Brazil. Samples of the diets were taken directly from the troughs batch
of 15 cows, on two consecutive days at intervals of 24 hours and every 15 days with a pe-
riod of 45 sampling days per farm. Purification and determination of AFB, were performed
on immunoaffinity columns and High Performance Liquid Chromatography (HPLC). The
study of mycobiota present in samples of diets (288) revealed that yeast cells were pre-
dominant in all diets (83.97 to 99.98%). 15 genera were isolated from filamentous fungi,
with Aspergillus spp (20.09%), Fusarium spp. (14.16%) and Penicillium spp. (11.48%) the
most prevalent. The counts of colony forming units per gram of food (UFC.g-!) ranged from
10%a10*. The water activity of the samples ranged from 0.91 to 0.98. We have detected the
presence of AFB, in 31.44% of samples with levels between 1.68 a 194.51ug.kg-'. Measures
of good production, storage and use should be taken to reduce the occurrence of aflatoxin

B, in the diet offered to lactating cow.

INDEX TERMS: Aflatoxina B,, mycotoxins, foods, lactating cows, farms.

RESUMO.- A qualidade da dieta ofertada as vacas em lacta-
¢do é uma preocupacio dos agentes de saide devido a pos-
sibilidade da detec¢cdo de micotoxinas prejudiciais a satde
humana e animal. Os objetivos do trabalho foram avaliar o
perfil da micobiota, determinar a atividade de dgua (Aa) e
a ocorréncia natural de aflatoxina B, (AFB,) em dietas ofer-
tadas a vacas em lactacdo de fazendas leiteiras no estado
de Sao Paulo, Brasil. As amostragens das dietas foram reali-
zadas diretamente dos cochos de lote de 15 vacas, em dois
dias consecutivos com intervalos de 24h e a cada 15 dias,
perfazendo um periodo de 45 dias de amostragens por fa-
zenda. A purificagdo e determinagao de AFB, foram realiza-
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das em colunas de imunoafinidade e Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE). O estudo da micobiota presente
nas amostras das dietas (288) revelou que as leveduras fo-
ram predominantes em todas as dietas (83,97 a 99,98%).
Foram isolados 15 géneros de fungos filamentosos, com os
géneros Aspergillus spp (20,09%), Fusarium spp (14,16%)
e Penicillium spp (11,48%) os mais prevalentes. As conta-
gens de Unidades Formadoras de Colonias por grama de
alimento (UFC. g-!) variaram de 102 a 10'%. A atividade de
agua das amostras variou entre 0,91 a 0,98. Foi detectada
a presenca de AFB, em 31,44% das amostras com teores
entre 1,68 a 194,51pug.kg-!. Medidas de boas praticas de
producdo, estocagem e utilizacdo devem ser tomadas para
diminuir a ocorréncia de AFB, nas dietas ofertadas as vacas
em lactacao.

TERMOS DE INDEXA(}AO: Aflatoxina B,, micotoxinas, alimentos,
vacas em lactagdo, fazendas.
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INTRODUCAO

