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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pds-Graduacdo em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

IMPACTO DA AFLATOXINA B;, MONTMORILONITA E B-GLUCANA

NA FERMENTACAO RUMINAL In vitro
AUTOR: MARCELO DAL Pozzo
ORIENTADOR: JULIO VIEGAS
Santa Maria, 27 de fevereiro de 2015.

Foram avaliados os efeitos da aflatoxina B1 (AFB;) (1pg/mL) e os adsorventes B-glucanas
devivadas de Saccharomyces cerevisae com 65% de principio ativo (B-glu) (Img/mL) e
montmorilonita (MMT) (5mg/mL) sobre a fermentacdo ruminal. Foram conduzidos dois
ensaios in vitro, no primeiro ensaio o proposito foi determinar a producéo de &cidos graxos de
cadeia curta, a producdo de aménia em 24h de incubagdo. Enquanto no segundo ensaio
determinou-se a producdo de metano (CH,4) e os pardmetros da cinética da producdo de gases
(Vf = volume final de gas (ml) no tempo t; L = tempo de colonizacédo; S = taxa de degradacéo
(h™)) no periodo de 72h de incubagfo. Em cada ensaio seis repeticées foram realizadas para
0s seguintes tratamentos: CONT: controle (sem AFB; ou adsorventes); AF: AFB; (1pg/mL);
S-glu (Img/mL); p-glu + AF: (Img/mL de B-glu + 1ug/mL de AFB;); MMT: (5mg/mL);
MMT + AF: (5mg/mL de MMT + 1ug/mL de AFB;). A quantidade produzida de AGCC foi
significativamente maior no tratamento B-glu (67,7 mM) em relacdo aos tratamentos CONT
(57,72 mM) e MMT (53,3 mM). A MMT reduziu significativamente a producdo de NH; (9,6
mM) em relagdo aos tratamentos CONT (11,4 mM), AF (12,6 mM) ¢ B-glu (12,2 mM). O
tratamento B-glu produziu maior volume de gés (103, 4 mL) em relacdo aos tratamentos
CONT (89,0 mL) e MMT (91,6 mL). Também o tratamento B-glu teve maior taxa de
degradacdo em relacdo aos demais tratamentos. A montmorilonita aumentou o tempo de
colonizacdo e reduziu a producdo de CH,4. Os resultados deste estudo sugerem que a AFB;
(1pg/mL) ndo é toéxica a fermentacdo ruminal. Enquanto, o uso do B-glu impacta a
fermentacdo ruminal, aumentando a producdo de AGCC. O uso de montmorilonita pode
retardar a colonizagdo bacteriana no alimento porém, ndo interfere significativamente na
quantidade total de AGCC produzidos.

Palavras-chave: Micotoxina. Ruminantes. Adsorventes de micotoxinas. Fermentacdo
ruminal.
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ON RUMINAL FERMENTATION In vitro
AUTHOR: Marcelo Dal Pozzo
ADVISER: Dr. Julio Viégas
Santa Maria, February 27", 2015.

The effects of aflatoxin B1 (AFB;) (1ug/mL) were evaluated and sorbents B-glucans derived
from Saccharomyces cerevisae with 65% of active ingredient (B-glu) (1mg/mL) and
montmirillonite (MMT) (5mg/mL) under ruminal fermentation. Two in vitro assays were
conducted. On the first assay the objectives were to determine the production of short chain
fatty acids, the production of ammonia during 24-h in vitro. While on the second assay the
production of methane (CH4) and kinetic parameters based on gas production date were
determined (GPmax= maxim gas production in t time; Lag= lag phase before gas production
commenced; S=gas production rate (h™')) during 72-h in vitro incubation. In each assay six
repetitions were made for the following treatments: CONT: control (without AFB; or
sorbents); AF: AFB; (1pg/mL); p-glu (Img/mL); p-glu + AF: (Img/mL of B-glu + 1ug/mL of
AFB;); MMT: (5mg/mL); MMT + AF: (5mg/mL of MMT + 1ug/mL of AFB;). The amount
of AGCC produced by the B-glu (67,7 mM) treatment was significantly higher about CONT
(57,72 mM) and MMT (53,3 mM). treatments. On the other hand, MMT clay reduced the
production of NH3 (9,6 mM) about CONT (11,4 mM), AF (12,6 mM) and B-glu (12,2 mM).
The amount of GPmax by the B-glu treatment was 103,4 mL, significantly higher about
produced CONT (89,0 mL) e MMT (91,6 mL). There was also higher gas production rate by
the B-glu treatment. The montmorilonite raised the lag phase and reduced the CH,4 production.
The results of this study suggest that AFB; (1pg/mL) has no toxic effect on ruminal
fermentation. Whereas the B-glu impacts the ruminal fermentation by increase the AGCC
produced. The montmorilonite can delay the bacterial colonization but does’t effect the
quantity of AGCC produced.

Keywords: Mycotoxin. Ruminant. Mycotoxins adsorbents. Ruminal fermentation.
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1 INRODUCAO

As enfermidades causadas por micotoxinas sdo denominadas de micotoxicoses e se
caracterizam por sindromes, porém, dependendo da micotoxina, ha predominio de lesdes em
determinados 6rgdos, como figado, rins, ovarios, tecido epitelial e Sistema Nervoso Central.
Em adicdo aos efeitos toxicos, na producdo de animais observam-se perdas econdmicas
devido a recusa de alimentos, baixa conversdo alimentar, reducdo do peso corporal, aumento
da incidéncia de doengas e interferéncia na capacidade reprodutiva (MOSTROM,;
JACOBSEN, 2011).

Algumas micotoxinas presentes na alimentacdo animal podem ser transferidas para
produtos como o leite e seus derivados. Diante desse fato, as entidades governamentais
regulamentaram limites de micotoxinas na alimentagdo humana e de animais. As aflatoxinas
sdo as micotoxinas que mais geram perdas econdmicas devido a alta prevaléncia nos
alimentos, a alta toxicidade e aos baixos limites tolerados (JOUANY; DIAZ, 2005;
ATANDA, 2012).

Para reduzir perdas econdmicas na producdo animal, por problemas sanitarios ou
descarte de alimentos contaminados, algumas estratégias para descontaminacdo de alimentos
foram desenvolvidas. Atualmente, a adicdo de substdncias adsorventes em dietas
contaminadas tem sido 0 método mais préatico, econémico e amplamente utilizado na nutrigdo
animal, especialmente na alimentagdo de suinos e aves (DIAZ; SMITH, 2005). Os ruminantes
sdo considerados mais resistentes que monogastricos a micotoxicoses, a esse fato deve-se a
capacidade de microrganismos ruminais na degradagdo e metabolizacdo de algumas
micotoxinas (JOUANY et al., 2009).

Os dados da literatura sdo divergentes quanto ao impacto das aflatoxinas sobre a
fermentacdo ruminal. Jiang et al., (2012) sugere que o tipo de alimento influencia o impacto
das aflatoxinas no processo de fermentacdo. Entretanto, tanto o trabalho Jiang et al., (2012)
quanto os de Feher et al., (1970) e Westlake et al., (1989) utilizaram fenos e, nenhum utilizou
o milho ou grdos como alimento (substrato) em ensaios in vitro de fermentagdo ruminal. As
aflatoxinas sdo produzidas, principalmente, em alimentos concentrados como 0S graos
(MOSTROM; JACOBSEN, 2011).
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Neste contexto, o presente estudo foi realizado com o objetivo geral: avaliar in vitro o
impacto da aflatoxina B; e dos adsoventes B-glu (65% de B-glucana) e da montmorilonita

sobre a fermentacdo ruminal de uma mistura de feno de azevém e milho moido.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fungos e micotoxinas na alimentagdo de ruminantes

Dois tercos da energia necessaria aos ruminantes sdo obtidos dos acidos graxos de

cadeia curta, resultam principalmente da digestdo microbiana de carboidratos no rimen. As

plantas forrageiras e com propdsito para producdo de grdos séo fontes de carboidratos, e séo

usadas na alimentacdo de ruminantes. Estas podem ser fornecidas aos animais por meio do

pastoreio ou colhidas para conservacdo na forma de silagem e feno. Quando utilizado os

gréos, estes séo colhidos separadamente da parte volumosa e armazenados. No ambiente da

lavoura, do processamento e da armazenagem, os fungos produtores de micotoxinas
encontram condicdes adequadas para infectar os alimentos (MOSTRON; JACOBSEN, 2011).

Podendo causar diversos problemas a satde de ruminantes (Tabela 1).

