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RESUMO

Foram analisadas 60 amostras de ragfo farelada para frangos de corte, no Estado de
Goids, para detecgio da presenca de aflatoxinas B, e G;. As amostras foram colhidas no
periodo de margo a setembro de 1996, diretamente de comedouros, em granjas de
empresas avicolas. A técnica utilizada foi a de cromatografia em camada delgada.
Verificou-sc contaminagio em apenas 1,66% das amostras, correspondente a uma amostra
que continha 28 ppb de aflatoxina B,.
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ABSTRACT

Aflatoxins B, and G, were screened in 60 samples of scratched broiler feed, in Goids
State, Brazil, using thin layer chromatography as the method of detection. Samples of
ration provided to the chickens were collected from feeder troughs in the farms. Only
1.66% of contamination was detected that corresponded to one sample with 28 ppb of
aflatoxin B,.
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INTRODUCAO

As aflatoxinas sdo produtos tdxicos do metabolismo dos fungos Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus. Elas foram inicialmente detectadas em 1960,
quando um surto dizimou mais de 100.000 peruzinhos de diferentes criatérios da
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Inglaterra. O episddio, que ficou conhecido como Turkey disease, ocorreu apds
terem as aves consumido ragdo que continba farelo de amendoim importado do
Brasil. O fungo Aspergillus flavus foi o principal contaminante isolado deste
material e seus metabdlitos téxicos foram denominados de aflatoxinas (Sargeant
et al., 1961). .

O grande interesse de pesquisadores sobre as aflatoxinas permanece por causa de
seu potencial efeito carcinogénico em animais suscetiveis e efeitos toxicoldgicos
agudos em seres humanos (Wood, 1992; Sabino & Rodriguez-Amaya, 1993). As
aflatoxicoses, agudas ou cronicas, causam prejuizos ao desempenho produtivo e
sanidade das aves, além de perdas econdmicas (Leeson et al., 1995). Estas perdas
se relacionam ao aumento da taxa de mortalidade na aflatoxicose aguda, piora da
conversio alimentar, aumento do nimero de condenacdes, devido & maior
fragilidade capilar e suscetibilidade a contusdes, queda da eficiéncia de vacinas,
diminui¢io do rendimento de partes nobres ¢ pouca pigmentagio de carcaga
(Doerr et al., 1983; Muirhead, 1989;).

As principais aflatoxinas sdo By, Ba, G) e Gy, sendo By e G, as mais t6xicas
(Leeson. et al, 1993). A producéio das micotoxinas, no entanto, depende da
toxigenicidade do fungo, da suscetibilidade do substrato ¢ de fatores ambientais
como temperatura e umidade (Environmental... 1979).

A contaminagdo da matéria-prima por fungos pode ocorrer no campo, na
armazenagem, no transporte ou na fase de processamento da ragdo. Vdrios
produtos e subprodutos agricolas utilizados na formulagio de ragdes animais,
como milho, trigo, soja, sorgo, cevada, aveia, farelos de arroz, de amendoim ¢ de
algoddo, constituem substratos suscetiveis ao desenvolvimento de fungos e a
conseqiiente produgio de aflatoxinas (Mahmoud, 1993) e mesmo sem
apresentarem contaminacio fingica aparente, podem causar prejuizos as aves,
uma vez que o fungo pode ndo estar mais presente, mas a aflatoxina permanece
inalterada.

Tendo em vista o polencial risco das aflatoxicoses para a sanidade dos plantéis
de frangos e considerando as caracteristicas peculiares do Estado de Goids,
erande produtor nacional de grios, onde a avicultura desponta como atividade
emergente, torna-se necessdrio desenvolver pesquisas nesta drea. Assim, o
objetivo deste trabalho foi o de verificar a qualidade de ragbes destinadas a
alimentagio de frangos de corte, colhidas em granjas, quanto 2 presenga de
aflatoxinas B, (AFB;) e G; (AFG;) e quantificar o nivel de contaminagdo das
amostras positivas.
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MATERIAL E METODOS

Entre margo e setembro de 1996, colheram-se 60 amostras de racio farelada para
frangos de corte, diretamente dos comedouros, em granjas de empresas avicolas
do Estado de Goids. Cada amostra constou de, aproximadamente, cinco quilos,
colhidos em cerca de 80% dos comedouros, tipos bandeja e tubular, onde as aves
se alimentavam. As amostras foram homogeneizadas manualmente e uma
subamostra de dois quilos e meio de ragio fol depositada em saco plastico com
identificacio.

