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Introducgé&o

A conservacao da forragem na forma de silagem aciaizada pela fermentacéo
latica espontanea que ocorre em ambiente anaergdémolo que, 0s principais agentes
fermentadores sdo bactérias laticas que metabol@mraglicares e produzem o &cido
latico. Desse modo, a manutencdo da anaerobiosgueda do pH constituem os fatores
que sdo responsaveis pela preservacdo da forragearenada (Driehuis et al., 1999;
Pahlow et al., 2003), pois 0os microrganismos capdeedeteriorar a silagem séo inibidos
pelo efeito sinérgico dos &cidos produzidos durantermentacéo, pela pressdo osmotica
elevada e pela auséncia de oxigénio (Woolford, 1990

Quanto aos fatores ligados a acidificacdo da masses sdo obtidos quando ocorre
predominantemente fermentacdo homolatica (Drie¢tés., 1999) e podem ser alcancados
com facilidade, por exemplo, na cultura do milhevido as suas caracteristicas desejaveis
relacionadas a capacidade de fermentagcdo (alteewmtvacdo de carboidratos sollveis,
baixo poder tamponante e umidade reduzida) (Allexh.£2003).

O contato da massa com o oxigénio é inevitavel rdaralgumas fases que
compreendem o processo de ensilagem (abastecindmtsilo, armazenamento e
desabastecimento). Segundo Sprague (1974), citaddVpolford (1990) e reiterado por
Pahlow et al. (2003), em um silo bem vedado op@esente na massa € consumido
rapidamente pelo processo de respiracao celulael@ microbiota (microrganismos
aerébios facultativos), pois em 15 minutos cerc@¥ do oxigénio é removido e menos
de 0,5% permanece apos 30 minutos. De fato, a ma#ntidade de oxigénio que permeia
a silagem se deve a consequéncia do escape gdead@assa que “bombeia” oxigénio para
o interior do silo, buscando o equilibrio dos ga@ttt e Muck, 1993). Pelo fato do silo
nao ser ambiente hermético, durante o periodo m@zenamento 0 ar penetra no seu
interior (Muck et al., 2003), principalmente no @op nas zonas laterais em contato com a
parede (Bolsen et al., 1993), sendo que este pnabp®de se agravar, sobretudo durante o
fornecimento da silagem aos animais (Honig, 199l presenca de Odesencadeia a
proliferacdo de microrganismos indesejaveis presenta massa (leveduras, fungos e
bactérias aerObias) que se desenvolvem utilizams$ervas energéticas presentes na
forragem, acarretando em perdas no valor nutrdareilagem e redugcédo do consumo pelos
animais (Lindgren et al., 1985).

No Brasil, devido a negligéncia aos processos ddag#o de nutrientes pelos
microrganismos aerébios e a, consequente, detgfimrda silagem, pouca importancia
tem-se dado na pratica, por se tratar na maiosaezes de um problema assintomatico. A
dificuldade em se mensurar as perdas totais queemecopor manejo inadequado nas
propriedades rurais e, a hdo mensuracdo de petdditativas por meio de avaliagdes
laboratoriais, resultam em falta do estimulo a¢m@éo e a divulgacdo de resultados para a
economia de producdo. Dificimente os produtoreseditam em perdas elevadas
decorrentes de oxidagdo da massa, pois sO considenao tal aquelas que sao visiveis
(com presenca de miceélios), o que subestima pesd&senvolvidas na ensilagem.
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Apesar de antigo e muito estudado, o assunto ifidede aerébia de silagens
somente comegou a receber atencao recentemenias Yausas podem estar relacionadas
a este fato, pois poucos séo os trabalhos, corde &appel et al. (1995) e Kuzin e Savoie
(2001) que se dedicaram a estudar a importancidado®es inerentes ao manejo e mais
raros 0s que caracterizaram o efeito da silagemrideida e de seus produtos (aminas
biogénicas, micotoxinas) sobre a ingestdo e mataboldos animais, como os trabalhos
de Bolsen et al. (2002) e Tabacco e Borreani (2002)

O tema deterioracdo aerdbia ndo se limita as eestlacionadas as perdas,
porque o desenvolvimento de microrganismos, congunas espécies de bactérias
(Bacillus, Clostridium e Listeria) e alguns fungos filamentosos podem influencias no
aspectos ligados a qualidade higiénica da silagémdren et al., 2002). O crescimento de
fungos pode vir acompanhado pela producdo de nxic@t® na massa. Dessa forma, os
animais que sdo alimentados com grandes propodgdstagem na racao (vacas leiteiras)
podem intoxicar-se, causando efeitos diretos aodssampenho e colocando em risco a
saude humana que utiliza alimentos de origem anamalongo da cadeia alimentar
(Whitlow e Hagler Jr., 1997).

Por estas razdes, se faz necessario colocar entaigioas estratégias para reduzir
a penetracdo de,o silo, evitando seus efeitos deletérios, tamtoodiem nutricional
como sanitaria, durante o armazenamento ou dusacdasumo da silagem.

Fungos filamentosos produtores de toxinas

O reino Fungi é um grande grupo de organismos ieuntas, cujos membros séao
denominados fungos, representados pelas levedui@sges filamentosos (bolores). Os
fungos sao classificados num reino separado dasaplaanimais e bactérias, sendo que a
grande diferenca é o fato de suas células apresentparedes celulares que contem
quitina, ao contrario das células vegetais queetorelulose (Alexopoulos et al., 1996).