Tabela 1 — Principais fungos produtores de micotoxinas em alimentos e problemas
ocasionados em ruminantes

(milé?ggia) Alimento Sinais clinicos Lesbes
. milho, Desempenho reduzido, .
Aspergillus . : < . Figado gorduroso,
amendoim,  imunossupressao, hemorragias, .
flavus, . megalocitose,
- caroco de abortos, mortalidade, aumento
A.parasiticus < ) - Necrose, Necrose,
. algodao, de enzimas hepéticas (gama . . .
(Aflatoxinas B1, . I i f fibrose, hiperplasia
B2, GleG2)  Soae glutamiltransferase), aumenta e pomorragias
' outros. bilirrubina, hemorragias. ' '
FUS?F".J”? ] . Reduz ingestéo, producéo de
verticilioides; Milho nas . . .
) .~ leite, aumenta enzimas Leve hepatopatia,
proliferatum condigdes . SR 2
- hepaticas, ureia, nitrogénio e nefrose tubular
(Fumonisinas B1  de campo .
e B2) creatinina
Fusarium
graminearum; F.  Gréos de
culmor_um, F. cereais; _I-||per_e_strogen|smo, Aumento da genitdlia 3
equiseti espiga de infertilidade
(Zearalenona, milho; feno.
zearalenol)
Claviceps Centeio, Vasoconstricdo com perda de Espessamento dos 4
purpurea, triticale, extremidades (orelhas, pés e vasos sanguineos,
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Fungos Alimento Sinais clinicos LesOes
(micotoxina)
C.africana, gréos, rabo); necrose de pele; necrose e
C.cyperi gramineas,  Agalactia; Hipertermia; reduz descamacéo.
(Alcaloides do sorgo, producéo de leite; animais ficam
Ergot) ofegantes.
Claviceps
paspali;
Neothyphodium Gramineas
lolii (Toxinas Paspalum Andar cambaleante; tremores e 5
Termogénicas; sp e Lolium  convulsdes
Paspalitrem Ae  perene
B;
Lolitrem B)
Material
. morto de Fotossensibilizacdo; edema de
Pithomyces , ]
plantas; pele e necrose;
chartarum : . ” 6
. . pastagem de Em ovinos lesdes hepaticas e
(Esporidesmina) .
B. cistite
decumbens
A.glaucus,
A.nidulellus, Trigo e Carcinomas, diarreias
A.versicolor cereais de sanguinolenta, queda da Hepaéticas 7
(Esterigmatocistin inverno. producdo de leite
3)

R. = Referéncias; 1 = Osweiler; Trampel, (1985); 2 = Diaz et al., (2000); 3 = Jouany; Diaz, (2005); 4 = Blaney et al.,
(2010); 5 = Fink-Gremmls, (2005); 6 = Dalefield, (2004); 7 = Vesonder; Horn, (1985) Tabela adaptada de Mostron;
Jacobsen, (2011).

2.1.1 Graos

A maioria das espécies de fungos que causam graves doencas nas plantacdes crescem
dentro da faixa de umidade relativa encontrada no ambiente das plantacGes. No entanto,
algumas espécies de fungos presentes no campo que exigem pouca agua, encontram nos
armazens umidade relativa em torno de 65% e condicGes adequadas para o crescimento. Na
armazenagem, o crescimento de fungos € determinado pelo aumento de temperaturas e
umidade causado pelo metabolismo fangico (ATENDA et al., 2012). Em silos de
armazenagem de gréos, a umidade pode elevar-se do preconizado (65%) porque 0s gréos
absorvem ou perdem umidade com facilidade, o vapor umido entre as camadas de ar circula
no silo e condensa em pontos mais frios como paredes (MOSTRON; JACOBSEN, 2011).

Nesses pontos a umidade eleva-se, os fungos crescem e a temperatura aumenta. O
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crescimento de A.glaucus e A. Candidus é rapida e elevam a temperaturas préximo a 60°C
dentro do silo de milho, aumentando ainda mais a umidade relativa em determinados pontos
(MOSTRON; JACOBSEN, 2011). Na medida que graos ganham umidade, fungos especificos

crescem (Tabela 2).

Tabela 2 — Percentagem da umidade relativa (%UR), equilibrio de umidade (%) para varios
gréos e sementes e fungos que podem crescer nessas condi¢des de armazenagem

Milho, Soja, Amendoin
trigoe ervilhae ,canolae

% UR ) Fungos
cevada feijao girassol
(%) (%) (%)
65-70 125 12 5 Asperg.lllus halophilcus,
A.restrictus

70-75 14 13 6 A.glaucus
75-80 15 14 7 A.candidus
80-85 16 15 8 A flavus, Penicillium sp
85-90 18 18 10 Fungos acima + Penicillium

595 29 20 13 Leveduras/bactérias/fungos de

campo

Fonte: Mostron; Jacobsen, 2011

O menor risco de crescimento fungico na armazenagem de grdos ocorre quando 0s
grdos estdo completamente maduros na colheita, livres de danos por fungos das lavouras e da
colheita mecénica, quando as lavouras sdo colhidas sem problemas climaticos como as chuvas
(ATENDA et al., 2012). O grdo intacto tem uma barreira efetiva contra infecgbes de fungos
na armazenagem. No entanto grdos de milho infectados por fungos da lavoura como
Fusarium, Helminthosporium e Penicillium, aumentam os riscos a danos na armazenagem e a
producdo de micotoxinas (MOSTRON; JACOBSEN, 2011).

2.1.2 Pastagens e forragem conservada

As pastagens sdo habitat de espécies de fungos causadores de enfermidades aos

ruminantes, como Claviceps purpurea, responsavel pelo ergotismo, Pithomyces chartarum,
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produz a esporidesmina que causa eczema facial, Neotuphodium que causa gangrena seca e
Rhizoctonia que produz a eslaframina e induz sialorreia nos ruminantes (LE BARS; LE
BARS, 1996).

Na confeccdo de fenos, quando a secagem ndo € adequada, oferece condicBes para
desenvolvimento de espécies de fungos hidrofilicos e tolerantes ao calor como A. fumigatus,
espécie produtora de gliotoxina e Stachybotrys atra, produtora de satratoxinas G e H que
causam estaquibotritoxicose. Também, fenos e palhas com excesso de umidade (>20%)
favorecem o crescimento de fungos altamente toxigénicos como Aspergillus, Fusarium e
Penicillium e, predispée a producdo de micotoxinas como a zearalenona, patulina e AFB;
(SCUDAMORE; LIVESEY, 1998).

Denomina-se silagem o produto de uma fermentacdo anaerdbia controlada de
determinada forragem verde, armazenada em uma estrutura denominada silo. Os teores de
matéria seca (MS) e carboidratos solUveis interferem diretamente no processo fermentativo.
Teores de MS entre 30 e 35% e de carboidratos soluveis acima de 6% contribuem para a
rapida fermentacdo latica e producdo de &cidos organicos. O milho apresenta excelente
condicdo para ensilagem porque apresenta 20-30% de carboidratos sollveis quando a MS
encontra-se em 30-35% (McDONALD et al., 1991). A maioria dos fungos nao se desenvolve
durante a fase anaerdbica da ensilagem devido a baixa tolerancia ao ambiente &cido e sem
oxigénio (McDONALD et al.,, 1991). A presenca de ar no material ensilado pode ser
decorrente da dificuldade no processo de compactacdo ou perfuracbes na lona do silo
(MOSTRON; JACOBS, 2011).

Um estudo no Brasil, até entdo inédito, conduzido por Schmidt et al., (2011)
encontraram aflatoxinas em 3 de 327 amostras de silagem de milho. As contaminacdes
apresentavam niveis inferiores a 4 ppb. Esses resultados indicam que silagens de milho
podem ser consideradas de pouca relevancia para a introducdo de aflatoxinas na dieta de
bovinos. A esse fato se deve a baixa tolerancia do fungo Aspergillus a condigdes anaerobias e
a ambientes acidos (NOVINSKI, 2013). No entanto, em silagens produzidas e armazenadas
de maneira precéria sua concentracdo pode alcancar niveis de 87 ppb de aflatoxinas
(CAVALLARIN et al., 2004).
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2.2 Aflatoxinas

A palavra “aflatoxina” é a combinagdo de 3 palavras, “a” de Aspergillus, “fla” da
espeécie flavus e toxina que significa veneno (BAKIRDERE, 2012). Entretanto, as espécies A.
parasiticus e A. nominus também produzem aflatoxinas (MOSS, 1998). As aflatoxinas de
maior importancia sdo denominadas de B; (AFB;), B2 (AFB,), Gi (AFGy) e G, (AFGy),
classifica-se com base na fluorescéncia delas sob luz ultravioleta e na sua mobilidade durante
a realizacdo de cromatografia de camada delgada. A AFB; é considerada a mais toxica e com
maior poder carcinogénico das micotoxinas (IARC, 2012). A aflatoxina B1 através do sistema
enzimatico microssomal do figado sofre “ativacdo metabodlica” por quatro formas: 1)
epoxidacdo, forma AFB; epdxido da aflatoxina e faz ligacdes covalentes com o DNA que
provoca efeitos mutagénico, carcinogénico e teratogénico; 2) hidratacdo, forma AFB,, que
provoca inibicdo enzimética e causa imunossupressao, reducdo de sintese proteica e inibe
fatores de coagulacdo sanguinea; 3) hidroxilacdo, produz AFM; e AFQ; que sdo eliminados
via ovos e leite respectivamente e 4) o-dimetilacdo, que na forma de AFP; é excretado pela
urina e fezes (IARC, 2012).

2.2.1 Producéo de aflatoxinas em cereais

Aspergillus produtores de aflatoxinas sdo encontrados em todas as regides do mundo,
porém, ocorrem mais comumente nas regides de clima quente, tropical e subtropical. Os
fungos produtores de aflatoxinas, ocasionalmente, podem apodrecer espigas. Na lavoura de
milho, a disseminacdo de esporos do fungo é favorecida em periodos de estiagens e ventos
apos emergéncia de estigmas-estilos “(cabelos)”. No entanto, a disseminagao € maior durante
e apos a colheita. Apos a infeccdo, o fungo inicia a colonizacdo do grdo sempre que a
umidade e a temperatura favorecerem o seu desenvolvimento (Tabela 2).