Garantir a seguranca dos alimentos tem sido um grande
foco de acgdo internacional nos ultimos anos. Os perigos
microbiolégicos e quimicos sdo motivos de preocupagio
e, entre os contaminantes naturais, a contaminacgao de ali-
mentos e ragdes por micotoxinas pode ter efeitos graves na
sauide humana e animal. Os fungos toxigénicos crescem e
se proliferam em graos de cereais, principalmente, milho,
trigo, cevada, sorgo, algodao, ingredientes basicos da dieta
de vacas leiteiras, seja na forma de concentrados ou volu-
mosos conservados sob a forma de silagem. As aflatoxinas
sdo metabolitos produzidos por diferentes espécies do gé-
nero Aspergillus se¢do Flavi e tém grande importancia eco-
nomica na contaminagio de cereais em varios paises, co-
nhecidos por contaminar varias culturas tanto no pré como
na pos-colheita. Sdo conhecidas 18 diferentes moléculas
do grupo das aflatoxinas, mas a aflatoxina B, é considera-
da uma das substancias carcinogénicas mais conhecidas e
também uma das mais isoladas dos alimentos contamina-
dos (Zeringue et al. 1993). Pesquisas realizadas em vérias
regides no Brasil demonstraram a presencga de altos teores
de AFB, em grdos de milho antes e apds a colheita e em
ingredientes de ra¢des (Rodriguez-Amaya & Sabino 2002,
Rocha et al. 2009), sendo frequente o envolvimento desses
metabolitos em patologias de animais e, em especial, na bo-
vinocultura leiteira. Assim, o presente trabalho teve por ob-
jetivos avaliar o perfil da micobiota, a atividade de dgua e a
presenca de AFB, nas dietas completas fornecidas as vacas
em lactagdo em fazendas leiteiras no estado de Sao Paulo.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 288 amostras de dieta completa (volumoso+
concentrado, v/v), de 135 vacas em lactagdo das ragas Holandesa
Preta e Branca e cruzadas distribuidas em fazendas produtoras
de leite no estado de Sdo Paulo, Brasil, identificadas por letras
de A até E. O volumoso ofertado as vacas era constituido de sila-
gem de milho, sorgo e cevada imida. O concentrado ofertado era
constituido de graos de milho, farelo de soja e carogo de algoddo
e mistura mineral. A amostragem foi realizada diretamente do co-
cho de um lote de 15 vacas em lactagdo com produ¢des médias
de 20 kg de leite por dia, a cada 15 dias e durante periodo de 45
dias. Foram retiradas amostras incrementais em 25 pontos dife-
rentes do cocho para compor uma amostra composta de 5 kg que
foi homogeneizada e subdividida em quatro sub-amostras de 1,25
kg cada (Brasil 2010). Os dados climaticos (precipitagdo pluvial
total, temperaturas maxima e minima e umidade relativa do ar)
foram obtidos nas esta¢cdes metereoldgicas do Centro Integrado
de Informacgdes Agrometereolégicas (CIIAGRO, Campinas).

0 isolamento, contagem e identificacdo da micobiota das die-
tas foram realizados por meio da técnica de diluigdo seriada (Bus-
ta et al. 1984). Os fungos isolados foram classificados até género,
mas aqueles pertencentes aos géneros Aspergillus e Fusarium fo-
ram classificados até espécie, de acordo com os compéndios: Ra-
per e Fennell (1965) e Nelson et al. (1983). A atividade de agua
(Aa) das amostras das dietas foi determinada por meio do apare-
lho Testo® 650 (Testo, Brasil).

Aextragdo e purificagdo de AFB, foram realizadas em coluna de
imunoafinidade (Vicam, EUA). Vinte e cinco gramas de cada amos-
tra (288) foram trituradas com 5g de NaCl e transferidas para um
frasco de boca larga e adicionados 125mL de metanol:dgua (70:30
v/v). Apés agitacdo por 30 minutos em agitador mecanico hori-
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zontal, o contetido do frasco foi filtrado em papel de filtro e 15 mL
da solucdo desse extrato, obtida a partir da primeira diluicao, foi
diluido em 30mL de 4gua destilada. Em seguida, 15 mL do extrato
filtrado foram transferidos para uma coluna de imunoafinidade a
um fluxo de cerca de 1-2 gotas/segundo. Concluida a operagio, a
coluna foi lavada com 10mL de dgua destilada a um fluxo de cerca
de duas gotas/segundo e eluida com 1,0mL de metanol padrao
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia CLAE a um fluxo de cerca
de uma a duas gotas por segundo. Apos a eluigdo, o extrato foi
recolhido e armazenado em temperatura de congelamento até o
momento da quantificagao.

A AFB, presente no extrato metandlico foi separada e quan-
tificada por CLAE, tendo como fase mével metanol: acetonitrila:
acido fosférico 0,1% (24:24:52 v/v/v), fluxo de 1,0 mL/minu-
to, detector de fluorescéncia (364nm de excitacdo e 440nm de
emissdo), coluna Shim-pack VP-ODS C , 4,6x250mm de 5 micron
(Shimadzuy,Japao), volume da amostra injetada de 20mL (AOAC,
2000). O método de quantificacdo das amostras foi padrdo exter-
no utilizando curva de calibracdo construida por meio do preparo
de uma solugdo trabalho de 1,0ug. L' AFB, (Sigma-Aldrich, EUA) e
solugdes com cinco diferentes concentragdes do padrio de 5, 10,
15,20 e 25ng.mL™!