O conhecimento de que os fungos sao microrganisordaminante de alimentos e
de que seus produtos metabdlicos sao respons@vaitqxicacdes alimentares no homem
e nos animais domésticos data da Idade Média. @seipps quadros patoldgicos,
ocorridos na Franca entre os séculos XI e XVI,rfo@nstatados em populacdes que se
alimentavam com péaes elaborados a partir de fadeh@enteio, contaminada com fungos.
A doenca caracterizada posteriormente como ergotigraduzia convulsbes, gangrena
seca das extremidades, e surgia de forma epidéemca&onseqiéncia da ingestdo de
micotoxinas presentes nos esclerodios (espordo etdeio) do fungo Ascomiceto
Claviceps purpuregPier, 1973). A micotoxicose foi inicialmente chasta de Fogo de
Santo Antbnio porque os romeiros, portadores dagejuando se afastavam da fonte de
infeccdo, em romaria ao tumulo de Santo AntonioRdelua, na Italia, retornavam
recuperados e as vezes até curados, fato esselaradsi pelo povo na época como
milagre (Forgacs e Carll, 1962). Os animais doroéstitambém eram afetados pelos
ergoalcaldides quando consumiam feno, centeio dto®lcereais contaminados pelo
Claviceps purpureaO ergostismo nesses animais se manifestavafeosima gangrenosa e
nervosa, dependendo das caracteristicas do erfgodécaonsumido.

As intoxicacdes pela ingestdo de alimentos contasiais com toxinas produzidas
por fungos foi uma constante ao longo do séculsguis Durante a Il Guerra Mundial
duas epidemias importantes ocorreram na Russiapaseqiéncia do consumo de cereais
contaminados por fungos. Em 1960 na Inglaterrajreaoa morte de 100.000 perus



alimentados com ragcfes que continham em sua focawl@rta de amendoim importadas
do Brasil, chamada de doenca X dos perus. SegudgaVvi e Riley (2007), a partir desse
evento foram iniciados os estudos e a descobedflataxina.

Dentre as caracteristicas dos fungos filamentoaofiossintese de produtos
naturais os tornam de grande interesse para a ddadencientifica. Seus metabolitos
possuem contrastes marcantes, com funcdes divasagezes util no uso farmacéutico
(penicilina) e por outro lado apresentando poteptepriedades toxicas e carcinogénicas
(aflatoxinas).

Segundo Hoffmeister e Keller (2007), os estudogesals metabdlicos fungicos
datam de anos anteriores a 1870, onde pigmenttetizagos por cogumelos atrairam a
atencdo dos quimicos organicos da época. Ja nto 9€Xufoi testemunhado, isolado e
caracterizado quimicamente vasta diversidade ddupwe naturais de fungos filamentosos,
movido pela descoberta da penicilina.

Segundo Woolford (1990), a atencéo direcionadar@osorganismos aerébios em
silagens so foi dada nas ultimas duas décadass Aesse evento a presenca de fungos na
superficie de silagens, era tida como evento nerinavitdvel, uma manifestacdo da
fermentacéo ou perda intrinseca ocasionada poatgi@dade.

Condicdes para desenvolvimento

A exigéncia mais Obvia para desenvolvimento fungi@necessidade de fontes de
nitrogénio e energia. Um segundo requerimento éngpératura ambiente. Embora os
fungos possam respirar em diversidade de tempasatexistem limites estabelecidos para
seu crescimento e producao de toxinas (Figurddpergilluse Penicillium sdo espécies
que apresentam seu desenvolvimento 6timo em cawligle temperatura elevada,
enquanto que espécieskgsariumtem preferéncia por menores temperaturas.

Os fungos filamentosos sdo organismos obrigatoriéenaerdbios, mesmo assim
seu crescimento e proliferacdo podem ser contrelagela aeracdo durante o
armazenamento de graos, embora essa estratégsajaampcao no caso de preservacao da
silagem. Apesar da necessidade de ambiente aemdbionas espécies de fungos séo
capazes de sobreviver em concentracdes baixasigénmx inferiores a 4% (Magan e
Lacey, 1988).
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Figura 1. Amplitude e temperatura Otima de cresotmepara fungos filamentosos

comumente associados com alimentos destinados naerdéicdo animal.
Adaptado de Nelson (1992).



Segundo Tuite (1969), a maioria dos fungos filamsrd necessita de pelo menos
1 — 2% de oxigénio. Entretanto existe a excecéa paspéeci€usarium verticillioides a
qual é capaz de sobreviver em ambiente com 60%Q0dee@oncentracdo de,@ferior a
0,5%. Estas condi¢cdes reforcam a ideia da necessida se realizar o processo de
ensilagem de maneira rapida e eficiente, bem c@alizar a vedacado do silo de maneira
adequada.

