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RESUMO

DIAS, Beatriz Aparecida. Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados MS, fevereiro
de 2021. Adsorventes bioldgico de micotoxinas em dietas experimentalmente contaminadas por
aflatoxina b1 para vacas leiteiras em lactacdo: Dr. Jefferson Rodrigues Gandra; Coorientador:

Euclides Reuter de Oliveira.

Aflatoxinas B1(AFB1) sdao metabolitos secundarios prejudiciais produzido principalmente
pelos fungos Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus, sdo imunossupressores e
carcinogénico. As dietas contaminadas com AFB1 sdo fornecidas para animais lactantes, a
toxina é metabolizada principalmente no figado, irdo excretar aflatoxina M1, transportado para
a glandula mamaria via sangue e transferido para o leite. Por esse motivo, objetivou-se avaliar
0 uso de adsorvente bioldgico sobre desempenho produtivo, composi¢do do leite, excrecdo de
aflatoxina M1 no leite, funcdo hepatica, renal e viabilidade econdmica do adsorvente em vacas
leiteiras recebendo dietas experimentalmente contaminadas com aflatoxina B1l. Foram
utilizadas 05 vacas primiparas da raca Jersey, com producao de leite= 15.0 + 4,25 kg/dia, peso
médio das vacas = 410 + 36.50 kg. O delineamento em quadrado latino, sendo 5 tratamentos e
5 periodos. Os tratamentos foram: 1- CONTROLE (sem micotoxinas e sem adsorvente); 2-
MICOTOXINA (adicdo de 200 pg de aflatoxina/kg de concentrado e sem adsorvente); 3-
ADSORVENTE (adicdo de 200 ug de aflatoxina/kg de concentrado + 2 kg de adsorvente
ADS/tonelada de concentrado) 4- ANT1 (adi¢do de 200 pg de aflatoxina/kg de concentrado +
1 kg de ANT. /tonelada de concentrado), 5- ANT3 (adi¢do de 200 ug de aflatoxina/kg de
concentrado + 3 kg de ANT. /tonelada de concentrado). Foram realizadas analises das amostras
de alimentos da dieta, para presenca de micotoxinas, além da producao e composicao do leite,
presenca e excrecdo de AFB1 nas amostras de leite cru, analise dos parametros sanguineos.
Além de uma analise de viabilidade econémica. A inclusdo de adsorvente em dietas
contaminadas com AFB1 melhorou a producdo de leite, significativamente maior no grupo
ANT3 (21,80 kg/d) do que nos grupos MIC (16,38 kg/d). O tratamento foi eficaz na absorgéo
AFBL1 no trato gastrointestinal de vacas, reduzindo assim a excre¢do de AFML1 no leite. Os
resultados sugerem um efeito positivo do uso ANTIMICOX MR na imunidade animal.

Palavras-chave: Aflatoxina, Leite, Ruminantes e Toxicidade.
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ABSTRACT

DIAS, Beatriz Aparecida. Federal University of Grande Dourados, Dourados MS, February
2021. Biological mycotoxin adsorbents in experimentally aflatoxin b1 contaminated diets for
lactating dairy cows: Dr. Jefferson Rodrigues Gandra; Co-Ordinator: Euclides Reuter de
Oliveira.

Aflatoxin B1(AFB1) are harmful secondary metabolites produced mainly by the fungi
Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus, are immunosuppressive and carcinogenic. Diets
contaminated with AFB1 are fed to lactating animals, the toxin is metabolized mainly in the
liver, will excrete aflatoxin M1, transported to the mammary gland via blood and transferred to
the milk. For this reason, we aimed to evaluate the use of biological adsorbent on productive
performance, milk composition, excretion of aflatoxin M1 in milk, liver and kidney function
and economic feasibility of the adsorbent in dairy cows receiving diets experimentally
contaminated with aflatoxin B1. Five primiparous Jersey cows were used, with milk
production= 15.0 + 4.25 kg/day, average cow weight = 410 + 36.50 kg. The design was a latin
square, with 5 treatments and 5 periods. The treatments were: 1- CONTROL (no mycotoxins
and no adsorbent); 2- MYCOTOXIN (addition of 200 pg aflatoxin/kg concentrate and no
adsorbent); 3-ADSORBENT (addition of 200 pg aflatoxin/kg concentrate + 2 kg of adsorbent
ADS/ton of concentrate) 4- ANT1 (addition of 200 pg aflatoxin/kg concentrate + 1 kg ANT.
/5- ANT3 (addition of 200 g aflatoxin/kg concentrate + 3 kg ANT/ton concentrate). Analyses
of the feed samples of the diet were performed for the presence of mycotoxins, in addition to
milk production and composition, presence and excretion of AFB1 in the raw milk samples,
analysis of blood parameters. In addition to an economic feasibility analysis. The inclusion of
adsorbent in diets contaminated with AFB1 improved milk production, significantly higher in
the ANT3 group (21.80 kg/d) than in the MIC groups (16.38 kg/d). The treatment was effective
on AFB1 absorption in the gastrointestinal tract of cows, thus reducing AFM1 excretion in milk.