O limite de detecgdo tedrico calculado como trés vezes o ruido
da linha de base, foi de 0,08ng.mL%. O limite de quantificagio teo-
rico foi de 0, 125ng.mL" a menor concentrag¢do da toxina possivel
de ser confirmada.

Os valores médios dos testes de recuperacdo das amostras
fortificadas em triplicata nas concentracgdes de 0,2ng.g?, 0,4ng.g*
e 1,25ng.g" foram 60,23%, 73,22% e 84,60%, respectivamente, e
estdo de acordo com a metodologia descrita (AOAC 2000).

Foi utilizada a andlise estatistica para descrever os padrdes
gerais da distribuicdo dos dados de UFC. g'* de Aspergillus spp, ati-
vidade de 4gua e teores de AFB, nas amostras das dietas. Foram
calculadas as médias, as medianas, desvio padrio e desvio padrio
da média, por nimero de amostras, fazenda e periodo de coleta de
amostras. Preferiu-se a mediana em relacdo a média como medida
de tendéncia central. Nas amostras individuais e por periodo foi
aplicado o teste de Correlacdo de Pearson para as variaveis UFCg?
de Aspergillus spp., atividade de agua e teores de AFB,. Para as
inferéncias presenca de AFB, nos cochos com atividade de 4gua
e presencga de Aspergillus spp foram utilizados os testes nao para-
métricos qui-quadrado (x?), e analise de regressdo logistica bino-
minal. (Minitab® 15 2010).

RESULTADOS

Das 288 amostras de dietas analisadas houve predominan-
cia de leveduras em relagdo a populacdo geral de fungos,
onde se observou frequéncias de isolamentos que variaram
de 83,97% a99,98% para as leveduras e de 0,02% a 16,03%
para isolamentos de fungos filamentosos. Os principais gé-
neros de fungos filamentosos isolados foram: Aspergillus
(20,09%), Fusarium (14,16%), Penicillium (11,42%), Rhi-
zopus (97,31%), FNE (6,85%), Cladosporium (6,39%), Absi-
dia (5,48%), Mucor (5,48%), Emericella (4,57%), Monascus
(4,57%), Alternaria (3,65%), Moniliella (3,65%), Scopula-
riopsis (2,74%), Eurotium (0,91%) Trichoderma (0,46%),
Geotrichum (0,46%) e Acremonium (0,46%). O numero
UFC/g variou de 5,28x10* a 6,80x10!! para as leveduras e
3,0x10%a 1,73x10% para os fungos filamentosos

Dentro do género Aspergillus as principais espécies iso-
ladas foram: A. flavus (79,70%), A. parasiticus (12,94%), A.
alutaceus (7,14%) e A.nidulans.(0,22%). A espécie A. flavus
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foi isolada nas amostras das dietas em todas as fazendas
avaliadas com contagens entre 3,0x10% a 1,6x10° UFC/g*
Nao houve diferenca significativa entre as fazendas quan-
to as medianas de contagens de UFC/g! para Aspergillus.
(P=0, 000) pelo intervalo de confianca de 95%.

A atividade de dgua das amostras das dietas variou de
0, 88 a 0, 99. As fazendas B e A apresentaram os maiores
valores de atividade de dgua nas amostras das dietas (0,
98 e 0, 95), respectivamente e foram diferentes das demais
fazendas pelo intervalo de confianca de 95%. (Quadro 1).
Quando analisada atividade de agua das amostras por pe-
riodo de coleta dentro de cada fazenda verificou-se nio ha-
ver diferenca entre eles no intervalo de confianca de 95%.
A precipitacdo pluvial total nas regides das fazendas variou
entre 9,10 a 546,70 mm, as médias da temperatura maxima
variaram de 23,47 a 31, 76 °C, as médias da temperatura
minima de 10,26 a 19,99 °C e a umidade relativa do ar mé-
dia ficaram entre 67,10 a 76,60%. (Quadro1)

No Quadro 2 estdo apresentados os dados de contami-
nagdo por AFB, nas dietas completas ofertadas as vacas em
lactagdo. Das 288 amostras avaliadas 89 (30,90%) apre-
sentaram niveis detectaveis de AFB, com teores variando
de 1,68 a 194,51pg.Kg?. A Fazenda H nio apresentou niveis
detectaveis da micotoxina nas 32 amostras analisadas. As
maiores frequéncias de contaminagido foram observadas