Fundamentalmente importante no crescimento de furgoa agua livre ou
disponivel no alimento, também denominada de @&iedde agua (Aw). A atividade de
agua é definida pela relacdo entre a presséo dae dapdeterminado alimento e a presséo
de vapor da 4gua pura & mesma temperatura, comevalariando entre 0 e 1 (Coultate,
1996). A medida que se aumenta os valores paraadiy de agua, a velocidade de
reacOes e crescimento microbiano € beneficiaddu@gos sdo 0s microrganismos mais
resistentes & diminuicdo da atividade de agua,osesdprincipais responsaveis pela
deterioracdo de alimentos (Figura 2 e Tabela 1gudd bolores, como é o exemplo de
Monascussp., podem crescer em condi¢cdes de baixa atividadggua (0,62). Em ragéo
total, a atividade de agua pode variar entre valdee 0,50 a 0,94, sendo dependente da
quantidade de silagem e do teor de matéria sesa #eBimoso.
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Figura 2. Relacao entre atividade de agua e crestariingico em alimentos.
Adaptado de Nelson (1992).



Tabela 1. Atividade de agua para crescimento e praducao de toxina de alguns fungos
filamentosos.

Aw minima

Microrganismo Crescimento Producao de toxina
Aspergillus clavatus 0,85 0,99 (patulina)
Aspergillus flavus 0,78 0,83 - 0,87 (aflatoxina)
Aspergillus ochraceus 0,81 0,88 (&cido penicilico)
Aspergillus ochraceus 0,83 0,85 (ocratoxina)
Aspergillus parasiticus 0,82 0,87 (aflatoxina)
Penicillium cyclopium 0,87 0,97 (acido penicilico)
Penicillium cyclopium 0,81 0,87 — 0,90 (ocratoxina)
Penicillium expansum 0,83-0,85 0,99 (patulina)
Penicillium patulum 0,83-0,85 0,95 (patulina)
Penicillium viridicatum 0,83 0,83 — 0,86 (ocratoxina)

Adaptado de Beuchat (1981).

Os fungos e a silagem

Os fungos em geral sdo apontados como principgonsaveis pela deterioracdo
aerdbia de silagens, com destaque para fungosefilarsos e leveduras. As populagdes de
leveduras em silagens podem variar de <uf@ para valores de ¥bufc/ g forragem num
intervalo de tempo de 3 dias. Além disso, a vulmédade da silagem para deterioracao
aerébia é funcdo da populacdo de leveduras, sendp @pso a silagem apresente
populacBes acima de °L0fc/g forragem, o problema da deterioracao jéréstestalado no
sistema.

As leveduras relacionadas com o processo de detefio aerdbia tem sido
classificadas dentro de dois grandes grupos: llzattoras de acidos, grupo que
compreende os géner@andida, Endomycopsis, HansenelRichia e; 2) Utilizadoras de
acucar, tendo o génefmrulopsiscomo representante. No caso de deterioracaoatgesil
apos a exposicdo ao ar, as leveduras utilizadeaaadato serdo as responsaveis pela
maior magnitude da deterioracdo. Em estudo com ifiededtes silagens de milho,
Middlehoven e Franzen (1986) citado por Woolfor89Q), observaram que a micoflora
presente foi dominada por dois géneros princip@andidae Saccharomyceg, com a
excecao da espéck dairensistodas toleraram acido acético no pH 4,0 e assian os
acidos latico e aceético, bem como, o etanol.

Utilizando combinacdo de métodos de plaqueamentestes moleculares para
identificacdo da populacao fungica na planta d&éord sua silagem, Mansfield e Kuldau
(2007) isolaram seis espécies Benicillium (P. roqueforti, P. paneum, P.expasum, P.
crustosum, P. commune P. citrinun), sete espécies deusarium (F. avenaceum, F.
culmorum, F. graminearum, F. pseudograminearunprBliferatum, F. sporotrichioides
F. verticillioideg e uma espécie despergillus A. fumigatugFigura 3).

Em termos de abundancia das espé&tespquefortie F. graminearumforam as
espécies prevalenteB. roquefortifoi isolado em 50% das amostras de milho na dalhei
(n = 24) e em 75% das amostras de silagens (n =ePguantoF. graminearumfoi
encontrado em 58% de amostras na colheita e naefibicado na silagenP. paneum
que ja foi relatado como sendo pertencente a espéciroqueforti e, recentemente



designado nova espécie (Boysen et al., 2000)sétado em amostras obtidas na colheita e
nas silagens de milho.
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Figura 3. Espécies micotoxigénicas isoladas daglde milho no momento da colheita e
apos ensilagem (3 — 6 meses).
Adapatado de Mansfield e Kuldau (2007).

Em adicdo as espécies micotoxigénicas isoladagasowspécies de fungos
filamentosos e leveduras foram isolados. Os géndeosungos filamentosos isolados
incluiram: Acremonium, Cladosporium, Cordyceps, Epicoccum, tigl@ila e Mucor
(Tabela 2). De maneira geral, as leveduras repi@sen 0 grupo maioritario entre os
fungos isolados da silage®eotrichum candidunfioi a espécie mais encontrada, sendo
isolada em 75% da amostras da planta na colh&i&®enas silagens. Outras espécies de
leveduras que se apresentaram em altas concerdtragiieiram: Candida intermédia,
Candida sake, Debaryomyces hansenii, Issatchenentalis, Pichia anomala, Pichia
fermentan® Pichia membranifaciens



Tabela 2. Fungos filamentosos e leveduras isolddgdanta e na silagem de milho.