The results suggest a positive effect of ANTIMICOX MR use on animal immunity.

Key-words: Aflatoxin, Milk, Ruminants, and Toxicity.
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CAPITULO |

CONSIDERACOES INICIAIS

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho bovino do mundo com
aproximadamente 218,23 milhdes de cabegas, ficando atras somente da india. De acordo com
o levantamento do IBGE a producéo total brasileira de leite cru captado e industrializado no
primeiro trimestre de 2019 foi de 6,7 bilhdes de litros, o equivalente a um aumento de 3%
guando comparado ao mesmo periodo do ano anterior, ocupando o 10° lugar no ranking
nacional, com uma producdo média diaria de 1,9 L/vaca, o estado de Mato Grosso do Sul

produziu 33 milhdes de litros de leite, no periodo observado pela pesquisa. (IBGE, 2019).

Entre os desafios que os produtores de leite enfrentam ano apds ano, destacam-se 0
alto custo de producdo e o retorno financeiro muito baixo, sendo que um dos fatores de maior
impacto é a alimentacdo, que pode representar até 70% dos custos (EMBRAPA, 2019). A
problematica é que as micotoxinas contaminam o0s animais que consomem alimentos
contaminados, e podem ser transferidas para seus produtos (leite ou carne), consequentemente,
gerando um perigo para saude humana (BRUERTON, 2001; ASSIS et al., 2019).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios tdxicos resultantes da producdo de
fungos filamentosos, levando a uma resposta toxica (KHANEGHAH et al., 2018). As principais
micotoxinas podem ser divididas em trés grupos: as aflatoxinas, produzidas por fungos do
género Aspergillus como A. flavus e A. parasiticus; as ocratoxinas, produzidas pelo Aspergillus
ochraceus e diversas espécies do género Penicillium; e as fusariotoxinas, que possuem como
principais representantes os tricotecenos, zearalenona; e as fumonisinas, produzidas por
diversas espécies do género Fusarium (PINTO & VAAMONDE, 1996; DILKIN, 2002).

Dentre as micotoxinas, as aflatoxinas sdo hepatotdxicas e cancerigenas,
metabolitos produzidos por espécies de Aspergillus, principalmente A. flavus, A. parasiticus e
A. nomius, (CAMPAGNOLLO et al., 2020). Sdo contaminantes naturais em cereais (milho,
trigo, sorgo e arroz), subproduto de cereis, bagaco de oleaginosas (algodao, coco, amendoim e
girassol), mandioca (BHAT et al., 2010).
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Com avango das tecnoldgicas na nutricdo animal, estratégias sdo desenvolvidas
para minimizar os efeitos das micotoxinas. Os aditivos antimicotoxinas (AAM) incluem os
produtos que, quando adicionados a alimentacdo animal, sejam capazes de adsorver, inativar,
neutralizar ou biotransformar micotoxinas (PINHEIRO et al., 2017). Exemplos de aditivos para
diminuir a biodisponibilidade de micotoxinas, séo derivados de levedura (FIRMIN et al., 2011),
argilas como Na e Ca bentonita (DIAZ et al., 2004), ou combinacdes de levedura com argila
(KISSELL et al., 2013; XIONG et al.,2015). O intuito é ligarem as micotoxinas em nivel
intestinal impedindo sua absor¢do (SCHNEIDER et al., 2019).

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Micotoxinas

A palavra micotoxina deriva do grego em que “mykes” significa fungo ¢ do latim
“toxicum” significando veneno ou toxina (GOLDBLATT, 1972; BURLLERMAN, 1979).

As micotoxinas sao metabdlitos secundarios toxicos produzidos por algumas
espécies de fungos, principalmente géneros Aspergillus , Penicillium , Fusarium e Alternaria
com alta atividade tdéxica e grande estabilidade (OLIVEIRA & CORASSIN, 2014;
GONCALVES, CORASSIN& OLIVEIRA, 2015; KHANEGHAH et al, 2018;
CAMPAGNOLLO etal., 2020).