Quadro 1. Atividade de agua das amostras e clima nas regioes
das fazendas no periodo de 45 dias, Estado de Sao Paulo

Fazendas Atividade Precipitacdo Temperatura Temperatura Umidade

agua (mm) maxima minima relativa

°C °C ar (%)

A 0,952 165,00 29,23 15,82 69,50
B 0,982 438,70 29,79 19,60 75,00
C 0,93° 546,70 31,76 19,99 76,60
D 0,93* 306,31 27,60 19,40 69,18
E 0,92° 190,25 27,52 18,43 67,88
F 0,92° 137,20 25,99 14,89 74,10
G 0,92° 13,40 25,92 11,02 69,90
H 0,91° 31,60 23,47 11,68 67,10
I 0,91° 9,10 23,97 10,26 72,40

Medianas na coluna, seguidas de mesma letra nao diferem entre si pelo IC
da Mediana a 95% de confianca.

Quadro 2. AFB1 nas amostras das dietas das vacas em lactacio
nas fazendas, Estado de Sao Paulo

Fazendas Amostras n=32% AFB, (ng.Kg')*
N Média  Mediana  Variagdo
A 15 46,84 12,47 9,920 1,93-43,78
B 12 37,50 6,56 3,41° 2,12-29,26
C 11 34,37 5,62 2,72° 1,82-21,30
D 04 12,50 3,25 2,26 2,07-6,38
E 24 75,00 33,47 27,30 2,15-194,51
F 13 40,26 8,02 2,79b 1,72-74,98
G 05 15,62 2,86 3,41° 1,68-3,85
H ND ND ND ND ND
I 05 15,62 13,20 4,400 2,50-37,26
Total 89 30,90 15,69 2,26 1,68-194,51

N = nimero de amostras positivas, ND = ndo detectado. Medianas na co-
luna, seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo IC da Mediana
a95% de confianca. * MAPA-Portaria MA/SNDA/SFA, 09/11/1988 -
LMT aflatoxinas 50pg.kg.
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Fig.1. Ocorréncia de AFB,, Aspergillus e AFB, associado a Asper-
gillus nas amostras das dietas das vacas em lactagdo em fazen-
das no Estado de Sao Paulo.

nas fazendas E (75,00%), A (46,84%) e F (40,26%). Hou-
ve diferenca significativa entre as medianas de AFB, pelo
intervalo de confian¢a a 95%, a fazenda E apresentou as
maiores medianas nas concentragdes de AFB, nas dietas.

Nio foi observada correlagio significativa (P>0,05) na
analise de correlacdo de Pearson entre as medianas das
variaveis transformadas Aspergillus (UFC. g'), medida de
atividade de 4gua (Aa) e teores de AFB, Para testar a inde-
pendéncia dos teores da micotoxina em relacdo a ocorrén-
cia de isolados de Asperygillus foi aplicado o teste de x% O
teste foi nio significativo a 5% de probabilidade (x?=1.823,
DF=1, P =0.177),

A Fig. 1 ilustra as frequéncias absolutas de amostras de
dietas positivas para aflatoxinas e isolamentos de Asper-
gillus sem cada fazenda, o que mostra a auséncia de asso-
ciacdo entre essas duas variaveis nas amostras das dietas
coletadas dos cochos. Ha fortes indicios de que os teores de
aflatoxinas observados se devem aos efeitos de processos
anteriores e nio a atividade microbiana presente nessas
amostras nos cochos

Para analisar a dependéncia da AFB, positiva em relagdo
a atividade de agua (Aa), procedeu-se a regressao logistica
binomial. A andlise revelou que a relacdo de atividade de
agua e teor de AFB, nas amostras por periodo foi significa-
tiva (P<0,05), mas com valor de R? considerado moderado
(R?=0, 565) indicando uma tendéncia de detec¢do maior de
AFB, nas amostras de atividade de 4gua mais baixos.