Espécies Colheita Silagem

Acremonium strictum* v
Brettanomyces bruxellensis v v
Candida cleridarum v
Candida intermedia v v
Candida quinlingensis v
Candida sake v v
Cladosporium tenuissimim* v 4
Clavispora lusitaniae v v
Cardyceps sinesis* v
Debaryomyces hansenii v 4
Epicoccum nigrum* v v
Geotrichum candidum v v
Hanseniaspora uvarum v
Issatchenkia orientalis v v
Kluyveromyces marxianus v
Metschiakowia pulcherrima v v
Mortierella hyaline* v
Mucor circinellioides* v v
Mucor racemosus* v v
Mucor rouxii* v 4
Pichia anomala 4 v
Pichia fermentans 4 v
Pichia membranifaciens v v
Pichia segobiensis v
Saccharomyces castelli 4
Saccharomyces paradoxus v

*Indica espécies filamentosas.
Adapatado de Mansfield e Kuldau (2007).

Ocorréncia de micotoxinas em silagens: etiologia

Os fungos filamentosos podem ser considerados waates na deterioracao
aerébia de silagens, pois durante o desabastecingensilo, o desenvolvimento deles
acontece somente em sucessado ao crescimento easirfey (McDonald et al., 1991).
Contudo, a deterioracdo aerdbia dos ingredientesagi@es para animais causada por
fungos filamentosos determina perda de elementgivos e de energia (Lindgren et al.,
2002), além do risco de contaminacdo com micotax(fiabela 3). Recentemente, tem-se
observado grande interesse em micotoxinas no quefee a seguranca alimentar, a
despeito da origem e qualidade dos produtos désna alimentacdo humana. Dessa
forma, um segmento que vem crescendo atualmenteretacionado com triagem de
micotoxinas em varios tipos de alimentos.

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzpwsfungos filamentosos que
causam respostas toxicas (micotoxicoses) quanderidleag por animais (Binder et al.,
2007). As plantas e forragens podem ser contansnpdés micotoxinas, de maneira
geral, por dois meios: 1) patogenicidade fungica)eungos saprofiticos (Glenn, 2007).
Entretanto, a formacdo das micotoxinas nado ocorbgigatoriedade durante o



desenvolvimento fungico e, o mais importante: aeagio de fungos ndo implica
necessariamente na presencga de micotoxinas.

Muitas séo as duvidas e divergéncias sobre oswstmue levam a formacéo dos
metabdlitos secundérios pelos fungos filamentoSegundo Calvo et al. (2002), o
metabolismo secundario dos microrganismos € comigrassociado com 0 processo de
esporulacdo, incluindo os fungos filamentosos. £sstabdlitos secundarios associados a
esporulacdo podem ser agrupados em trés granaég®igas: 1) metabdlitos que ativam a
esporulacdo (por exemplo, compostos derivados d@o dmoléico produzidos por
Aspergillus nidulans 2) Pigmentos requeridos para a estrutura de elsigdio (por
exemplo, melaninas necesséarias para formacdo agrithde dos esporos e; 3)
metabdlitos toxicos secretados pelos colonias esconento no momento da esporulagédo
(por exemplo, producéo de micotoxinas).

A relacdo existente entre a producdo da micotogimaesporulagédo do fungo foi
documentada em muitos géneros de fungos micotdem@nEmAspergillus parasiticus
alguns produtos quimicos que inibem sua esporulegébém fazem que ocorra inibigéo
da producéo de aflatoxina (Reib, 1982). Algunsaliads cientificos tém apresentado que
espécies mutantes despergillus deficientes na esporulagdo também sdo incapazes de
produzir aflatoxinas (Calvo et al., 2002).

Fox e Howlett (2008) destacaram o papel dos meatab@ecundarios na biologia
dos fungos. Segundo os autores, em muitos caso®tigo para a producao de toxinas
pelos fungos é dada pela falta de resposta do tespe(planta), se este o permitira
completar seu ciclo de vida, dessa maneira, a po@alfungica presente produz toxinas. A
conclusdo dos autores é de que os metabdlitos ddiom produzidos por fungos
filamentosos ainda ndo sdo compreendidos clarament®lvendo algumas proteinas e
complexos que respondem a varios estimulos amisentio hospedeiro.

Tabela 3. Fungos filamentosos e potenciais micogsxencontradas em silagens.

Espécies Micotoxinas

Acremonium lolli Lolitrem B, paxilina

Alternariaspp Acido tenuazdico, alternariol

Aspergillus clavatus ToxinaA clavatus

Aspergillus flavus Aflatoxinas

Aspergillus fumigatus Fumigaclavina A, gliotoxina

Aspergillus versicolor Esterigmatocistina

Byssochlamis nivea Acido bissoclamico, patulina

Claviceps spp Ergotamina, ergostina, ergocriptina

Fusarium spp Deoxinivalenol, nivalenol, toxina HT2,
toxina T2, zearalenona, fumonisina

Paecilomyces varotia Patulina

Penicillium roquefort Roquefortina A, B e C, toxina PR,
festuclavina

Penicillium verrucosum Ocratoxina A, citrinina

Adaptado de Scudamore e Levesey (1998).