Questiondrios foram distribuidos para se obter informacGes sobre a composicio
bdsica da ragio, tempo de estocagem, origem do milho utilizado como
componente e utilizagdo de antifiingico. As granjas pesquisadas apresentavam
adequadas préticas de manejo na fabricagéio, armazenagem e distribui¢do da
ragio, traduzidas pela aquisicdo de matéria-prima de boa qualidade, por curto
tempo de estocagem e renovagio constante nos comedouros. A composigdo
bésica das ragdes constava de milho, farelo de soja, soja extrusada, sorgo, farinha
de carne, farinha de visceras, farinha de penas, 6leo de soja, 6leo de visceras de
frango, calcdrio, sal e premix mineral ¢ vitaminico. O tempo médio de estocagem
nas granjas, no momento da colheita, era de cinco dias. O mitho utilizado na
composi¢io das ragdes era procedente de armazéns da regido, apresentando
menos de um ano de armazenamento na maioria dos casos, exceto por duas
amostras que continham milho de safras antigas. Em 90% das granjas um ou mais
antiféngicos eram adicionados & ra¢do no momento de seu preparo. O sulfato de
cobre era de uso mais comum, na proporgio de 350 gramas por tonelada.
Utilizava-se também uma associaciio de sulfato de cobre (250 gramas) com
violeta genciana (12 a 15 gramas) e mais um veiculo, como farelo de soja, para
completar um quilo e empregava-se esta quantidade de mistura para uma
tonelada de ragio. O uso de propionato de célcio e sulfato de célcio nfo era
muito freqiiente.

A andlise das amostras foi realizada utilizando-se padrdes Sigma' e reagentes” de
grau analitico. O método usado na extrag@io das micotoxinas foi semelhante ao
descrito por Sovares & Rodriguez-Amaya (1989), que utiliza a técnica de
cromatografia em camada delgada - CCD. Para extragio, 50g de amostra foram
homogeneizados com 270ml de metanol ¢ 30ml de solugio de cloreto de s6dio a
4% e clarificados com sulfaio de amdnio a 30%. Em seguida, foram utilizadas
duas parti¢des de 10ml de cleroférmio, obtendo-se 10ml de eluato. Procedeu-se &

! Padrdes de aflatoxinas By e G, Sigma Chemical Co. - Saint Louis, USA
2Reag*&:ntes E. Merck - Darmstadt, Germany
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evaporagio até residuo, em manta aquecedora, ¢ este foi diluido em 200uL de
cloroférmio. Na cromatografia foram usadas cromatofolhas de aluminio®. O
sistema solvente utilizado na unidimensional constou de tolueno: acetato de etila:
acido formico (60:30:10) e na bidimensional, cloroférmio: acetona (90:10) na
primeira fase mdvel e o mesmo sistema da unidimensional na segunda.

Foi pulverizada solugio de dcido sulfirico a 20% sobre as amostras positivas
presuntivas para as aflatoxinas em estudo. Na persisténcia da cor azul ou verde,
no caso de suspeita da presenga de AFB; e AFG,, respectivamente, as amostras
cram descartadas. As que apresentavam mudanca para amarelo eram submetidas
a confirmagio com &cido trifluoracético, conforme metodologia de Przybyski
(1975).

A quantificagio de aflatoxina foi realizada segundo Scott (1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das andlises das ragdes sfo apresentados pa Tab. 1. Das 60
amostras de ragdo para frangos de corte analisadas, cinco (8,33%) foram
consideradas positivas presuntivas para aflatoxinas B; e G;, na triagem.
Posteriormente, duas amostras apresentaram f[luorescéncia azul e razéo do fluxo
(Rf) semelhante 3 solugfio padrio de aflatoxina B; na cromatografia
bidimensional. No entanto, ao pulverizar a mancha fluorescente do extrato dessas
amostras com dcido sulfirico a 20%, somente uma delas mudou a fluorescéncia
de azul para amarelo. A presencga de aflatoxina B, nessa amostra foi confirmada
com o uso de dcido trifluorcacético, que promoveu tanto na amostra quanio na
solugio padrio de AFB; formagdo do derivado B,, que possui Rf
correspondente a cerca de um tergo do Rf da AFB, (Fig. 1).