DISCUSSAO

A maior frequéncia de isolamentos de leveduras nas dietas
compostas principalmente por gramineas conservadas sob
a forma de silagem esta de acordo com dados de pesquisa-
dores que mostram grandes populacdes de leveduras em
silagens decorrente da exposi¢do ao oxigénio no momento
do desabastecimento dos silos ou manejo inadequado du-
rante a confeccdo. As leveduras sdo consideradas as prin-
cipais responsaveis pela deterioracdo aerdbia de silagens
(Amaral 2011). Os silos em cada propriedade estavam aber-
tos e sendo utilizados pelos fazendeiros quando do inicio
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do trabalho experimental, o que pode ter contribuido para
os maiores isolamentos de leveduras. As contagens obtidas
no presente trabalho foram elevadas e estavam acima das
contagens recomendadas pela International Commission
Microbiological Specifications for Foods (1980), que esta-
belece limites entre 10% a 10* como tolerados para UFCg™
unidades formadoras de coldnias por grama de alimen-
tos. Apenas uma fazenda apresentou contagens de UFCg!
dentro desse limite, as demais propriedades apresentaram
contagens de UFCg-! acima de 10°. As coletas de amostras
nessa fazenda foram realizadas nos periodos de menores
indices de precipitacdo pluvial. O aumento da disponibili-
dade de agua no alimento favorece a atividade microbia-
na, principalmente o crescimento de fungos filamentosos e
leveduras Segundo Amaral (2011) contagens de leveduras
acima de 10° em silagens indicam processos de deterio-
racdo instalados no sistema de preparo do alimento, que
ocorre normalmente no periodo das chuvas.

Os géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium sdo con-
siderados como os mais importantes fungos toxigénicos
isolados em graos de cereais, oleaginosas e ra¢des (Frisvad
et al. 2006). O género Aspergillus foi o mais prevalente em
nosso trabalho. Espécies desse fungo tém afinidade por
sementes oleaginosas como o carog¢o de algodao fornecido
nas dietas das vacas e cereais como o milho. Em estudo do
perfil da micobiota em griaos de milho recém-colhidos em
diferentes regides do Brasil, Rocha et al. (2009) isolaram
Aspergillus spp como o segundo género em frequéncia no
estado de Mato Grosso (14,0%) e estado da Bahia (12,6%).
Outros trabalhos também tém verificado a presenca de As-
pergillus como parte da biota de graos de milho recém-co-
lhidos no Brasil, sendo superado em termos de frequéncia
de isolamentos pelos fungos Fusarium e Penicillium (Pozzi
etal. 1995, Almeida et al. 2000).

Em nossa pesquisa, os fungos do género Fusarium apre-
sentaram menores indices de isolamentos quando compa-
rados ao género Aspergillus. Isso pode ter ocorrido devido
aos maiores isolamentos de leveduras nas dietas dos ani-
mais, composta de forragem conservada como as silagens
de milho (50%). Auerback et al. (1998) verificaram que po-
pulagdes de fungos filamentosos decresceram em silagens
de milho ao longo do periodo de fermentagio até 100 dias
em condig¢des estritas de anaerobiose. A partir desse dia
apenas Penicillium roqueforti estava presente, isso porque
esporos dessa espécie flingica mostram-se menos sensiveis
aos acidos organicos do que espécies de outros fungos. O
crescimento dos bolores em silagem geralmente esta res-
trito as superficies e laterais do silo e o desenvolvimento
dos fungos ocorre em estagio avangado de deterioragio,
tendo um papel coadjuvante ao das leveduras. As espécies
mais frequentemente isoladas pertencem aos géneros Pe-
nicillium, Fusarium, Aspergillus, Mucor, Byssochlamys, Absi-
dia, Arthrinium, Geotrichum, Monascus, Scopularipos e Tri-
choderma (Pelhate 1977, Nout et al. 1993).

Varias espécies de Aspergillus spp. foram isoladas de cul-
turas de cereais no campo, entretanto as espécies do fungo
Fusarium spp sdo as mais encontradas no Brasil quando
analisados os isolamentos em grios de cereais destinados
a alimentacdo animal (Almeida et al. 2002). Considerados
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como fungos de campo, os fungos desse género invadem
os tecidos da planta durante o desenvolvimento, quando os
teores de umidade no grao sdo mais elevados, ao contrario
do género Aspergillus spp., mais tolerantes a contetudos de
umidade mais baixos e considerados fungos de armazena-
mento. (Christensen & Kaufmann 1965).