Presenca de micotoxinas no campo

Os fungos podem se desenvolver em varios tiposnu@eate, sendo que em
condi¢cdes de campo o géndfosariumtem predominéncia de crescimento. A exigéncia
minima para o desenvolvimento de fungos do gérersarium é elevada umidade
(>70%), oxigénio e temperaturas flutuantes (diasntgs e noites frias). Esse género é
responsavel por ampla gama de doencas de grangnea®ais. Em lavouras de milho,
esses tem capacidade de causar podriddes em gigtietas da planta, tais como: caule,
espiga e gréo. Em trigo e outros cereais de inyéumsariumcausa uma doenca chamada
de ferrugem do trigchgad scaly considerada bem importante para essas culturas.

A eliminacdo de esporos dausariumdo ambiente é impraticavel, uma vez que
esses hibernam durante o inverno no solo, em aewlie plantas ou nas sementes. Sendo
assim, o contato do esporo com a planta sera &welite o grau de infeccdo sera
determinado em funcdo das condicbes de ambiente estlesse da planta. Segundo
Rankin e Grau (2002), a competicdo por nutrienteplanta se estabelece entre a propria
planta e outros microrganismos, e nesta ocasido,fungos presentes produzem
micotoxinas como forma de obter vantagens na cagdmepor alimento.

Segungo Jouany (2007), existem mais de 500 micwextonhecidas, entretanto
as espécies de fungos e as toxinas mais conhepatéencentes ao génefeigsariumsao:
Dioxinivalenol (DON), produzida poF. molinoformee F. graminearum Toxina T2,
produzida porF. sporotrichioides Zearalenona, produzida pdf. graminearum e;
Fumonisina, produzida pét. moliniforme

Fatores agrondmicos envolvidos com a formagao de ecotoxinas

De maneira geral, a cultura implantada deve terpwograma balanceado para
ajustes na fertilidade do solo com vistas a reduclo estresse da planta e,
consequentemente, incidéncia de doengas. SegunuanRa Grau (2002), o nitrogénio
(N) e o potassio (K) estdo diretamente associadosaaumento na podriddo dos colmos
em milho. Tanto o excesso como baixas concentrad@eses nutrientes conduzem para
aumento da incidéncia dessa doenca, o que gerdegmobabilidade de producédo de
micotoxinas.

A escolha do hibrido podera influir na susceptibite ao ataque fangico, com
consequente producdo de toxinas. Segundo Joualy)(20 melhoramento de plantas
pode ser uma solugéo para controld-dsarium entretanto, com a melhoria na resisténcia
ao seu ataque, a qualidade de hibridos € afetaddalkr et al. (2006) verificaram que o
gene associado a resisténcia aos fungos do génsapiumem trigo sdo coincidentes com
genes que controlam as caracteristicas morfologieagplanta, havendo conflitos de
interesses.

O momento da colheita da planta também é caramsdal® para producédo de
micotoxinas. Oldenburg e Hoppner (2003) verificaummento de amostras positivas para
deoxinivalenol & medida que o milho foi colhido sn&ardiamente. Em plantas de milho
colhidas com 30% de MS, os autores obtiveram 34%rdestras positivas (n=82), ao
passo que quando a planta foi colhida com 40% de 88% das amostras (n=50) se
apresentaram contaminadas pela micotoxina.

A textura do grdo € uma caracteristica dos hibrges vem sendo discutida com
relacdo a qualidade nutricional e a susceptibibdaol ataque fungico. Apesar de hibridos
de milho com gréos dentados (textura macia) aptassn maior qualidade nutricional,



(maior facilidade ao ataque enzimatico para diggst@stes também apresentam maior
suscetibilidade a incidéncias de doencas e atatpi@ssetos, 0 que gera porta de entrada
para colonizacéo de fungos (Rankin e Grau, 2002).

Atualmente, grande foco tem sido dado aos hibridesmilho transgénicos
(hibridos Bt), aos quais foram inseridos genes Blcillus thuringiensigue levam a
producdo de proteinas toxicas a determinadas omenssetos considerados pragas na
cultura. A premissa para reducdo de fungos e, qdestemente, micotoxinas nesses
hibridos é de que a integridade da planta ser&mata por menor quantidade de ataques
de insetos, fazendo com que a planta apresenter meaotidade de portas de entrada para
esporos de fungos e sua posterior colonizagédo ewdos da planta (Hammond et al.,
2004).

Adicionalmente, préticas agronémicas como a rotad@aculturas, controle de
pragas e doencas devem ser consideradas paragetiugdestacao fungica.

Presenca de micotoxinas durante o periodo fermentiab da silagem

De acordo com a classificagcdo de Pelhate (19774 fhargos filamentosos em
silagens, as espécies do géneusariumsao estritamente aerdbias. Espécies de fungos
comoAspergillus fumigatysMonascus ruber, Penicillium varioé Penicillium roqueforti
séo consideradas micro-aerofilicas ou indifereatesesenca de oxigénio.

Auerbach (1996) verificou que a populacdo de fungos silagem de milho
decresceu ao longo do periodo de fermentacdo emiices estritamente anaerdbias
(Figura 4). A partir do 10° dia ap6s a ensilagenicillium roquefortifoi a Unica espécie
presente até o 100° dia de fermentacdo. Em comteastsse fato, a simulacdo com o
suprimento adicional de oxigénio durante o procedsofermentacédo (100 mg.M&g
MS/dia) estimulou o crescimento da populacdo flmmgicaumentou a diversidade de
espécies ndo somente representados pela ef@oadlium roqueforti

Outro fator que contribui para a sucessdo da nafem silagens durante a
fermentacdo € a variacdo no pH causada pela prodigs acidos organicos, tal como
latico, acético, propiénico e butirico. Embora o ¢t se ndo afete os fungos filamentosos,
podendo estes crescer ou permanecerem dormentasglitude larga de valores, entre 3
a 8, a variacdo nesse parametro pode influenciarssgceptibilidade a outros fatores
ambientais (Lacey, 1989).