Os fungos séo encontrados naturalmente no ambiente e seus esporos estao presentes
no solo e nas culturas, contaminando os alimentos por meio da producdo de micotoxinas
(MARSON, 2014; DE TOLEDO, 2018). Estima-se que existam atualmente entre 100 a 250 mil
espécies fungicas conhecidas, sendo que aproximadamente 200 delas sdo capazes de produzir
toxinas (GOMPERTZ et al., 2005; DE ASSIS et al., 2019).

De acordo com a literatura, as micotoxinas aflatoxinas, zearalenona, toxina T-2,
desoxinivalenol, ocratoxina A, fumonisina e patulina sédo consideradas as mais importantes em
alimentos (YIANNIKOURIS et al., 2002; OKUMA et al., 2018). Costumam prosperar em
ambientes com alta umidade, acesso a alta temperatura e oxigénio durante todas as etapas de
producdo e armazenamento (EGAL et al., 2005).

Os diversos efeitos ocasionados pela ingestdo de micotoxinas se deve

principalmente as suas diferentes estruturas quimicas, podendo ser influenciada pela
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diversidade de espécies, raca, sexo, idade, condi¢des nutricionais, fatores ambientais, manejo,
entre outras (DILKIN, 2002). Os principais animais afetados pelas micotoxinas séo os bovinos,
ovinos, suinos e aves (FUJII et al., 2008). As micotoxinas podem apresentar varias
manifestacBes toxicoldgicas. Algumas apresentam efeitos sobre o sistema imunoldgico,
enquanto que outras sdo consideradas teratogénicas, mutagénicas e/ou carcinogénicas além de
estarem também associadas a varias doengas cronicas e agudas (LINDNER, 1995; MILLER &
TRENHOLM, 1997; ROSA, 2014).

As aflatoxinas se destacam por serem extremamente tdxica, tendo em conta o seu
impacto na salde humana e animal. De facto, estas sdo consideradas um dos agentes
carcinogénico naturais mais potentes (ESKOLA et al., 2019; VIDAL, 2020). O diagndstico
preciso da aflatoxicose é dificil porque os sintomas ndo sdo especificos da doenca
(COULOMBE,1993).

1.2 Aflatoxina

As aflatoxinas fazem parte de um grupo de toxinas produzidas por fungos como
metabdlitos secundarios, sdo produzidas por Aspergillus flavus e A. parasiticus, principalmente
por A. niger, A. ruber, Penicillium citrinum, P. frecuentans, P. variable e P. puberulum
(OKUMA et al.,, 2018). De particular interesse na alimentacdo animal sdo os do
género Aspergillus, presentes em 20 a 30% de alimentos globalmente (STREIT et al.,
2013). S&o comumente encontradas em diversos alimentos, especialmente em cereais com
milho, trigo, sorgo e arroz, em subprodutos de cereais, racGes para animais de criacdo € em uma
serie de alimentos para humanos, tais como: produtos de salsicharia, vinhos, leguminosas,
frutas, leites e derivados (FERREIRA et al., 2006; GIMENO; MARTINS, 2011; SOUZA,
2020).

As aflatoxinas constituem um grupo de aproximadamente 20 metabolitos fangicos
(MISTURA et al., 2020). Sendo que a aflatoxina B1 (AFB1) apresenta maior toxidade, seguida
das AFG1, AFB2 e AFG2 (CORREA, 2000; ARAUJO, 2006; DE ASSIS et al., 2019). A
susceptibilidade aos efeitos toxicos das aflatoxinas depende da concentracdo da toxina nos
alimentos e duracio da exposicdo (ROSIM et al., 2018). E também a mais toxica, sendo

hepatotdxica, teratogénica, genotoxica e classificada como carcinégeno humano (grupo 1) pela
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Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céancer (IARC, 1993; JACKSON e GROOPMAN,
1999; WANG et al., 2001; IARC, 2002; ROSIM et al., 2018).

A estrutura quimica das aflatoxinas apresenta um nucleo central cumarinico ligado
a uma estrutura bi-furanoide. Absorvidas no trato gastrointestinal, as aflatoxinas séo
biotransformadas principalmente no figado por enzimas do citocromo P450, enzimas
microssomias do sistema de oxidades de funcdo mista (OLIVEIRA et al., 1997). A primeira
fase (ativacdo), envolve reacbes de epoxidacdo, reducdo, hidroxilacdo, desmetilacdo e
hidratacdo que resultam na formac&o dos diferentes metabdlicos, AFB-epdxido (AFBO), AFL,
AFM1, AFQ1, AFP1 E AFB2a (SANTACROCE et al., 2008). A fase Il envolve as reacdes de
conjugacéo dos produtos da fase | (desintoxicacdo), compreende a liberacdo dos metabolitos,
0s quais servem como biomarcadores para identificacdo da presenca de agentes tdxicos no
organismo (SANTACROCE et al., 2008).