Segundo Berjak (1984) os fungos de armazenamento
geralmente em niimero mais baixo superam os de campo
logo apds o armazenamento, competindo pelos nutrientes
presentes no substrato e a mais baixa disponibilidade de
agua. A tendéncia de queda na frequéncia de isolamentos
de fungos do género Fusarium spp. em gridos de milho e
sorgo armazenados em galpdes durante periodo de 12
meses e aumento dos isolamentos de fungos do género As-
pergillus spp foi observado por Pozzi et al. (1995) e Silva
et al. (2000), respectivamente. Varios estudos realizados
com amostras de graos de milho e sorgo recém colhidos e
armazenado no Brasil identificam a espécie A. flavus como
a mais isolada (Pozzi et al. 1995, Almeida et al. 2000, Ro-
cha et al. 2009, Reis et al. 2010). Em ingredientes de ra¢do
destinados a bovinos leiteiros a espécie A. flavus foi identi-
ficada como a espécie predominante em 58% (n=90) das
amostras analisadas, cepas do fungo (20%) foram capazes
de produzir AFB, in vitro.

O teor mais elevado de atividade de agua nas amostras
de dietas de duas fazendas ocorreu provavelmente pelas
colheitas das amostras terem sido realizadas entre os me-
ses de outubro-novembro para a fazenda A e dezembro-ja-
neiro para a fazenda B. Nesses meses ocorreram as maio-
res precipitacdes e umidades relativas do ar, ou 165 mm
e 438,7mm para precipitacdo pluvial total e 69,5+24,7% e
75,0+18,9% de umidade relativa do ar nas regides das fa-
zendas A e B, respectivamente.

A atividade de dgua das amostras das dietas dentro fa-
zendas ndo diferiram entre si durante os diferentes peri-
odos de amostragem (P>0,05). Os valores de atividade de
agua observados nas amostras, teores entre 0,91 a 0,98
permitiram a germinacdo, esporulagio e crescimento dos
fungos. Os fungos que colonizam os graos e plantas antes
da colheita necessitam de um minimo de atividade de dgua
para germinacdo de 0,85, esporulacdo 0,90 e crescem em
temperaturas de -5°C até 30 a 34°C. Espécies de fungos
comuns ho armazenamento como Aspergillus flavus germi-
nam com atividade de 4gua de 0,72 a 0,80 e crescem dentro
de limites mais amplos de temperatura entre -4°C até 30-
55°C, sendo que para a produgao de aflatoxinas a ativida-
de de agua varia de 0,83 a 0,87 (Lacey & Magan 1991). De
acordo com Lillejoh et al. (1982) E verticilloides é um forte
competidor em relacdo ao A.flavus. Os fungos possuem um
antagonismo passivo em que o crescimento € inibido pela
competicdo de espago e nutrientes essenciais ao desenvol-
vimento, com vantagem ao microrganismo que estiver em
maior nimero ou maior adaptag¢io ao substrato.

A andlise de regressao logistica binomial por periodo
revelou uma tendéncia moderada (R?>=0, 565) de detecgdo
de AFB, nas dietas com atividades de dgua mais baixos,
ocorrido nas amostras colhidas nos periodos de ano com
as precipita¢des pluviais e umidade relativas mais baixas.
Rocha (2010) detectou aflatoxinas em amostras de graos
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de milho recém colhidos com atividades de agua menores
(0,82), naregido de Varzea Grande (MT), quando compara-
das com graos de milho em Santa Maria (RS) e Nova Odessa
(SP), onde os graos recém colhidos apresentaram maiores
atividades de dgua e baixos teores de aflatoxinas.