As aflatoxinas sdo produzidas pelo metabolismo secundario dos fungos, o
metabolismo primario esta associado ao crescimento no substrato. A producdo resulta da
tripla combinacdo, ou seja, do fungo, do substrato e do meio ambiente (PITT; HOCKING,
1997). O milho e o amendoim sdo substratos adequados para o crescimento de fungos, o

cultivo em condigdes ambientais favoraveis, a colheita e a armazenagem favorecem o
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desenvolvimento fungico e a producdo de micotoxinas (MOSS, 1998). O grdo de soja
apresenta lipoxigenases que inibem o crescimento da maioria das espécies de fungos
toxigénicos (DOEHLERT et al., 1993). De acordo com Diener; Davis (1987) a producédo de
aflatoxina em cereais ocorre quando graos apresentam 25% de umidade interna, umidade
relativa do ar de 83 a 88% e temperatura de 30°C. Ribeiro et al., (2006) observaram aumento
na producdo de aflatoxina com o acréscimo da umidade relativa para 99%.

Os fungos Aspergillus produzem aflatoxinas em condigdes estressantes como frio,
falta d’agua e agressdo externa causada por fungicidas. Os bolores podem ser parcialmente
controlados nos grdos com uso de fungicidas, mas pode estimular a producdo de toxinas
(NICHOLSON et al., 2003). Também tem sido sugerido que subdoses de fungicidas podem

causar a emergéncia de micotoxinas (PARKIN et al., 2006).

2.2.2 Aflatoxinas: quimica e metabolismo

As aflatoxinas sdo quimicamente classificadas como bisfuranocumarinas. A rota
metabolica  parcial ~ proposta para  sintese de AFB; é:  acetato>acido
norsolorinico>averantina>averufanina>versiconal hemiacetal acetato>versicolorina A>
esterigmatocistina>O-metilesterigmatocistina>AFB; (MOSTRON et al., 2011). A série G das
aflatoxinas diferem quimicamente da B pela presenca de um anel 3-lactona no lugar do anel
ciclopentona. Uma dupla ligagéo 8, 9 é encontrada na forma de um éter vinil no anel terminal
furano nas aflatoxinas B; e G; e ndo nas B, e G, Essas variacOes diferem as aflatoxinas
estruturalmente e estdo associadas também as suas atividades, sendo AFB; e AFG; mais
carcinogénicas e consideravelmente mais toxicas que AFB, e AFG; (JAIMEZ et al., 2000).

As aflatoxinas sdo compostos de natureza cristalina, baixo peso molecular,
termoestaveis (suportam temperaturas superiores a 220°C), soluveis em solugdes
moderadamente polares como metanol e cloroférmio (MOSS, 1996). Sdo destruidas
totalmente na presenca de solugdes fortemente alcalinas, como a amoénia e o hipoclorito
(DIAZ; SMITH, 2005).

Os componentes lipofilicos das aflatoxinas facilitam a absorcdo no trato
gastrointestinal. A absor¢do pode ocorrer ainda na boca ou eséfago, antes de entrar no rimen
(GALLO et al.,, 2008). As aflatoxinas sdo absorvidas do trato intestinal e passam para

circulacdo porta-hepatico. Os animais jovens absorvem aflatoxinas de forma mais eficiente
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que animais adultos. As aflatoxinas podem ser degradadas no rimen (UPADHAYA et al.,
2009). A aflatoxina B; pode ligar-se reversivelmente a albumina, liberando-se da circulagéo
para tecidos, mas ndo sendo acumulada nos mesmos, no entanto repetidas exposi¢ées podem
produzir efeitos toxicos. As aflatoxinas podem passar para a placenta e causar danos ao feto.
A aflatoxina é eliminada por meio da bile, fezes, urina, no leite e ovos. Na maioria das
espécies animais a toxina é totalmente eliminada 24horas ap6s a exposi¢cdo (MEERDINK
etal., 2004).

No figado, a aflatoxina B1 (AFB1) é metabolizada em aflatoxina-8,9-epoxido pela
enzima citocromo P-450. A enzima glutationa S-transferase (GST) pode detoxificar a forma
8,9-epoxido por meio da ligacdo com glutationa, fazendo os adutos sollveis e habeis de serem
eliminados pela urina. Porém, existe uma grande variacdo da atividade de GST entre as
espécies animais e humanos. Em humanos a atividade de GST € menor que em camundongos
e ratos, indicando que humanos sdo mais susceptiveis a intoxicacdo por AFB; (GALTIER,
1998).

Quando ndo eliminado, o composto 8,9-epoxido é altamente eletrofilico e capaz de
reagir rapidamente através de ligacdes covalentes com sitios nucleofilicos de macromoléculas
como &cido desoxirribonucléico (DNA), acido ribonucleico (RNA) e proteinas (LIN et al.,
2006). Estas ligacOes determinam a formagédo de adutos (Figura 1), os quais representam a
lesdo bioquimica primaria produzida pelas aflatoxinas (TONG et al., 2006). A formacéo de
adutos ocorre através da ligacdo das AFB; com guaninas da molécula de DNA, na posicdo
N7, ao nivel do cédon 249, do gene supressor de tumores p53 (TONG et al., 2006). A
ocorréncia deste tipo de alteragédo e caracteristica de varios carcinomas humanos, sobretudo o
hepatico (TONG et al., 2006; CALONI et al., 2006).
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P450

Guanina DNA

Aflatoxina B,

HyN

Figura 1 — Reacdo da aflatoxina B1 catalisada pela enzima mono-oxigenase do complexo
citocromo P450 na formacdo do aduto de DNA

Fonte: Jardim; Caldas, (2009).

2.2.3 Excrecdo da aflatoxina no leite

A aflatoxina M1 (AFML1) é o principal produto excretado, na urina e no leite pode ser
monitorado pela exposi¢do. A AFB1 apresenta a maior taxa de transferéncia para o leite entre
as micotoxinas (SPAHR et al., 2000). A transferéncia da toxina do sangue para o leite pode
envolver a difusdo passiva pela membrana celular ou transporte ativo. Em cabras, no meio do
periodo de lactacdo, fornecendo uma uUnica dose oral de 0,8 mg de AFBl/animal, teve
deteccdo no leite 1h ap6s a administragdo. O pico de concentracdo de AFM; no leite ocorreu
3-6 horas ap0s exposicdo e concentragdes menores que o limite maximo (50ng/L ou 0,05 ppb)
permitido na Unido Europeia ocorreram 36h apos administracdo de AFB; (MAZZETTE et al.,
2009). Alguns estudos apresentam que a AFM; desaparece 4 dias apds a remocdo da AFB1 da
dieta.

A taxa de transferéncia para o leite pode variar, € fortemente influenciada por fatores
como dieta e status de saude do animal, especialmente de atividades enzimaticas no figado.
Utilizando dados publicados desde 1985 (10 observacOes coletadas de 5 experimentos),
Petterson, (1998) citado por Mostron; Jacobsen, (2012) propds a seguinte equacao (r?= 0,915)
para estimar a transferéncia de AFM; para o leite:



AFML1 (ng/kg de leite) = 10,95 + 0,787 x (ug de AFB1 ingerida/dia).

2.2.4 Efeitos toxicos da aflatoxina nos ruminantes

20

Estudos que contemplaram o uso de aflatoxinas em ruminantes estdo apresentados na

Tabela 3, sdo estudos experimentais de intoxicacdes. A aflatoxicose crénica em bovinos esta

associada a sinais clinicos como reducdo de apetite e eficiéncia alimentar, queda na producéo

de leite e ictericia. O indicador mais sensivel de aflatoxicose é o comprometimento da

performance, a causa pela qual é multifatorial, envolve interacBes nutricionais, anorexia,

alteracdes no metabolismo hepatico de proteinas e lipidios e compromete o metabolismo
hormonal (RAISBECK et al., 1991).

Tabela 3 — Dose de aflatoxina, duracéo e efeitos clinicos em ruminantes

Peso/animal Dose dias Descricdo Ref
(Ppb)
189/novilhos 300 133 Alterou enzimas hepéticas
184/novilhos 700 133 Reduziu ganho de peso e eficiéncia alimentar; aumento e |
fibrose hepatica.
: 133 duziu ganho de peso e eficiéncia alimentar; morte aos 59 e
197/novilhos 1000 7 dias; aumento e fibrose hepatica.
Nenhum efeito no ganho de peso e imunidade
183/novilhos <456 123 (linfoblastogenese e produgdo de anticorpos) com uma 2
tendéncia de retardar a hipersensibilidade cutanea.
Reduziu ganho de peso (g) diario (79+39) vs controle
27/cordeiros 2000 37 (125%35). A atividade bacteriostatica do soro foi reduzida; 3
houve aumentou imunoglobulina G; leucograma normal; ndo
alterou quantidade de leucdcitos.
Reduziu ganho de peso, tamanho de figado; reduziu peso dos
15/cordeiros 2500 21 rins; moderada vacuolizacdo de gordura no figado; Aumento 4

de gama-glutamil transferase; reducdo de ureia sanguinea e
atividade fosfatase alcalina.

Ref = Referéncias; 1 = Keyl; Booth, (1971); 2 = Richard et al., (1983); 3 = Fernandez et al., (2000); 4 =

Fernandez et al., (1996).