A forma ativada da AFB1 é o composto identificado como 8,9 - 6xido de AFB1.
Altamente eletrofilico, este composto é capaz de reagir rapidamente, através de ligacdes
covalentes com sitios nucleofilicos de macromoléculas, como acido desoxirribonucleico
(DNA), &cido ribonucleico (RNA) e proteinas (BIEHL; BUCK, 1987; OLIVEIRA et al., 1997;
NONES et al., 2016; GONCALVES, 2018). Estas ligac6es determinam a formacéao de adultos,
0s quais representam a lesdo bioquimica primaria produzida pelas aflatoxinas (HSIEH et al.,
1991). A AFB:-epoxido pode também ser conjugada enzimaticamente com glutationa reduzida,
através de glutationa-S-transferases, constituindo importante via de detoxificacdo deste
composto (HAYES et al., 1991; OLIVEIRA et al., 1997).

Este metabolismo se une ao N7 da guanina do DNA, formando o adulto AFB1 —
Gua, 70% deste composto € eliminado na urina e leite, comportando-se como biomarcador de
risco de cancer (SERNA, 2018). A porcentagem restante pode se alojar em tecidos tumorais,
indicando exposicao recente e reparacdo do DNA (CARVAJAL, 2013). Os adultos de RNA e
de proteinas determinam lesdes bioquimicas, as quais devem, provavelmente, estar envolvidas
com 0s mecanismos de toxicidade aguda da AFB31, dado que conduzem a morte celular pela
inativacdo de macromoléculas essenciais as células (HSIEH et al., 1991; OLIVEIRA et al.,
1997). Os principais adultos de proteinas sao formados com albumina, durante a sua sintese nos
hepatocitos (BUSBY et al., 1984).
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A AFB1, além de poder produzir a AFB1- epoxido, que pode ser excretada ou ligada
ao DNA , pode também produzir outros compostos por hidroxilacdo, como a AFM1 a AFQ1 e
AFB2,, e por desmetilacdo a AFP1, na qual esses compostos sdo excretados no leite (AFM1), na
urina ou bile, e depois nas fezes (BIEHL et al., 1987; SANTACROCE et al., 2008),

Bioquimicamente, AFB1 afeta proteinas, carboidratos e lipidios, assim como os
acidos nucléicos e o metabolismo de proteinas. Biologicamente, esta aflatoxina pode ser um
agente carcinogénico, mutagénico, teratogénico, imunossupressor e hepatoldgico (BAPTISTA
et al., 2004). As aflatoxinas causam danos no figado, diminuicdo a producéo de leite e ovos e
supressdo da reposta imune em animais que consomem baixas concentracdes na dieta (ROSIM,
2018).

1.3 Aflatoxina na nutri¢do animal

Os fungos podem ser considerados vilGes do sistema de producdo, afetando de
forma indireta e silenciosa a eficiéncia produtiva dos bovinos de maneira geral. A prevaléncia
de micotoxinas em rac¢des ou ingredientes, é influenciada pela estagdo e varia com o clima. Os
climas quentes, Umidos, tropicais ou subtropicais sdo os fatores predisponentes para
contaminacgdes por micotoxinas (JENKINS, 2018). Portanto, a contaminacdo por micotoxinas
em leite e animais ndo é apenas um problema de salde humana, mas também econémico,
causando perdas aos agricultores devido aos efeitos adversos das micotoxinas relacionados a
baixa produtividade dos animais (GONZALEZ et al., 2005; MARIMON et al., 2019). O efeito
priméario das aflatoxinas € a reducdo no ganho de peso e producédo de leite, além de danos ao
figado e rim (IAMANAKA et al., 2010).

Os ruminantes, no entanto, sdo geralmente considerados mais resistentes aos efeitos
adversos das micotoxinas (FINK-GREMMELS, 2008). Esta suposi¢do baseia-se nos achados
de que a microbiota ruminal tem a capacidade de biotransformacdo de micotoxinas para
metabolitos menos toxicos ou ndo toxicos (UPADHAYA et al., 2010). Consequentemente, 0
ramen pode ter uma grande capacidade de inativar micotoxinas e reduzir risco de salde no gado
para algumas micotoxinas, enquanto para outros resulta completamente ineficiente na protecao
animais por efeitos negativos devido a ingestdo de micotoxinas. O efeito protetor do rimen

pode ser comprometido quando o estado de satde dos animais € alterado, por qualquer alteracéo
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na composicdo da dieta ou em funcdo dos niveis de exposicdo as micotoxinas (FINK-
GREMMELS, 2008; FLORES-FLORES, 2015).