0 milho é um dos principais produtos agricolas contami-
nados pelas aflatoxinas. Gloria et al. 1997 analisaram 292
amostras de graos de milho recém colhidos e encontram
33,6% contaminadas por aflatoxinas. A andlise de 1.263
amostras de graos de milho e 1.006 amostras de ragdes a
base de milho em varios estados no Brasil, num periodo de
dez anos, revelou a presenca das aflatoxinas em quase 50%
dos alimentos analisados, com niveis maximos de 14,4ug.
kg-! (Santurio et al., 1996). Os altos niveis de contamina-
¢do por AFB, encontrados nas dietas foram semelhantes
aos encontrados por Almeida et al., (2009) que, analisando
amostras de milho utilizado na formulagido de racdo ani-
mal, encontraram 10% das amostras contaminadas com
teores entre 1 a 5pg.kg?. Rocha et al. (2009) analisando a
co-ocorréncia de aflatoxinas e fumonisinas em 200 amos-
tras de graos de milho recém colhidos em quatro regides do
Brasil (Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Bahia e Sdo Paulo)
verificaram que 2 a 18% das amostras estavam contamina-
das com as aflatoxinas, com indices entre 5.6 a 1.393,0ug/
kg! Das 21 amostras positivas, 16 (76,2%) estavam acima
do limite estabelecido pela legislagdo do Brasil (20ug/kg-
1). A fazenda H foi a inica fazenda a nio apresentar niveis
detectaveis de AFB,, apesar do perfil de contaminagdo por
Aspergillus spp. ter sido semelhante ao das demais fazen-
das. Observou-se uma independéncia do teor de aflatoxinas
em relacdo a ocorréncia de isolados de Aspergillus. Nao ha
evidéncias, portanto, de que os teores de aflatoxinas este-
jam associados a ocorréncia de isolados de Aspergillus. H4
fortes indicios de que os teores de aflatoxinas observados
se devem aos efeitos de processos anteriores e ndo a ati-
vidade microbiana presente nas amostras das dietas. Uma
possibilidade é a do desaparecimento do fungo e nio da
toxina, produzida em momentos anteriores ao da amos-
tragem (Pitt & Hocking 1997). Segundo Taniwaki & Silva
(2001) a auséncia de sinais visiveis do crescimento fingico
ndo pode ser interpretada como auséncia de toxinas, ja que
essas sdo capazes de permanecer no alimento mesmo de-
pois que o fungo produtor tenha sido eliminado.

Trabalhos realizados no Brasil com graos de cereais e
oleaginosas indicam a presenca de aflatoxinas no campo
durante diferentes etapas de crescimento das plantas, e
apontam fatores como a temperatura e atividade de agua
como os principais fatores responsaveis pela produgio das
micotoxinas (Zorzete et al. 2008, Rocha et al. 2009, Zorzete
etal. 2011). AFB, foi detectada em 14% das 200 amostras
analisadas de graos de milho recém-colhidos em Santa Ma-
ria (RS) com niveis variando entre 13,7 a 1.393 pg.kg?. No
Mato Grosso do Sul, 18% das amostras de grios de milho
analisadas estavam contaminadas com AFB, com niveis
médios de 27,7 pg.kg" (Rocha et al. 2009). A presenca AFB,
em silagens de milho foi verificada por Amaral (2011) du-
rante periodo de utilizacdo do silo, na época das aguas, sen-
do detectados até 2,25ug.kg ! no inicio do periodo chuvoso.
As micotoxinas, em geral, ndo sdo produtos volateis e per-

manecem associados a estrutura dos fungos, conidios ou
no substrato em que crescem (Fernandes 2004). Estudos
diversos tém demonstrado que as aflatoxinas sido estaveis
e ndo sdo destruidas durante a maioria dos procedimen-
tos de processamento de alimentos (Bullerman e Bianchini
2007, Scudamore et al. 2008, Copetti 2009, Alborch et al.
2012). Durante o processo de moagem Umida dos graos
de milho, por sua caracteristica hidrossoluvel, AFB, foi de-
tectada principalmente na d4gua de maceracgao (50%), fibra
(28%), glatem (11%), germe (11%) e amido (0,2%). Os
fungos produzem micotoxinas em circunstancias especifi-
cas e é parte da estratégia do fungo para se proteger das
agressoes do meio em situagdes de estresse. As condi¢cdes
mais favoraveis para o desenvolvimento e proliferacdo
fingica ndo sdo as mais favoraveis para a producdo de mi-
cotoxinas. Assim, mesmo ap6s a morte dos fungos, as mi-
cotoxinas permanecem por longos periodos no substrato
(Novinsky 2013) e sdo carreadas para outros ingredientes
ou componentes derivados de processamento industrial
(Copetti 2009, Leite 2010).

CONCLUSOES

A presenca de elevada populacao de leveduras e fungos
filamentosos, elevada atividade de agua indicam condigdo
sanitaria inadequada da dieta ofertada as vacas em lacta-
¢do, principalmente nos periodos de maiores precipitacoes
pluviais.

A maioria das fazendas apresentou contagens de UFC/g
acima de 10%, e a contaminagdo com AFB, com elevados te-
ores indicam falhas de manejo e logistica de abastecimento
e silos e de controle de qualidade dos ingredientes adquiri-
dos e preparados nas fazendas.
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