No estudo conduzido por Keyl; Booth, (1971) observaram reducdo no ganho de peso

em novilhos, para 700 e 1000 ppb de aflatoxina no alimento foram observados ganhos diarios
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de 800g e 860g, portanto, menor do controle 1.139g. Também a eficiéncia alimentar foi
reduzida, quando alimentados com 700 e 1000 ppb foram observadas 0,155 e 0,152 kg,
respectivamente, de peso vivo para cada quilograma de alimento ingerido. Nesse trabalho ndo
foi observado reducdo no desempenho quando animais receberam 300 ppb porque, conforme
relatada pelos autores, as lesfes hepaticas foram menores. Também Richard et al., (1983) ndo
observaram efeito de reducdo no ganho de peso quando alimentaram novilhos com alimentos
contaminados em concentracGes menores de 456 ppb de aflatoxina.

Os efeitos em cordeiros foram estudados por Lewis et al., (1967) num periodo de
cinco anos, alimentados com 1000 e 1750 ppb no concentrado. Nesse trabalho foram
observados demora no crescimento, reducdo de fertilidade, desenvolvimento de carcinoma no
figado e tumores na regido nasal. Hall et al., (1989) relataram a morte de uma vaca que
pastejou uma lavoura de milho doce contaminada com 2300 ppb de aflatoxina. De acordo
com Cook et al., (1986) a intoxicacdo aguda foi induzida em bovinos com 0,2 — 0,8 mg/kg de

peso corporal.

2.2.5 Metabolismo Ruminal das aflatoxinas

A aflatoxina B; pode ser hidroxilada e metabolizada em aflatoxicol no rimen, uma
molécula toxica como a original (AUERBACH et al., 1998). Estudos in vitro demonstraram
resultados divergentes quanto a capacidade de degradacdo de micotoxinas pelo fluido
ruminal. Kiessling et al., (1984) ndo observaram nenhuma degradacdo de AFB; em um
periodo de 3 horas de incubacdo. Ainda nesse sentido, Westlake et al., (1987) observaram que
cepas de Butyrivibrio fibrisolvens ndo degradaram AFB; nas 24h de incubagdo. Upadhaya
etal., (2009) observaram em 3 horas de incubacdo, a degradacdo de 20 a 25% da AFB;
quando o liquido ruminal era oriundo de cabras e de 10 a 14% no caso de bovinos. Os autores
relam a hipotese de que ha diferencas entre os ecossistemas ruminais dos ruminantes de
diferentes espécies. Jiang et al., (2012) observaram degradagdo superior & 80% ap0s 72 horas
de incubacdo. Mathur et al., (1976) consideraram a AFB; tdxica para bactérias no ramen
guando observaram uma reducdo na densidade e alteracbes na morfologia de Streptococcus
bovis. Porém, Westlake et al., (1989) observaram reducdo da digestdo do feno de alfafa
quando AFB; (1 e 10 ppb) foi adicionada no meio de incubacdo com liquido ruminal.
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2.3 Legislacao para micotoxinas

Aproximadamente 45 paises apresentam regulamentacdes para limites maximos de
contaminacdo por micotoxinas nos alimentos. No Brasil, a legislacdo mais recente em
alimentos ¢ a RDC 07/2011 (ANVISA, 2011), que estabelece os limites maximos para
aflatoxinas (B1+B2+ G1+G2 e M1), ocratoxina A, deoxinivalenol, fumonisina (B1+B2) e
zearalenona em alimentos prontos para 0 consumo ou matérias-primas (Tabela 4). Estes
limites devem ser atendidos nos mais diferentes niveis de producdo até o ano de 2016. Essa
legislacdo permite até 0,5ppb de AFM1 no leite.

Existem diferencas significativas nas concentra¢des autorizadas nos diferentes paises.
Nos Estados Unidos, o FDA americano (Food and Drug Administration) estabelece niveis de
seguranca por categoria de animais ruminantes. Por exemplo, para gado leiteiro o limite de
aflatoxinas é de 20ppb e demais ruminantes € 300ppb. Para a alimentagcdo humana o limite é
20ppb, exceto no leite que se permite até 0,5ppb de AFM1. Enquanto na Unido Europeia,

esses limites sdo 6 a 10 vezes menores (JOUANY et al., 2009).

Tabela 4 — Limites maximos estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) para diferentes micotoxinas em milhos e seus subprodutos

Micotoxina Quantidade de micotoxina (ppb)
Aflatoxinas 20
Deoxinivalenol 3000

Fumonisina 5000

Zearalenona 400

Fonte: ANVISA, (2011).

2.4 Aditivos antimicotoxinas

A inclusdo de adsorventes na racdo € uma estratégia para reduzir a exposicdo do
animal as micotoxinas. Os adsorventes apresentam capacidade de se ligar as micotoxinas em
sitios especificos nas estruturas internas ou de superficie. Phillips et al., (1988) conduziram o

primeiro estudo de adsorvente no meio entérico, observaram que a montimorilonita protegeu
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as aves dos efeitos toxicos da aflatoxina. Smith et al., (1994) e Diaz et al., (2004) observaram
reducdo da aflatoxina M; no leite produzido por vacas e cabras alimentadas com adsorvente.
De acordo com Phillips (1988) e Diaz et al., (2004), adsorventes sdo substancias que atuam
como esponjas quimicas, adsorvem as micotoxinas no trato gastrintestinal e pelas fezes sdo
eliminados, reduzem a absor¢do sanguinea e subsequente distribuicdo aos 6rgaos-alvos.

Desde a descoberta das micotoxicoses por volta dos anos 60, pesquisadores tém
desenvolvido técnicas com intuito de reduzir os efeitos destes inevitaveis contaminantes nos
alimentos. Diversas medidas para descontaminar alimentos tém sido adotadas. Essas medidas
incluem inibicdo fungica, fermentacdo, separacdo fisica, tratamento térmico (torrefacdo),
irradiacdo, amonizacdo, ozonizagdo e uso de adsorventes. Nenhum método esta livre de
desvantagens, incluindo custos, larga escala de uso e apenas sucesso parcial (DIAZ; SMITH,
2005).

De acordo com o regulamento técnico sobre aditivos para produtos destinados a
alimentacdo animal (MAPA, 2004), os adsorventes sdo substéncias capazes de fixar
moléculas, estando classificados no grupo de aditivos tecnolégicos. Segundo Avantagiatto et
al., (2005), a Comunidade Europeia preconiza a utilizacdo de adsorventes. Nenhum produto
em potencial como aluminosilicatos, carvao ativado, bentonita, leveduras e glucomananas esta
licenciado pelo Food Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos da América, esses
produtos sdo comercializados como antiaglutinantes (MOSTROM et al., 2011).

Avantaggiato et al., (2005) afirmam que a eficacia da adsorcdo depende da estrutura
guimica de ambos, adsorvente e micotoxina. Estes autores ressaltam que o fator mais
importante da adsorgédo € a estrutura fisica do adsorvente, ou seja, carga elétrica total e sua
distribuicdo, tamanho dos poros na molécula e area de superficie. De outro lado, as
propriedades da molécula das micotoxinas, como polaridade, solubilidade, forma e
distribuicdo das cargas elétricas também constituem fatores importantes da adsorcdo. A
montmorilonita e o B-glucano séo eficientes adsorventes das aflatoxinas, e sdo incluidos em

baixas quantidades em racdes (DIAZ et al., 2004).

2.4.1 Bentonita

A férmula quimica geral da montmorilonita é dada pela My(Al;-xMgx)SigO20-(OH)s.

Os tamanhos de suas particulas variam de 2 pm a tamanhos bastante pequenos como 0,1 pm
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em didmetro, com tamanho médio de 0,5 um e formato de placas ou laminas, pertence ao
grupo dos filossilicatos cujas placas sdo caracterizadas por estruturas constituidas por duas
folhas tetraédricas de silica com uma folha central octaédrica de alumina, que sdo unidas entre
si por atomos de oxigénio comuns a ambas as folhas (PAIVA et al., 2007).

As placas da montmorilonita apresentam perfil irregular, sdo muito finas, tem
tendéncia a se agregarem no processo de secagem, e apresentam boa capacidade de
delaminacdo quando colocada em contato com a agua (PAIVA et al., 2007). O empilhamento
dessas placas é regido por forcas polares relativamente fracas e por forcas de van der Waals, e
entre essas placas existem lacunas denominadas de galerias ou camadas intermediarias ou
interlamelares nas quais residem cations trocaveis como Na+, Cap+, Li+, fixos
eletrostaticamente e com a funcdo de compensar cargas negativas geradas por substituicdes
isomérficas que ocorrem no reticulado, como por exemplo, Alz+ por Mg,+ ou Fe,+, ou Mg,+
por Li+ (PAIVA et al., 2007).

A montmorilonita adsorve AFB; através de ligacdes idnicas de sodio ou célcio que
estdo ligando as camadas destes filosicatos (DESHENG et al., 2005). Sua capacidade de
adsorver AFB; foi verificada por Desheng et al., (2005), encontraram que a quantidade
maxima de adsorcdo em solucdo aquosa a pH 2 e 8 foi de 613,5 ug (80%) e 628,9 g (90%)
de AFB;/g de montmorilonita, respectivamente. Spotti et al., (2005) verificaram que 100% da
AFB1 foi adsorvida em um experimento in vitro com liquido ruminal, nesse incluiram AFB1

(200 ng/ml) e também bentonita (25 mg/ml).