1.4 Efeito da aflatoxina de vacas em lactacao

A exposicdo cronica a aflatoxinas em dietas de vacas em lactacdo causa efeitos
adversos como reducdo da salude e desempenho das vacas, funcdo hepatica prejudicada, estado
imunologico suprimido e aumento da suscetibilidade a doencas apesar das vacinas (GARRETT
et al., 1968; DIEKMAN E GREEN, 1992; OGUNADE et al., 2018). A presenca de AFM1 no
leite e produtos lacteos é de grande importancia devido ao seu alto consumo por seres humanos,
especialmente criangas (BATTACONE et al., 2009).

Quando AFBi1 € ingerida pelo gado, ela sofre hidroxilagdo no figado,
transformando-se em aflatoxina M1 (AFM1), sendo o leite um dos possiveis meios de excrecdo
(IARC, 2012; VENANCIO, 2017). A absorcio de micotoxinas é via glandula mamaria pode
ocorrer através de filtracdo intercelular, difusdo passiva através da membrana celular, ou
transporte ativo, o0 que depende da estrutura quimica da micotoxina, seu estado idnico, entre
outros (YIANNIKOURIS et al., 2002; KALAC, 2011.).

A excrecdo de micotoxinas no leite € afetado pela massa molar e lipofilicidade
dessas. A taxa de transporte também é influenciada pelo gradiente de pH entre o plasma do
sangue e leite, 0 que pode alterar de acordo com estado de saude do animal. AFM1 pode ser
encontrada no leite entre 12 e 24 horas ap0s a ingestdo de AFB1 (STOLOFF, 1977), e atinge
niveis ndo detectaveis de 4 a 5 dias apds a remocdo da racdo contaminada, independente dos
niveis iniciais (STOLOFF, 1980).

Prado et al., (1999) observaram em pesquisa realizada em Belo Horizonte que das
61 amostras de leite analisadas, 50 (82%) apresentavam AFM1 embora estivessem em
concentragdes dentro dos limites permitidos no Brasil, destas apenas 3 estavam com valores
acima de 0,05 pg/kg, tolerancia exigida por alguns paises da Europa. Vacas leiteiras com
consumo de 120 ppb de micotoxinas apresentam menor eficiéncia reprodutiva e menor

producdo, indicando que essas concentragdes sdo prejudiciais (WHITLOW et al., 2004).

A legislacdo brasileira permitir a presenca de no maximo 0,5 pug/kg de AFM1 em
leite fluido, 5 pg/kg em leite em pod, e 2.5 pg/kg em queijos (BRASIL, 2011). A organizagédo
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das nacBes unidas para a alimentacdo e a agricultura (FAO, 2007) recomenda préticas de
prevencdo de micotoxinas em grdos como parte integrante na producdo de alimentos para

consumo animal.
1.5 Uso ADS na alimentacéao de bovinos leiteiros

Devido a natureza toxica das micotoxinas, estratégias tém sido desenvolvidas, tais
como: prevencdo da contaminagéo e do crescimento flngico; descontaminagdo de alimentos e
ainda, inibi¢do ou a adsorcdo no trato gastrointestinal de micotoxinas presentes no alimento
consumido (MALLMANN et al., 2006). Os adsorventes podem ser minerais, organicos ou
polimeros sintéticos, possibilitando a formacdo de um complexo que é excretado nas fezes
(ROSIM et al., 2018). Uma alternativa viavel, segura e relativamente econdémica, usado para
reduzir os problemas associados a ingestdo de micotoxinas e diminuir sua biodisponibilidade
no intestino. Isso envolve a adsorcdo da toxina por agentes sequestrantes nas dietas (CAST,
2003).

O critério mais importante para avaliacdo de adsorventes é a estabilidade da ligacao
adsorvente-toxina, em uma ampla faixa de pH, uma vez que é esperado que o produto funcione
durante a passagem pelo trato gastrointestinal (BINDER, 2007; ROSIM et al., 2018). Na
adsorcao fisica, as interacdes que ocorrem sdo eletrostaticas, de atracdo e de repulsao, forca de
Van der Waals e polarizacdo, sendo, portanto, um fenémeno reversivel, enquanto que na
adsorcdo quimica existe uma troca eficaz de elétrons entre o adsorvente e a substancia
adsorvida, formando um complexo sobre a superficie solida de forma irreversivel (TAPIA-
SALAZAR et al., 2010).