A resisténcia dos esporos de fungos para acidésiaags tem se mostrado variavel
entre as espécies. Segundo Woolford (1975), o daio ndo apresenta efeito prejudicial
importante ao crescimento fungico, ao passo quécaos organicos de cadeia curta
(aceético, propidnico e butirico) sédo potentes dobeés de fungos. Esporos Henicillium
roquerforti mostraram-se menos sensiveis a acdo do 4cido propiém relacédo a outras
especies do géneRenicilliume Aspergillus(Auerbach, 1996).
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Figura 4. Efeito da presenca de oxigénio na dindrdie crescimento fungico durante o

periodo de fermentacdo em silagem de milho.
Adaptado de Auerbach (1996).

Auerbach et al. (1998) verificaram predominanciaPéeicillium roquefortitanto
em silagens de gramineas emurchecidas como enersslatg milho (Tabela 4). Segundo
0S autores, essa espécie tem habilidade de crescérixas concentracdes de oxigénio,
altas concentracdes de dioxido de carbono, baewmpdraturas e na presenca de acidos
organicos volateis. Tanto a silagem de graminear@maaida como a silagem de milho
apresentaram maior contagem flngica nas amostrassidecadas visualmente
contaminadas com a presenca de micélios. Entretartovalores encontrados para
roquefortina C foram maiores na silagem de milhque pode ser explicado em fungéo da
maior concentracdo de &cido latico e componentéseis, ou seja, a mesma abundancia
de substratos para o desenvolvimento fangico elygdo de micotoxinas nao foi
encontrada na silagem de graminea.

Tabela 4. Incidéncia deenicillium roquefortie roquefortina C em silagens.

Tipo de Aparéncia Contagem de fungos Penicillium  Roquefortina

. ; Amostras . .
silagem visual filamentosos roqueforti C
(n) (ufc/g) (n) (%) (mg/kg MS)
Graminea Normal 30 40x1b 21 70 0,1-0,3
Fungada 30 1,0x #0 21 71 0,2-15
Milho Normal 36 40x1b 22 61 0,0-0,2
Fungada 36 1,6 x $0 29 80 0,7 —36

Adaptado de Auerbach et al. (1998).



A Figura 5 mostra a relacéo estabelecida entratagem flungica e a producéo de
micotoxina, sendo que a partir da contagem devéificou-se aumento na producdo de
roquefortina C. Provavelmente, com o aumento naagem de fungos no ambiente em
questdo, esses microrganismos produziram micotexiomo meio de defesa e instinto de
sobrevivéncia para garantir sua permanéncia, repéade perpetuacao da espécie.
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Figura 5. Relacdo entre contagenPamicillium roquefortie quantidade de roquefortina C
em silagens (n=48).
Adaptado de Auerbach et al. (1998).

Presenca de micotoxinas no periodo de pos abertuda silo

Apés a quebra da vedagéo, a face frontal do siimg@@ece exposta ag QA partir
deste evento, o principal fator que determina abd&tade da silagem (anaerobiose) é
perdido e a massa se torna potencialmente ingfdeghberg e Ashbell, 2003). O influxo
do O, na face do silo é influenciado pela densidadenghli@da durante a fase de enchimento
(Honig, 1991; Pitt e Muck, 1993; Weinberg e Ashp203). Assim, nas regides mais
porosas da massa (areas periféricas) aumentamsoss ride deterioracdo aerdbia
(D’Amours e Savoie, 2004).

O processo de deterioracdo aerdbia é originadogtefialade de microrganismos
aerobios. Desse modo, as perdas durante o desaimeste também serdo influenciadas
pela disponibilidade de nutrientes, pela tempeaatumbiental (Ashbell et al., 2002) e pelo
tempo de exposicdo da silagem go(@einberg e Ashbell, 2003) e, segundo Ohyama et
al. (1975), estes trés fatores sao interdependentes

Teoricamente, a rota fermentativa mais desejavehrnde a conservacdo da
forragem na forma de silagem € a do tipo homol&iiceversdo de uma molécula de
glicose em duas de &cido latico), pois ndo properaas de MS ou de energia, 0 que pode
resultar em maior consumo de silagem pelos ani(Ma®onald et al., 1991). Entretanto,



o perfil de fermentacdo desejavel nem sempre asifgerdas apds a abertura dos silos, ou
em alguns casos pode inclusive aumenta-las (Kura.,e2003). A alta concentracdo e
predominancia de acido latico em silagens necessante ndo representa efeito positivo
na estabilidade aerdbia. Silagens adequadamemerfeadas, com altas concentracdes de
acido latico e acucares remanescentes, sdo maidade pela deterioracdo aerdbia
(Weinberg e Muck, 1996). Os fungos, as leveduraglgemas espécies de bactérias
promovem a assimilacdo aerébia de lactato da silageduzindo o seu potencial de
conservacao (Pahlow et al., 2003).