2.4.2 Glucanas

As glucanas, utilizadas como adsorventes de micotoxinas, sdo derivadas
principalmente da parede celular da levedura Saccharomyces cereviseae. Em frangos de corte
e suinos jovens, onde o consumo alimentar pode limitar o desempenho econdmico, €
importante que aditivos alimentares ndo nutritivos ocupem um pequeno espaco na dieta.
Nesse sentido, a alta afinidade pela toxina e a capacidade de adsorcdo das glucanas permite
utiliza-las em baixas concentracdes (< 0,1% na dieta), causando minimo impacto na
densidade da dieta (DIAZ; SMITH, 2005).

A parede celular das leveduras consiste principalmente de proteinas e polissacarideos.

Os dois principais acUcares, glicose e manose, estdo presentes em concentragdes iguais. A
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superficie externa da molécula é composta de uma mistura de manose-proteina, ja a sua
superficie interna contém glucanas com ligagdes R-(1,3), principalmente, e algumas ligacGes
R—(1,6). Os polissacarideos, proteinas e lipideos presentes na parede exibem numerosos
mecanismos de adsorcdo assim como, ligacbes de hidrogénio, ligagcdes ibnicas ou interacoes
hidrofébicas (YIANNIKOURIS et al., 2003).

Segundo Banlunara et al., (2005) as glucanas esterificadas apresentas uma area de
superficie de 22.000 m% Kg, apresentando grande nimero de poros de diferentes tamanhos
que podem se ligar a uma ampla variedade de substancias. As glucanas tém consideravel
habilidade de ligacdo com vérias micotoxinas, sendo eficazes em baixos niveis de incluséo
(ARAVIND et al., 2003).

As pesquisas iniciais com a parede celular de Saccharomyces cereviseae foram
realizadas por Stanley et al., (1993). A partir desse trabalho, varias pesquisas com parede
celular integra permitiram a identificacdo dos componentes especificos da parede da levedura
responsaveis pela interacgdo com as micotoxinas. A modificagdo nas técnicas de
processamento tem permitido a producdo de parede celular especifica e modificada com
habilidade para adsorver diferentes micotoxinas (DAWSON et al., 2001 apud DIAZ; SMITH,
2005).

Estudos “in vitro” tém permitido caracterizar as interagdes entre os adsorventes
derivados da parede celular de leveduras e a micotoxina especifica. Diluicdes em série de
aflatoxina adsorvidas a glucomananas de levedura claramente demonstraram que a adsor¢éo
da micotoxina é um processo concentracdo-dependente-reversivel e que as aflatoxinas nao sdo
modificadas durante o processo de adsor¢cdo (DAWSON et al., 2001 apud DIAZ; SMITH,
2005).

Segundo Diaz; Smith (2005), a adsor¢do de aflatoxina é influenciada pelo pH no
ambiente aquoso, sendo que a adsor¢do maxima ocorre a pH de aproximadamente 4.0. Além
do pH, as concentracdes de fosfato também exercem influéncia no mecanismo de ligagé&o.
Assim, pH e concentracdo 6tima de fosfato, fatores consistentes com as condigdes fisioldgicas
do trato gastrintestinal, indicam que o ambiente no intestino favorece a adsorgdo, ndo
impedindo as interagdes com o adsorvente.

Os estudos de equilibrio entre a ligacdo de R-glucana e toxina livre revelaram que
ocorrem dois tipos de interacdes quimicas, identificadas como liga¢cdes quimicas fracas, assim
como, ligacbes de hidrogénio e de van der Waals. Ja, estudos de ressonancia nuclear
magnética e de modelagem molecular mostraram que os grupos hidroxil da molécula de ZEA
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estdo envolvidos nestas interagdes e que ha complementariedade geométrica entre ZEA e a
hélice simples das (1,3) D-glucanas (YIANNIKOURIS et al., 2003).

Alguns pesquisadores tém desenvolvido testes “in vitro” para avaliar a capacidade de
adsorcéo das glucanas a diferentes micotoxinas obtendo resultados promissores. Diaz et al.,
(2002) testando diferentes agentes adsorventes de AFB;, encontraram que glucomanana
esterificada podia ligar em torno de 97% da AFB;, sugerindo desta maneira, 0 seu provavel
potencial para adsorver AFB1 “in vivo”. Da mesma forma, Freimund et al., (2003) avaliando
a capacidade de adsor¢do de uma B (1,3) - D-glucana modificada, a ZEA e T-2, observaram
que o composto modificado com hexadeciltrimetilamonio apresentou excelente capacidade
em adsorver ZEA (183 mg/g). Embora tenha adsorvido T-2 de forma menos eficiente, 0s
autores sugerem que esta glucana modificada constitui-se num promissor agente adsorvente

para esta micotoxina.



N

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

3 ARTIGO CIENTIFICO: Impacto da aflatoxina b1, montmorilonita e

B-glucana na fermentacao ruminal in vitro

Impacto da aflatoxina b;, montmorilonita e p-glucana na fermentacdo ruminal In vitro®

Impact of aflatoxin b;, montmorillonite and g-glucan on ruminal fermentation In vitro

Marcelo Dal® Pozzo; Julio Viégas®.

RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos da aflatoxina B1 (AFB;) e dos adsorventes montmorilonita
(MMT) e B-glucanas (5-glu) sobre a fermentacdo ruminal in vitro. Foram conduzidos dois
ensaios sob delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos, CONT: controle
(sem AFB; ou adsorventes); AF: AFB; (1pg/mL); g-glu (Img/mL); p-glu + AF: (Img/mL de
B-glu + 1pg/mL de AFB;); MMT: (5mg/mL); MMT + AF: (5mg/mL de MMT + 1ug/mL de
AFB;), com seis repeti¢es por tratamento. No primeiro ensaio determinou-se a producao de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), a produgdo de amonia (NH3) em 24h de incubagéo.
No segundo ensaio, em 72h de incubacdo determinou-se a producdo de metano (CH,4) e os
pardmetros da cinética da producdo de gas: (GPmax= méaxima producdo de gas no tempo t;
Lag= fase lag que ocorre antes da méxima colonizagdo); S=taxa da producdo de géas (h™))
durante 72-h de incubagéo in vitro. A quantidade produzida de AGCC foi significativamente
maior no tratamento B-glu (67,7 mM) em relacdo aos tratamentos CONT (57,72 mM) e MMT
(53,3 mM). A MMT reduziu significativamente a produgdo de NH3 (9,6 mM) em relagdo aos

tratamentos CONT (11,4 mM), AF (12,6 mM) e B-glu (12,2 mM). O tratamento B-glu

! Artigo nas normas da Revista Ciéncia Rural da UFSM.

2 Universidade Federal de Santa Maria, Departamento de Zootecnia, Campus Universitario, prédio 78, CEP
97105-900, Santa Maria, RS. E-mail: marcelodalpozzo@gmail.com, viegas100@yahoo.com.br.
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produziu maior volume de gas (103, 4 mL) em relacdo aos tratamentos CONT (89,0 mL) e
MMT (91,6 mL). Também o tratamento B-glu teve maior taxa de degradacdo em relacdo aos
demais tratamentos. A montmorilonita aumentou o tempo de colonizacdo e reduziu a
producdo de CH,. Os resultados sugerem que a AFB; ndo reduz a quantidade de AGCC.
Enquanto, o uso do B-glu impacta a fermentacdo ruminal, aumentando a producdo de AGCC.
O uso de montmorilonita pode retardar a colonizacdo bacteriana no alimento porém, nao

interfere significativamente na quantidade total de AGCC produzidos.

Palavras-chave: Micotoxina. Ruminantes. Adsorventes de micotoxinas. In vitro gas.

ABSTRACT

Aimed to evaluate the effects of aflatoxin B; (AFB;) and sorbents montimorilonite (MMT)
and B-glucans (B-glu) under ruminal fermentation in vitro. Two in vitro assays were
conducted under statistical completely randomized design with six treatments CONT: control
(without AFB; or sorbents); AF: AFB; (1pg/mL); f-glu (Img/mL); p-glu + AF: (Img/mL of
B-glu + 1pg/mL of AFB;); MMT: (5mg/mL); MMT + AF: (5mg/mL of MMT + 1ug/mL of
AFB;) with six replications per treatment. On the first assay the objectives were to determine
the production of short chain fatty acids (AGCC), the production of ammonia during 24-h in
vitro. While on the second assay the production of methane (CH4) and Kinetic parameters
based on gas production date were determined: (GPmax= maxim gas production in t time;
Lag= lag phase before gas production commenced; S=gas production rate (h™%)) during 72-h in
vitro incubation. The amount of AGCC produced by the B-glu (67,7 mM) treatment was
significantly higher about CONT (57,72 mM) and MMT (53,3 mM). treatments. On the other
hand, MMT clay reduced the production of NH3 (9,6 mM) about CONT (11,4 mM), AF (12,6

mM) and B-glu (12,2 mM). The amount of GPmax by the B-glu treatment was 103,4 mL,
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significantly higher about produced CONT (89,0 mL) e MMT (91,6 mL). There was also
higher gas production rate by the B-glu treatment. The montmorilonite raised the lag phase
and reduced the CH, production. The results of this study suggest that AFB; (1pug/mL) has no
toxic effect on ruminal fermentation. Whereas the B-glu impacts the ruminal fermentation by
increase the AGCC produced. The montmorilonite can delay the bacterial colonization but

does’t effect the quantity of AGCC produced.