Segundo Olver (1997), os adsorventes aderem a Aflatoxina e impedem sua
absorcéo pelo trato gastrintestinal, tornando a inerte e ndo toxica para 0s animais, desta forma
as micotoxinas e 0 agente ligante sdo excretados pelas fezes. O nivel efetivo de inclusdo dos
adsorventes de micotoxina na dieta ir depender da capacidade de ligacdo do adsorvente e do
grau de contaminagédo do alimento fornecido (DAMMSKI, 2014; DO PRADO, 2015).

Os adsorventes podem ser classificados em diferentes grupos com base em sua
origem: ndo biologicos (por exemplo, aluminossilicatos, carvdo ativado, bentonitas,

montmorillonitas, zeo6litas, entre outros) e biolégicos (por exemplo, leveduras, fungos
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filamentosos, bactérias, algas, enzimas microbianas, entre outros) (VARGA et al., 2010;
HOJNIK et al., 2017; RODRIGUES, 2019).

O aluminosilicato hidratado de sodio e célcio (HSCAS) é o composto mais
estudado como agente sequestrante de aflatoxinas. Sua estrutura tem moléculas de agua ligadas
a um complexo metélico, com afinidade para adsorver compostos carregados positivamente
(RAMOS et al., 1997; HUWIG et al., 2001; TAPIA-SALAZAR, et al., 2010). As bentonitas
(montmorilonitas), devido a capacidade de trocas idnicas também sdo amplamente usadas como
agentes sequestrantes de micotoxinas. Sdo classificadas em bentonitas de célcio, magnésio,

potassio ou sodio e formam géis, quando intumescidas (DIAZ et al,. 2005; SMITH 2005).

Agentes sequestrantes de aflatoxina a base de argila mostraram o potencial de ligar
aflatoxinas e prejudicar sua absorcao gastrointestinal (KABAK et al., 2006), mas altas doses
podem reduzir a utilizacdo de vitaminas e minerais (CHESTNUT et al., 1992). Diaz et al. (2004)
relataram que 3 produtos de bentonita de sodio reduziram a concentracdo de residuos de AFM1

no leite em 50 a 65%.

Os adsorventes de origem organica séo principalmente os derivados na parede da
levedura Saccharomyces cerevisiae, 0 qual apresenta acdo para varios tipos de micotoxinas,
como as aflatoxinas, fumonisinas e ocratoxinas (Diaz et al., 2005). Dentre as categorias de

produtos a base de micro-organismos, existem os probioticos e os suplementos dietéticos.

De acordo com Fuller (1989), os probi6ticos sdo suplementos alimentares de micro-
organismos vivos que produzem efeitos benéficos no hospedeiro, favorecendo o equilibrio de
sua microbiota intestinal, além de auxiliar na diminuicdo das concentracdes
de substancias toxicas em ambientes de cultivo. Edens et al. (1999) verificaram que
Lactobacillus reuteri, probiotico, foi capaz de adsorver aflatoxina in vitro. Adicao de aluminio
silicato de calcio e sddio hidratado é aplicada na alimentacdo de ruminantes para reducédo de
aflatoxinas (FAO, 2007). Foi observado que aumento da quantidade de metionina diminui o
efeito toxico de aflatoxinas para animais (BAPTISTA et al., 2002), isso é devido possivelmente,

a competicdo por absor¢édo no trato gastrintestinal (SANTIN et al., 2000).

De acordo com Hai (2006) ao testar cepas de Bacillus subtilis no controle da

producéo de aflatoxinas concluiu que duas variantes desta cepa inibiram a producgéo da toxina.
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Lactobacillus e Streptococcus sdo bactérias utilizadas principalmente como sequestradoras de
micotoxinas mediante pontes hidrofébicas que as liga a superficie bacteriana (TAPIA-
SALAZAR et al., 2010). Entre os métodos biologicos, as bactérias acido laticas, sdo as mais
estudadas e que apresentam resultados mais promissores na remogdo desses contaminantes
(BHAKTA et al., 2012; BOVO et al., 2013; SERRANO-NINO et al., 2013; ELSANHOTY et
al., 2014; ZHANG et al., 2014).

Os adsorventes bioldgicos a base de probioticos estimula a producéo de leite, pois
os efeitos benéficos descrito por Krehbiel et al. (2003), participa da ativagdo do sistema imune
e prevencdo de acidose ruminal, podendo melhorar a satde dos animais, refletindo em maiores
producdes. E na tentativa de estabelecer composto que possa fornecer informacéo a respeito da

exposicdo & aflotoxina B1 e verificar a acdo do adsorvente bioldgico em bovinos leiteiros.