Os fungos filamentosos podem ser considerados waattes na deterioracéo
aerdbia de silagens, pois, durante o desabastdondensilo, o desenvolvimento deles
acontece em sucessao ao crescimento das leveMao@srfald et al., 1991).

Driehuis et al. (2008) realizaram na Holanda o nowamento de 24 fazendas
produtoras de leite. Amostras tanto de silagem dbontomo de gramineas foram
utilizadas, sendo colhidas em diferentes regidegaiteel dos silos (centro, topo e regides
visualmente mofadas). Adicionalmente, amostras tdura de silagens, as quais eram
oferecidas para os animais, foram coletadas. Qudtadss indicaram que a silagem foi a
principal fonte de contaminacdo com micotoxinasbéla 5). Silagem de graminea
apresentou baixas concentracdes de zearalenona),(Z&fuefortina C (RC) e &cido
micofendlico (AMF) e ndo houve a presenca de digalenol (DON). Em relacdo aos
locais de coleta das amostras, as concentracd@®Nee ZEA foram idénticas tanto para
a superficie como para o topo do silo, ao contrpdm os valores de RC e AMF que
apresentaram maiores concentracdes na regido dadspsilos.

Tabela 5. Incidéncia e concentracfes de micotox@massilagens de milho, graminea e
suas misturas.

. . Amostras  DON' ZEA' RC' AMF?

Tipo de silagem (N~ % pgkg % pgkg %  pgkg % pgkg
Mistura’ 16 81 465 25 48 44 568 38 256
Silagem de milho

Centro 16 100 933 50 146 25 96 0 <25

Topo 16 94 978 44 137 50 1.605 50 660

Regides mofadas 7 100 964 29 73 100 29.986 71 9.311
Silagem de graminea

Centro 16 0 <125 6 180 13 100 0 <25

Topo 16 0 <125 13 170 19 128 13 40

'DON = dioxinivalenol; ZEA = zearalenona; RC = rofpréina C; AMF = acido mefendlico.
Mistura de silagens (silagem de milho e graminésreoida aos animais.
Adaptado de Driehuis et al. (2008).

Micotoxinas como aflatoxinas, fumonisinas, ocrat@xA, patulina e toxina T2 néo
foram identificadas no presente estudo. Segunduteses, apesar de ndo haver presenca
dessas micotoxinas, a literatura se reporta coativalfreqiéncia a presenca dessas em
silagens, co-produtos e ingredientes concentrdéadicularmente para aflatoxina B1, a
ndo contaminacdo das silagens foi relacionada cogoadicdes ambientais encontradas
(baixa temperatura), fato que provavelmente impsdiudesenvolvimento.

As aflatoxinas representam as micotoxinas que Taisam preocupacao, pois
apresentam propriedades carcinogénicas, mutagéaitastogénicas, causando grandes



danos a salde humana e elevados prejuizos ecomsdmicalesempenho de animais
domésticos, como os ruminantes (Lazzari, 1997). 8a@duzidas principalmente pelas
espéciedAspergillus flavuse A. parasiticus presentes em vegetais como o amendoim, o
milho e o caroco de algodéao.

A aflatoxina B1 (AFB1) é considerada uma das mascas produzidas por estas
espécies. No figado a AFBL1 é biotransformada &oaflea M1 (AFM1), a qual é excretada
no leite de animais em lactacdo (Battacone et2805). Acreditava-se que a taxa de
passagem da micotoxina do alimento para o leiteder2%. Porém, estudos recentes
colocaram em evidéncia que tal taxa esta correlad® com dois fatores: potencial
produtivo do animal e estagio de lactacdo. Os galde 2 a 2,5% referem-se a vacas com
producéo entre 16-25 kg/dia em estagio de lactagdncado. Como 0s animais estédo se
tornando cada vez mais produtivos, com producaersupa 30 kg de leite, a taxa se torna
mais elevada, com valores proximos a 4% (Veldmah £1992).

Amaral et al. (dados n&o publicados) verificaranradte 14 semanas de
experimentacdo (julho a outubro) que a presencafldéoxinas em silagens de milho
somente foi detectada a partir do momento em goerevam mudancas ambientais. A
contagem de fungos filamentosos ndo apresentoaczarientre os meses de agosto a
outubro (Figura 6), ou seja, populacdo se mantstéael com média de 5,1 e 3,5 log ufc/g
nas regides do topo e centro do silo, respectiveangbom o inicio das chuvas em
setembro houve inicio da presenca de aflatoxinadlsilagens (Figura 7), sendo que a
medida que o acumulo de precipitacdo foi verificadmbém identificou-se a elevacao na
concentracao da toxina nas silagens.
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Efeitos das micotoxinas nos animais

O consumo de alimentos contaminados com micotoxyinde conduzir a sintomas
agudos de intoxicacdes, 0s quais sdo manifestadomaheira rapida e, geralmente,
ocasionados pelo consumo de elevadas concentrdgédsxinas. Na maioria dos casos,
entretanto, € observado a ocorréncia de quadracordque permanece por longo periodo
sem a percepc¢do de sua ocorréncia, principalmesite fato da ingestdo de pequenas
concentracfes da toxina, tornando os diagnéstidimsiithdos e sugerindo outras causas
gue ndo contaminagao por micotoxinas.