Key Words: Mycotoxin. Ruminant. Mycotoxins adsorbents. Ruminal fermentation.

INTRODUCAO

As aflatoxinas (B;, Bz, Gi1 e G;) sdo metabdlitos produzidos por linhagens de
Aspergillus, fungos que se desenvolvem especialmente em grdos de cereais. Nos animais, 0
poder toxigénico da aflatoxina B, (AFB;) € o maior entre as aflatoxinas. Apds absorvidas,
sofrem metabolizacdo no figado e sdo excretadas via urina, fezes e leite. Por isso, o figado é o
6rgdo mais afetado pelos efeitos tdxicos. Os animais sofrem perdas com a intoxicacdo aguda
ou crbnica, ou com efeitos mutagénicos, carcinogénicos e teratogénicos. O metabolito
aflatoxina My, eliminado no leite, pode oferecer riscos a saude de seus consumidores. No
leite, esse residuo pode atingir valores superiores a 0,5 pg/L, limite maximo permitido pela
legislacgdo brasileira (ANVISA, 2011).

Para amenizar 0s prejuizos ocasionados pelas aflatoxinas podem ser utilizados os
adsorventes, sdo substancias capazes de fixar moléculas ou ions por meio de interacdes
quimicas e fisicas. A montmorilonita (MMT) e componentes da parede celular de
Saccharomyces cerevisiae apresentam boa capacidade de adsorver micotoxinas. Um dos
componentes da parede celular de S.cerevisiae sdo polissacarideos denominados de beta

glucanas (#-glu). As ligagdes B (1-3 e 1-6) e a estruturacdo tridimensional em forma de hélice,
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habilitam esse polissacarideo a adsorver micotoxinas de forma eficiente. As interacdes entre
AFB; e f-glu ocorrem por meio de ligacdes de hidrogénio e através de pontes de van der
Waals (YANNIKOURIS et al. 2006). A MMT adsorve AFB; através de ligacdes ibnicas de
sodio ou calcio que estdo ligando as camadas destes filosicatos (DESHENG et al. 2005).

A MMT apresentou capacidade de adsorver 90% de AFB; em meio aquoso
(DESHENG et al. 2005). Ja as B-glucanas adsorveram até 94,8% de AFB; (YANNIKOURIS
et al. 2006). Para esse estudo, esses dois adsorventes foram escolhidos pela aplicabilidade em
adsorver micotoxinas da dieta e reduzir a absorcdo no trato gastrointestinal do animal.

Os alimentos utilizados nas dietas de ruminantes os predispde a contaminacdo com
aflatoxinas, principalmente quando alimentos concentrados sdo incluidos nas dietas. Estes
animais sao considerados menos sensiveis aos efeitos tdxicos da aflatoxina do que
monogastricos porque, de forma parcial no rimen, as aflatoxinas sofrem a acdo da microbiota
ali presente e o potencial toxigénico sofre reducdo (JIANG et al. 2012). Por esse fato, gerentes
e nutricionistas de féabricas de racdo, normalmente, decidem destinar alimentos mais
contaminados a essas espécies e os alimentos menos contaminados para monogastricos.
Também, ha regulamentos que permitem fornecer dietas com nivel de contaminacéo (até 300
ppb) para ruminantes destinados ao abate, enquanto para monogastricos e gado leiteiro o
limite maximo é 20 ppb (FDA, 2014).

A acdo antimicrobiana das micotoxinas no ecossistema ruminal ainda é pouco
conhecida. Outro fato importante a esse tema é relatado por JIANG et al. (2012) que,
sugeriram um impacto menos negativo das aflatoxinas na fermentacéo ruminal de alimentos
mais concentrados do que volumosos. Entretanto, na literatura, foram observados que 0s
principais trabalhos apresentam investigacdes in vitro usando apenas alimentos volumosos
com feno de uma forrageira, sem resultados para uso de graos de cereais, que sdo largamente

utilizados na alimentacéo de ruminantes. Entre estes estudos, o estudo de FEHR et al. (1970)
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observaram que a quantidade de AGCC resultante da fermentacdo ruminal in vitro foi
reduzida na dose de 0,5ug/mL de aflatoxinas. Enquanto, WESTLAKE et al., (1989)
observaram que AFB; (1pg/mL e 10pg/mL) inibiu em mais de 50% a digestdo do feno de
alfafa. No estudo com novilhas, Cook et al. (1986) observaram que a motilidade ruminal,
incluindo amplitude e frequéncia de contrac6es, foram reduzidas ap6s administracdo de 200 e
800 ug de AFB; por Kg de dieta. O objetivo do presente estudo foi avaliar in vitro o impacto

da AFB;, MMT e $-glu na fermentacdo ruminal in vitro.

MATERIAL E METODOS
Em dois ensaios de digestibilidade in vitro, o experimento foi conduzido no
Laboratorio de Nutricdo de Ruminantes da Universidade Federal de Santa Maria. No primeiro
ensaio (Ensaio 1) a incubacdo do substrato foi interrompida nas 24h, quando coletou-se
amostras para analise de AGCC e NH3. Enquanto no segundo ensaio (Ensaio 2) objetivou-se
avaliar a cinética da producdo de gases e a quantificar o CH, nas amostras de gas, o tempo de
incubacéo foi interrompido nas 72h de incubagdo. Os ensaios foram realizados em garrafas de
120 mL. A cada garrafa foi adicionado o substrato (0,2g de milho moido + 0,3g de feno de
azevem) e uma solugdo com nutrientes de Menke (MENKE et al., 1979). Também, a cada
garrafa foi adicionado o inoculo, ou seja, o fluido ruminal (10 mL). Em ambos ensaios sob
delineamento inteiramente casualizado com seis tratamentos:
1) Controle (CONT) as garrafas receberam o alimento, a solugdo de nutrientes (40 mL) e 0
inoculo.
2) Aflatoxina (AF) as garrafas receberam o alimento, a solugdo de nutrientes (39 mL), o
inoculo e uma solucgéo de AFB; (1 mL) na concentracdo de 50 pg/mL.
3) PB-glucana (B-glu), as garrafas receberam o alimento, a solu¢do de nutrientes (40 mL), o

inoculo e 50 mg de B-glu.
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4) B-glu + AF, nesse tratamento as garrafas receberam o alimento, a solucdo de nutrientes
(39 mL), o inoculo, as mesmas quantidades da solucdo de AFB; do tratamento AF e a -
glucana do tratamento B-glu.

5) Montmorilonita (MMT), as garrafas receberam o alimento, a solucdo de nutrientes (40
mL), o inoculo e 250 mg de MMT.

6) MMT + AF, nesse tratamento as garrafas receberam o alimento, a solucdo de nutrientes
(39 mL), o inoculo, as mesmas quantidades da solucdo de AFB; do tratamento AF e a
montmorilonita do tratamento MMT.

Incubacdo in vitro: Previamente a inoculacdo, as garrafas contendo o alimento, a -
glucana e a montmorilonita foram seladas com tampas de borracha e armazenadas em
geladeira (4°C) por 12h. Apos esse periodo as garrafas com conteudo foram aquecidas em
banho-térmico até atingir 39°C, entdo o filtrado do fluido ruminal (10 mL) foi acrescentado a
cada garrafa. Na sequéncia, as garrafas foram tapadas e lacradas conforme MINOZZO (2013).
Apo6s dois minutos, a agitacdo do banho-térmico (120xg) foi parada até o tempo (£5min),
momento no qual 1 mL da solugdo com AFB; foi adicionada com auxilio de uma seringa e
agulha. Alguns frascos contendo apenas fluido ruminal e solugdo com nutrientes foram
incubados como “brancos” e os valores dos produtos dessa fermentagdo foram descontados
dos frascos com os tratamentos.

Preparo da solugdo de AFB;: Foram solubilizados 5 mg de AFB; liofilizada (Sigma-
Aldrich Fine Chemicals, St Louis, MO, USA) em 5 mL de metanol absoluto (Sigma-Aldrich
Fine Chemicals, St Louis, MO, USA). Na sequéncia essa solucdo foi diluida em &gua
deionizada estéril até formar uma solugdo de 50 pg/mL.

Preparo do substrato: Foi utilizado feno de azevém (Lolium multiflorum) e gréos de
milho (Zea mays) colhidos na regido sul do Brasil e livres de aflatoxinas, conforme analise

realizada no Laboratdrio de Pesquisas Micoldgicas (LAPEMI) da Universidade Federal de
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Santa Maria. As amostras desses alimentos foram secadas em estufa com ar forcado a 55-
60°C por um periodo de 72 horas e depois moidas passando através de peneiras de 2 mm.

Animal e preparo do fluido ruminal: Um novilho da raca holandesa, com fistula
ruminal foi usado como doador do fluido ruminal. O novilho tinha acesso livre a &gua, recebia
30kg de alimentos (silagem de milho, milho moido, farelo de soja e premix de minerais com
vitaminas), divididos em duas refei¢cdes iguais as 8:00 e as 17:00 horas. O fluido ruminal foi
coletado duas horas apés a alimentacdo da manhd. Depois de colhido, foi filtrado em oito
camadas de gaze conforme UPADHAY et al. (2009). Este filtrado de fluido ruminal foi
mantido em temperatura de 39°C sob constante gaseificagdo com CO, durante o periodo
precedente (£5 minutos) de sua adicédo as garrafas.