2. OBJETIVOS

e Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do adsorvente biologico
de micotoxinas a base de probidticos em dietas experimentalmente contaminadas

com aflatoxina B1.

2.1 Objetivos especificos
Avaliar os efeitos do uso de adsorvente de micotoxinas nos seguintes parametros;

e Consumo de matéria seca, producdo e composicédo do leite
e Hemograma e leucograma;

e Funcdo hepética e renal

e Excrecdo e dindmica de metabdlito AFM1 no leite.

e Viabilidade econdmica do uso do adsorvente
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Resumo

Objetivou-se avaliar o uso de adsorvente de probidtico, com capacidade de reduzir a
concentracdo de AFB1 e AFML1 e o efeito sobre consumo de matéria seca ap0s ingestdo de
alimentos contaminados experimentalmente. Foram utilizadas 05 vacas primiparas da raca
Jersey, divididos em 5 tratamentos: 1- CONTROLE (sem micotoxinas e sem adsorvente); 2-
MICOTOXINA (adicdo de 200 pg de aflatoxina/kg de concentrado e sem adsorvente); 3-
ADSORVENTE (adicdo de 200 ug de aflatoxina/kg de concentrado + 2 kg de adsorvente
ADS/tonelada de concentrado) 4- ANT1 (adicdo de 200 pg de aflatoxina/kg de concentrado +
1 kg de ANT. /tonelada de concentrado), 5- ANT3 (adicdo de 200 pg de aflatoxina/kg de
concentrado + 3 kg de ANT. /tonelada de concentrado). Foram realizadas analises das amostras
de alimentos da dieta, producdo e composi¢do do leite. Anélise de viabilidade econdmica para
uso do adsorvente de probiotico. A inclusdo de adsorvente em dietas contaminadas com AFB1
melhorou a producéo de leite e foi eficaz na absorgdo AFB1 no trato gastrointestinal de vacas,
reduzindo assim a excre¢do de AFM1 no leite, no tratamento MIC houve maior concertacédo de
AFM1 (0,37) e com administracdo ANT3 a concentragéo foi menor (0,099). Os resultados
sugerem um efeito positivo do uso ANTIMICOX MR, foi possivel reduzir a agdo toxica da

micotoxina.

Palavras-chave: Aflatoxina, Leite, Ruminantes e Toxicidade.
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1. INTRODUCAO

A alimentacdo é parte integrante da cadeia alimentar e desempenha um papel
importante no crescimento, bem-estar e produtividade de uma fazenda, bem como na
composicao, seguranca e qualidade dos produtos de origem animal (leite, carne e ovos) e no
abastecimento de alimentos na rede comercial (GUERRE, 2016; MAKKAR, 2016).

A atividade leiteira € uma fonte de renda para o pequeno e o grande produtor
brasileiro, os produtores rurais deparam-se com desafio cada vez maior para atender a crescente
necessidade de alimentos de qualidade. A contaminacao por micotoxinas é um risco potencial

para o desempenho animal, salde e a seguranca dos alimentos de origem animal.

As Micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos, de baixo peso molecular e ndo
antigénicos (QUIN et al., 2005), produzidos por algumas espécies de fungos, sobretudo dos
géneros Aspergillus, Fusarium e Penicillium. Estes fungos estdo associados a producdo de
aflatoxinas, ocratoxinas, esterigmatocistina, patulina, rubratoxina B, acido penicilico, citrina,
zearalenona e tricotecenos, sendo estas micotoxinas comprovadamente toxicas em alimentos
(ESPOSITO & AZEVEDO, 2004).