A concentragio de AFB, na amostra de ragdo onde houve confirmagio foi de 28
ppb  (Tab. 1) e a freqiiéncia de contaminagdo das amostras foi de 1,66%.
Resultados semelhantes foram obtidos por Sebunya & Yourtee (1990), em
Uganda, que ao analisarem 25 amostras de milho e ragdc para frangos,
detectaram duas amostras que continham 20 ppb de AFB,, sendo uma de cada
produto. Entretanto, esses resultados diferem dos de Camargos (1994), que
considerou 13 de 80 amostras de racdo para frangos disponivel no coméreio
varejista de Belo Horizonte, em Minas Gerais, suspeitas de conter aflatoxina By
e confirmou a presenca da micotoxina em scis amostras, 7,5%, em niveis que

* Cromatofothas de aluminio para c.c.d. 20x20cm, silica gel 60 E. Merck, art.
1.05553
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variaram de 11.44 a 51 ppb. Oyejide et al. (1987) verificaram alta freqiiéncia de
contaminagdo, 50%, e o conteddo de 0,57 a 2,55 ppm de AFB,, em amostras de
ragiio para aves colhidas em comedouros, associado ao inadequado manejo de
distribui¢do da ragfio, que favorecia um excesso de umidade nos comedouros,
Gupta et al. (1985) detectaram 66% de amostras de ragdo para poedeiras
positivas, com indices de 70 a 1809 ppb de aflatoxinas e verificaram que a
procedéncia dessas era de uma partida de ra¢lio embolorada.

Tabela 1. Presenga de aflatoxinas B e Gy ¢ confirmagiio da presencga de AFB,
em racdes para frangos de corte colhidas em granjas do Estado de Goids.

Procedéncia Amostras Amostras positivas Confirmagio*
analisadas presuntivas
Empresa A 6 0 -
Empresa B 12 | 1 (28ppb)
Empresa C 12 1 -
Empresa D 6 3 -
Empresa E 24 0 -
Total 60 5 1

*Com acido trifluoroacético (TFA)

Figura 1. Presenga de aflatoxina B, ¢ formacio de seu derivado Ba, na amostra (sctas
maiores) € na solugdo padrio (setas menores).
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O baixo indice de contaminagio das amostras de ragio indica que,
possivelmente, a matéria-prima utilizada foi de boa qualidade, especialmente o
milho, produto suscetivel ao crescimento de fungos aflatoxigénicos, que
correspondeu a mais da metade da composicdo das ragdes. Esta cbservacio
encontra suporte nos relatos de Camargos (1994) sobre a ocorréncia da
contaminagio por aflatoxinas na matéria-prima.

Na ragdo cuja amostra apresentou positividade para aflatoxina B, havia sido
adicionada violeta genciana em sua preparagio. Chen & Day (1974) relataram a
eficicia da violeta genciana na inibigdo do crescimento fingico. Entretanto,
quando as aflatoxinas sdo produzidas anteriormente, permanccem no substrato
por serem altamente estiveis. Dessa forma, a contaminagio pode ter ocorrido na
matéria-prima ¢, provavelmente, no milho, pois o que foi utilizado no preparo
dessa rag@o era de safra superior a um ano.

O tcor de 28 ppb de AFB, encontrado em uma das amostras de ragdo € muito
menor que a concentragio de 500 ppb utilizada por Gregory III er al. (1983), em
experimento com perus, onde foram encontrados residuos de 0,01 a 1,19 ppb de
AFB,, AFM, e aflatoxicol no figado ¢ tecidos dos animais. Segundo os autores,
esses niveis leriam pequena significdncia toxicoldgica para o homem. A
concentragio de aflatoxina e o tempo de exposi¢do também seriam insuficientes
para que houvesse prejuizos & sanidade do plantel, pelo que se observou nos
estudos de Doerr et al. (1983) e Mashaly et al. (1986).

A concentragdo de 28ppb de aflatoxina B, se encontra abaixo da tolerfincia
mdxima de 30ppb de aflatoxinas para alimentos, estabelecido pela legislagio
brasileira (Brasil, 1977). Contudo, se fosse considerado o limite mdximo de
20ppb para ragdes de frangos, sugerido pclo Food and Drug Administration
(Park, 1993), a racio contaminada seria considerada imprépria para o consumo
de aves.

CONCLUSOES
Dentro das condigdes experimentais ufilizadas no presente trabalho pode-se
concluir que a ragdo utilizada na alimenta¢io de frangos de corte, no Estado de
Goids, apresentou boa qualidade quanto a presenca de aflatoxinas.
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