Procedimentos e amostragem no ensaio 1: No ensaio 1, nos tempos 6h, 12h e 24h da
incubacdo, foram realizadas as leituras da pressdo de gas e no tempo 24h foram coletadas
amostras (1mL) do contetudo fermentado de cada frasco. Para cada amostra do fluido ruminal
fermentado obtido das garrafas foi misturado com 0,3mL de 2,5¢/L de uma solucgdo de acido
meta fosforico, centrifugadas a 10.000xg por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante (0,5 mL) foi
coletado e congelado -20°C para posterior analise quantitativa de NH4 e dos AGCC conforme
MINOZZO (2013).

Os AGCC foram determinados por meio do cromatdgrafo de gas SHIMADZU,
modelo GC-2014, equipado com detector de ionizacdo de chama (DIC). A coluna capilar
utilizada foi do modelo HP-INNOwax 19091N-213 (30m, 0,32mm, 0,5um). A temperatura de
trabalho do injetor foi de 200°C e do detector de 250°C. A injegdo foi no modo “split” com
relagcdo 1:30, utilizando o nitrogénio como gés de arraste. A curva de calibracdo externa foi
feita com padrdes cromatograficos (Chem Service, West Chester, PA, EUA) de acido acético
(99,5%; CAS 64-19-97), propidnico (99%; CAS 79-09-4), butirico (98,7%; CAS 107-92-6. A

concentracdo de NHj3; foi determinada nas amostras mediante colorimetria com um
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fotocolorimetro modelo LGS 53, Bel photonics, utilizando a rea¢do do indofenol conforme
Bal et al. 2000.

Procedimentos e amostragem no ensaio 2: Para interpretacdo das leituras de presséo
(em psi= presséo por polegada quadrada) foi desenvolvida, conforme metodologia usada por
MINOZZO (2013), a seguinte equacdo:

V = 4,9515p + 0,656;

onde, V = volume de géas (mL); p = pressdo mensurada (psi). Essa equacdo permite
transformar psi por mililitro de gas. A producdo total de gas foi considerada como a soma das
producdes parciais de cada leitura.

Nos tempos 3h, 6h, 9h, 12h, 18h, 24h, 36h, 48h e 72h da incubagdo, foram realizadas
as leituras da pressdo de gas e o volume de gas foi estimado. A producdo total de gas foi
considerada como a soma das produgdes parciais de cada leitura. As médias de volumes
acumulados, nas repeticdes de cada tratamento, foram usadas para estimar os padrbes da
fermentacdo microbiana conforme o modelo unicompartimental descrito por Schofield et al.
(1994): Vit= Vf x (1 + exp (2-4 x S x (t-L)))™, onde Vf é o volume final de gés (mL) no tempo
t, S é a taxa de degradacdo (h™) e L é o tempo de colonizacéo. Esse modelo foi ajustado pelo
procedimento ndo-linear do SAS (2001).

Para quantificacdo do metano (CH,) por cromatografia gasosa foram coletadas 4
amostras de 10 mL do gés, de cada tratamento, acumulado entre os tempos 0-6h, 6-12h, 18-
24h e 24-48h. As amostras (10 mL) de gas foram coletadas com auxilio de seringa e agulha,
armazenadas em tubos tipo “extiner” com vacuo. A quantificagio de CH,4 foi realizada
empregando-se o cromatografo gasoso Shimadzu 2014 modelo Greenhouse equipado com
trés colunas empacotadas operando a 80°C, utilizando N, como gés de arraste (25 mL/min),

injetor (250°C) com amostragem direta de 1 mL e detector de captura de elétrons (DCE) com
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Ni63 a 325°C. No DCE utilizou-se uma mistura de 5% de Argdnio/Metano (P5) como gas
“make-up” para melhorar a detec¢do de N,O.

Para calcular a quantidade de CH,4, produzida em cada intervalo de leitura, foi
utilizada a seguinte equacdo matematica utilizada: Px;V = njRT; onde P = pressao do sistema
(atmosférica); x; = fracdo molar do gas; V = volume de gas produzido; ni = numero de mols
do gas (metano); R = constante dos gases ideais; T = temperatura (SILVA et al. 2011). Os
resultados de volume de gas produzido e da concentracdo de CH,4 por cromatografia gasosa
foram adicionados a equacdo, sendo assim, foi possivel estimar a quantidade de CH,
produzido nos intervalos de tempo da incubacéo.

Analise estatistica: Os dados foram analisados no programa IBM SPSS 19.0, usando
uma analise de variancia (Y; = u + T;+ &jj, onde: Y; = efeito calculado, x = média, T; = efeito
do tratamento, &j; = erro) e suas médias contrastadas pelo teste de Tukey. As diferengas foram

consideradas significativas quando P < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As menores produgdes de AGCC foram observadas nos tratamentos MMT (55,4 mM)
e AF + MMT (55,4 mM), essas medias foram significativamente menores que as producées
observadas nos tratamentos pB-glu (67,71 mM), AF + B-glu (65,2 mM) e AF (64,6 mM). As
médias dos tratamentos B-glu e AF + B-glu foram significativamente maiores que a do
tratamento CONT (57,7 mM). A representacdo média (%) do acido acético para o tratamento
MMT (62,9 %) foi significativamente maior que a do tratamento B-glu (61,0%). As
proporcdes médias de acido propidnico foram semelhantes entre os tratamentos. Enquanto a
representacdo média (%) da producéo de acido butirico foi significativamente maior para o
tratamento B-glu (13,1%) em relacdo aos tratamentos CONT (11,3%), AF (10,9%) e MMT

(11,4%). A quantidade (mM) de NHs foi reduzida de forma significativa no tratamento MMT
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(9,6 mM) em relagdo aos tratamentos B-glu (12,2 mM), AF (12,6 mM) e CONT (11,3 mM)
(Tabela 1).

Na tabela 2 observamos que o maior volume de gas (mL) foi produzido pelo
tratamento B-glu (103,4 mL), foi significativamente maior que o tratamento CONT (89,0 mL)
e MMT (91,6 mL). O tempo de colonizacdo no tratamento MMT (6,2h) foi retardado de
forma significativa em relacdo aos tratamentos CONT (4,8h), AF (4,4h) e B-glu (4,33h).
Também a producdo de CH, foi significativamente menor no tratamento MMT (33,0 mM) em
relacdo aos tratamentos CONT (36,3%), AF (35,90%) e B-glu (35,68%).

A maior e expressiva producdo de AGCC e volume de gas no tratamento B-glu podem
ser explicados pela degradacdo de p-glucanas no meio ruminal. De acordo com
YIANNIKOURIS et al. (2006), as principais glucanas que constituem a parede celular de
S.cerevisae sdo os B-glucanos com ligagdes glicosidicas B-1,3 e $-1,6. No rumen, algumas
bactérias podem produzir B-1,3 glucanases que rompem essa complexa estrutura e
disponibiliza moléculas de glicose para o metabolismo bacteriano (SELINGER et al. 1996).
Na literatura ndo foram encontrados trabalhos investigando os produtos resultantes da
fermentacdo ruminal de B-glucanas. O produto usado no presente estudo continha 65% de f —
glucanas e outros constituintes da parede celular de S.cerevisae podem estar envolvidos nos
resultados obtidos. Conforme DOBICKI et al. (2006), a utilizagdo da parede celular de
S.cerevisae na alimentacdo de vacas leiteiras aumentou o numero de bactérias e a producéo
diaria de leite.

A influéncia de adsorventes de natureza argilosa como a montmorilonita sobre
indicadores de fermentacdo ruminal foi investigada em outros estudos (WALLACE &
NEWBOLD, 1991; RAHMAN, 2010; WALTZ et al., 1998; AITCHISON et al., 1986). A
reducdo na quantidade de CH4 nas 24h, observada no presente estudo, possivelmente foi

decorrente da menor atividade das bacterias metanogénicas. Conforme WALLACE &
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NEWBOLD (1991) a bentonita desfavoreceu a viabilidade de protozoarios responsaveis em
abrigar bactérias metanogénicas, prejudicando a relacdo de simbiose dessas bactérias com a
populacédo de protozoarios. De acordo com o relato ABDEL-RAHMAN, (2010), a reducéo
significativa da quantidade de NH3 pode ser relacionada a capacidade de armazenamento de
NH; pela bentonita e/ou a reducéo da atividade proteolitica e desaminativa pelos protozoarios.
WALTZ et al. (1998) relataram que a adicdo de 0,75% de bentonita na dieta de ovinos,
alimentados com alto teor de grdos, aumentou a quantidade de AGCC e o pH ruminal foi
estabilizado mais préoximo da neutralidade. Também, AITCHISON et al.,, (1986) nao
observaram reducdo na quantidade de AGCC no fluido ruminal quando 2mg/mL de bentonita
foi adicionada, em avaliacdo conduzida in vitro. A quantidade de montmorilonita no meio
ruminal em altas concentracdes parece influenciar a atividade fermentativa, como no presente
estudo que aumentou o tempo de colonizacao.