Geralmente, os efeitos pela intoxicagdo com midnasxsdo amplos, incluindo:
efeitos teratogénicos, carcinogénicos, mutagéniessogénicos e imunossupressivos
(Tabela 6). Dentre os efeitos diretos associadox@asumo de toxina destacam-se:
reducdo da ingestdo de matéria seca, recusa denatintonversdo alimentar ineficiente,
baixa no ganho de peso/producéo de leite, aumenionadéncia de doencas (devido a
imunossupressao) e reducdo na capacidade repradiink-Gremmels e Malekinejad,
2007; Morgavi e Riley, 2007).

A aflatoxina é considerada a micotoxina mais sigaifte e prevalente, encontrada
em diversos alimentos, inclusive em silagens. Qoanderida pelo animal, apesar de
parte desta toxina ser degradada no rimen, axflat81 é biotransformada a aflatoxina
M1 no figado, a qual € excretada no leite de arsirai lactacdo (Battacone et al., 2005).

Em estudo realizado no departamento de zootecn@SHAESALQ, Amaral et al.
(dados nao publicados) avaliaram lonas com difesepermeabilidades ao oxigénio na
vedacao de silos. Os tratamentos foram compreengiela vedacao do silo com: 1) lona
de poliamida (45 um) + lona de polietileno dupleef§200 um); 2) lona de polietileno
dupla face (200 um); 3) lona de polietileno pregartaterial virgem (200 um) e; 4) lona de
polietileno preta de material reciclado (200 uni)stcm de cobertura com bagaco de cana.



Tabela 6. Sumario de efeitos toxicos das principai®toxinas.

Micotoxinas Efeitos

Aflatoxina B1 Carcinogénica, hepatotoxica, dandinvA

Esterigmatocistina Carcinogénica, dano hepatico

Ocratoxina A Carcinogénica, nefrotéxica, teratogéni

Citrinina Nefrotoxica

Zearalenona Estrogénica

Patulina Carcinogénica, edema pulmonar,
hemorragia

Ergotamina Gangrena, reducao da fertilidade

Tricotecenos Hemorragia, diarréia, dermatite

Toxina PR Dano no figado e rins, mutagénica

Gliotoxina Hematuria, imunossupressor

Acido tenuazéico Hemorragia, convulsdes, anorexia

Alternariol Citotoxico

Adaptado de Scudamore e Levesey (1998)

As silagens obtidas foram utilizadas na alimentalgiwacas Holandesas, as quais
apresentaram consumo médio de 22,3 kg MS/dia eupdodmédia de 32,6 kg leite/dia
durante 14 semanas de experimentacdo. As silagameseataram contaminagcao por
aflatoxinas (Figura 7) principalmente nas semanagisf do experimento, o que foi
correlacionado com o aumento da precipitacdo pilogidca. Juntamente com a
verificacdo da presenca de aflatoxinas nas silageasreu excrecdo de aflatoxina M1 no
leite dos animais. A concentracdo de AFM1 no lageesentou valor médio de 0,006 ppb,
valor inferior ao estabelecido pelos paises da @itade Européia de 0,05 ppb.

A maior presenca de amostras contaminadas com AtéMéite foi observada nas
duas Ultimas semanas {18 14 semana), com 25% de ocorréncia. Em relacdo aos
tratamentos, a silagem proveniente do silo vedamo tona de polietileno preta de
material virgem gerou excre¢do de AFM1 no leite 4% das amostras analisadas, nos
demais tratamentos houve similaridade entre astemspsendo observada ocorréncia de
AFM1 em 20% das amostras por tratamento.

De maneira geral, os ruminantes por apresentaremiroen repleto de
microrganismos, apresentam vantagens em relacdo aamsais monogastricos na
detoxificacdo das micotoxinas ingeridas. Entretantaitas dessas toxinas passam pelo
rimen, intactas ou biotransformadas em compostosatividade biolégica remanescente
que podem causar danos a saude do animal.

Conclusdes

Fungos filamentosos e micotoxinas sdo contaminaesimente encontrados em
plantas forrageiras e silagens de varias localgl@idemundo e sdo tidos como potenciais
causadores de danos a saude de animais de inteoe$Senico e aos humanos.

As micotoxinas estédo presentes em todas as etagasakesso de ensilagem, desde
a colheita, passando pela fermentacdo e chegandmdm do animal, sendo que os
géneros Fusarium, Penicillium e Aspergillus sdo o0s maiores representates das
contaminacdes. Apesar de alguns autores se aponr@®finicdo de que micotoxinas sao
produzidas por fungos em momentos de aumento deetegdo no ambiente, muitos
resultados mostram que realmente o mecanismo patugio de determinada toxina



ainda ndo esta claramente compreendido. Provavemenutros fatores além da
competicdo e estimulos ambientais possam contiilaua producdo dessas toxinas, como
espécie fungica, inter-relacdes entre microrgansseniypo de alimento a ser deteriorado.

O correto manejo da lavoura, do processo de epsilagdo periodo pos abertura
do silo sdo fundamentais para minimizar a contagdioapor fungos e micotoxinas.
Respeitando esses principios, certamente ocordi&zdo nas perdas de nutrientes pelo
desenvolvimento fungico e, principalmente, redugd® efeitos téxicos causados por seus
metabdlitos no desempenho e saude do animal.
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