Poucos trabalhos (JIANG et al., 2012, WESTLAKE et al., 1989, FEHR et al., 1970)
encontrados na literatura tratam da possivel atividade antimicrobiana da AFB; e, 0s resultados
de alguns parametros avaliados sdo divergentes ao efeito da AFB; sobre as bactérias ruminais
e na digestdo ruminal in vitro de alimentos. De acordo com JIANG et al. (2012) a AFB; néo
afetou a digestdo da matéria seca in vitro (DMSIV) da alfafa na dose de 0,96 pg/mL mas,
reduziu a quantidade de acidos graxos volateis (AGVs). Contrariamente, WESTLAKE et al.
(1989) observaram que AFB; (1pg/mL e 10pg/mL) inibiu em mais de 50% a digestdo do feno
de alfafa. No estudo de FEHR et al. (1970) observaram que a quantidade total (mM) de
AGCC foi reduzida e a proporcdo (%) de acetato foi reduzida na dose de 0,5ug/mL de
aflatoxinas. Como no estudo de JIANG et al. (2012), no presente estudo a AFB; néo afetou
significativamente o volume de gas produzido e néo alterou a proporcao (%) molar dos acidos

acetico, propionico e butirico.
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De forma contraria ao presente estudo, FEHR et al. (1970) e JIANG et al. (2012)
observaram reducdes significativas nas quantidades de NHj;. Conforme REYNAL et al.
(2007) a concentracao de NHj3 é resultado do balanco entre hidrélise de proteinas do alimento
e a da utilizacdo pelas bactérias ruminais. Portanto, espera-se pela redugdo da NH3 no meio de
incubacdo se as bactérias ruminais sdo inibidas pela AFB;. A NHj; € essencial para o
crescimento de populacdes de bactérias que degradam carboidratos fibrosos. Entretanto, o fato
da AFB; reduzir a producdo da NH3 nos trabalhos de FEHR et al. (1970) e JIANG et al.
(2012), esses ndo relacionaram o fato a reducdo da digestdo da matéria seca de alimentos
fibrosos.

As diferencas, encontradas entre o presente estudo e os de FEHR et al. (1970) e
JIANG et al. (2012) com ralacédo a presenca de AFB1 no meio de fermentacdo ruminal, podem
ser explicadas pela qualidade do substrato utilizado. Enquanto esses trabalhos utilizaram
fenos de espécies forrageiras de alfafa e azevém ricos em celulose, no presente estudo
utilizou-se uma mistura de feno de azevém (60%) e milho moido (40%). As principais
bactérias que fermentam a celulose, encontrada principalmente em alimentos mais fibrosos,
sdo gram positivas. Na literatura cientifica ndo é relato o mecanismo de acdo da AFB; sobre
bactérias que fermentam celulose como a Ruminococcus sp. ou a susceptibilidade dessa
bactéria frente a AFB;. Entretanto, a susceptibilidade de bactérias ndo ruminais frente a AFB;
(30 pg/mL) foi demonstrada por BURMEISTER & HESSELTINE, (1966), que observaram
maior sensibilidade ao grupo de bactérias gram positivas. Também, MATHUR et al (1976)
observaram que a AFB1 (50 pg/mL) inibiu o crescimento de Streptococcus bovis (Gram
positiva) do meio ruminal. JIANG et al. 2012 observaram que houve intera¢do significativa
entre o efeito AFB; e o tipo de substrato. A fermentacdo do feno de alfafa teria sofrido

impacto mais negativo (reduziu quantidade de AGVs) em relagdo a fermentacdo do feno de
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azevém. BROWN et al., (2006) observaram que a quantidade de fibra na dieta pode modificar

a fermentacédo ruminal, a populacdo e composi¢do de microrganismos no rumen.

CONCLUSOES

O tratamento aflatoxina (AF) ndo impactou de forma negativa a fermentacdo ruminal
in vitro. Os adsorventes B-glu (65% de B-glucanas; 1 mg/mL) e MMT (montmorilonita) 5
mg/mL impactam a fermentacdo ruminal in vitro de substratos. O B-glu aumenta
significativamente a quantidade de &cidos graxos de cadeia curta e a representacdo do acido

butirico. A MMT retarda a colonizacao das bactérias no substrato.
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Tabela 1 — Producdo média de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC), amonia (NH4) em 24h

de incubacéo in vitro.

Tratamentos
Parametros  CONT AF  p-glu ?_g;’u MMt AR sem °
AGCC (mM) 57,7 64,6® 67,71° 652° 5328° 554° 399 <0,001
Acético (%) 61,9% 626* 61,00 61,7° 62,9 614° 302 0,031
Propidnico (%)  23,8* 236% 233* 231° 234° 238 077 065
Butirico (%) 11,3 10,9° 131% 12,9® 114 125® 0,76 <0,001
NH3 (mM) 11,3 12,6° 12,2° 115® 96° 103" 084 <0,001

SEM = Erro Padrdo Médio; Tratamentos: CON= Controle; AF = Aflatoxina B;; f-glu = g-glucano; AF+ -
glu = Aflatoxina B, + S-glucano; MMT = montmorilonita; AF+MMT = montmorilonita + aflatoxina Bj.



45

Tabela 2 — Cineética da producdo de gas em 72h e Representacdo média (%) de CH4 no géas
para os intervalos dos tempos: 0-6h; 6-12h; 18-24h e 24-48h.

Tratamentos
Parametros CON AF  pglu ;gFIE MmT AT SE p
Vf gas (mL) 89,0° 96,6 1034* 1028 916" 966® 246 <0001
S (h™)*100 41 38  461% 434% 42 339 125 <0,001
L (h)*100 48" 44" 433 425° 62° 53® (32 <0001
CHy (%) 36,3° 3597 3568 349® 330" 304° 0,87 <0,001

SE = Erro Padrdo; Tratamentos: CON= Controle; AF = Aflatoxina B;; f-glu = g-glucano; AF+ g-glu =
Aflatoxina B; + g-glucano; MMT = montmorilonita; AF+MMT = montmorilonita + aflatoxina B;. Cinética da
producdo de gés: Vf = volume final de gis (ml) no tempo t; L = tempo de colonizagdo (h); S = taxa de
degradacao (h-1).



4 CONSIDERACOES FINAIS

A dose da AFB; do presente estudo foi definida com base no trabalho de JIANG et al
(2012) que observaram impactos da AFB; quando a dose foi de 0,96 pg/mL. Esses autores e
FEHR et al. (1970) estudaram o impacto da AFB1 no processo de fermentacdo em dietas com
diferentes taxas de degradacdo, porém, todos eram fenos. Em ambos estudos observaram
impacto negativo da toxina. Observaram impacto maior quando maior o teor de celulose na
dieta. Simulando uma situacdo para um bovino adulto, com rimen com capacidade 100 litros,
na dose usada nesse experimento (1pg/mL) o animal teria consumido 100.000ug. HALL et al.
(1989) relatam um caso com mortalidade de bovinos quando a contaminacdo natural de gréo
de milho foi 2.300ppb (2.300pg de AFB; para cada kg de milho). Para atingir a mesma
concentracdo de AFB; no ramen, como no presente estudo (1pg/mL), um bovino com
capacidade ruminal de 100 litros precisaria no seu conteddo ruminal da quantidade de
43,47kg desse milho do milho no estudo de de HALL et al., (1989).

Provavelmente a concentracdo maxima de AFB; no estudo de HALL et al. (1989) néo
atingiu a concentragdo do atual estudo, entretanto, causou a mortalidade de animais. Diante
dos resultados do presente estudo, permite-se afirmar que a concentracdo, no meio ruminal, de
1ug/mL, que uma dose alta perante a estudos de casos clinicos ndo impacta a fermentacéao
ruminal entretanto poderia causar a mortalidade de animais provavelmente por lesdes em
6rgdo como o figado.

A quantidade usada de B-glu (1 mg/mL) se simular essa concentracdo para a situagédo
pratica de um bovino adulto com ramen de capacidade 100 litros, teriamos 100.000 mg (1kg)
de B-glu nesse rumen. Como recomendacgdo pratica usa-se 0,1% desse tipo de produto no
alimento concentrado, dessa forma e improvavel atingir a concentracdo usada nesse estudo no
ambiente ruminal. Em futuros trabalhos in vivo devera ser investigado se o uso da dose de
0,1% apresentara a capacidade de estimular a fermentagdo ruminal, aumentando a producéo
de AGCC e consequentemente melhoras no desempenho dos animais. Como apresentada na
discussdo desse trabalho, suspeitou-se que bactérias do rimen apresentaram capacidade de
uso desse produto como fonte de energia. Em futuros trabalhos in vivo é necessario investigar
se esse produto apresenta, de fato, capacidade de proteger os animais dos efeitos tdxicos de
aflatoxinas pela capacidade de adsor¢éo ou se a toxina ficaria livre no ambiente ruminal pelo

fato da degradacéo do produto.
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No mesmo sentido de simulacéo in vivo paraa MMT (5 mg/mL) representaria 5 kg do
produto no ramen de um bovino de 100 litros de capacidade. A recomendacdo pratica para
produtos dessa natureza é de 0,5% no alimento concentrado. Mesmo que nesse estudo tenha
sido demonstrado que o tempo de colonizagdo ou fase “lag” aumentou na estimativa da
cinética da producdo de gas e que a produgdo de CH, e NH;z foram reduzidos, deve-se ter
cautela ao interpretar esses resultados como efeitos negativos. Apesar da extrapolada
concentracdo usada, a producdo de AGCC néo foi reduzida de forma significativa.

Os futuros trabalhos deverdo investigar in vivo se doses maiores das recomendacfes
praticas, 0,1% para produtos como o -glu e 0,5% para MMT apresentardo viabilidade para o

desempenho zootécnico e econdmico.
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