Dentre elas, a aflatoxina B1 (AFB1) é a mais toxica, sendo hepatotoxica,
teratogénica, genotoxica e classificada como carcindgeno humano (grupo 1) pela Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC, 1993; JACKSON E GROOPMAN, 1999;
WANG et al., 2001; IARC, 2002). Os efeitos das micotoxinas nos animais dependem da
guantidade consumida, tempo de exposicdo, e interacdo entre diferentes toxinas
(UPADHAYA et al., 2010). Diante disto, uma das alternativas € uso adsorventes para
micotoxinas em ragdes como aditivos. Os agentes adsorventes podem ser classificados em
diferentes grupos com base em sua origem: ndo bioldgicos (por exemplo, aluminossilicatos,
carvao ativado, bentonitas, montmorillonitas, ze6litas, entre outros) e bioldgicos (por exemplo,
leveduras, fungos filamentosos, bactérias, algas, enzimas microbianas, entre outros) (VARGA
et al., 2010; HOJNIK et al., 2017; RODRIGUES, 2019). Estes micro-organismos quando
adicionados aos alimentos contaminados sdo capazes de adsorver micotoxinas, propiciando a
reducdo da quantidade destes agentes toxicos (PIZZOLITTO et al., 2012; RAHAIE et al., 2012;
RODRIGUES, 2019).
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Nesse sentido esse trabalho objetivou avaliar o efeito do uso de um adsorvente
bioldgico, sobre desempenho produtivo, composicdo do leite, excrecdo de aflatoxina M1 no
leite, funcdo hepaética, renal e a viabilidade econdmica do adsorvente em vacas leiteiras

recebendo dietas experimentalmente contaminadas com aflatoxina B1.

2. MATERIAL E METODOS

Este experimento foi conduzido nos meses de abril a junho de 2019, no setor de
Nutricdo de Ruminantes e Forragens Conservadas pertencente a Faculdade de Ciéncias
Agrérias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados, Unidade 1.

2.1. Animais e tratamento experimentais

Foram utilizadas 05 vacas primiparas da raca Jersey, DEL = 105 dias, producdo de leite=
15.0 + 4,25 kg/dia, peso médio das vacas = 410 * 36.50 kg. Os animais foram distribuidos num
delineamento em quadrado latino, sendo 5 tratamentos e 5 periodos. As vacas foram alojadas
em baias individuais de (21 m?), que continham bebedouros e comedouros. As dietas foram
fornecidas duas vezes ao dia (7:00h e 14:00h).

O periodo experimental total foi de 95 dias em periodos compostos de 12 dias de
adaptacéo, 4 de colheita de dados e 5 dias de wash out.

Os tratamentos foram: 1- CONTROLE (CON, sem micotoxina e sem adsorvente); 2-
MICOTOXINA (MIC, adicédo de 200 pg de aflatoxina/kg de concentrado e sem adsorvente); 3-
ADSORVENTE (ADS, adi¢do de 200 pg de aflatoxina/kg de concentrado + 2 kg de adsorvente
ADS/tonelada de concentrado) 4- ANTIMICOX MR 1 (ANTL1, adicdo de 200 pg de
aflatoxina/kg de concentrado + 1 kg de ANTIMICOX MR /tonelada de concentrado), 5-
ANTIMICOX MR 3 (ANT3, adicdo de 200 pg de aflatoxina/kg de concentrado + 3 kg de
ANTIMICOX MR /tonelada de concentrado).

As dietas foram balanceadas de acordo com o NRC 2001 (Tabela 1). Os volumosos

utilizado foram a silagem de milho e feno de tifton.



Tabela 1- Composigéo centesimal e nutricional da
dieta experimental.

Ingredientes (g/kg)

Silagem de milho 500,00
Feno de cynodon 50,00
Milho fuba 260,00
Farelo de soja 160,00
Nucleo mineral 30,00

Composicdo quimica (g/kg)

Matéria seca 618,70
Matéria organica 952,80
Proteina bruta 161,70
Extrato etéreo 20,45
Amido 320,60
Fibra em detergente neutro 338,40
Fibra de detergente neutra (re)? 263,95
Fibra em detergente acido 237,00
Lignina 43,20
Carboidrato nao fibroso 432,25
Nutriente digestiveis totais® 636,64
ELL (Mcal/kg MS)3 1,44

!Nucleo mineral (Ca 110 g/kg; P 42 g/kg; S 18 g/kg; Mg 20 g/kg;
Na 123 g/kg; Co 14 mg/kg; Cu 600 mg/kg; Cr 20 mg/kg; Fe 1050
mg/kg; 1 28 mg/kg; Mn 2000 mg/kg; Se 18 mg/kg; Zn 2800 mg/kg;
biotina 80 mg/kg; vitamina A 240000 Ul/kg; vitamina D 100000
Ul/kg vitamina E 100000 Ul/kg; monenisina 600
mg/kg).?Calculado de acordo com Mertens et al. 1999 3Calculado
de acordo com NRC, 2001.

41



42

Os adsorventes usados foram ANTIMICOX MR (Biomart Nutricdo Animal), composto
por Metionina 12,50 g/kg; Ferro 2.000,00 mg/kg; Cobalto 500,00 mg/kg; Silimarina 250,00
mg/kg; Selénio 50 mg/kg; Cromo 50 mg/kg; Vitamina E 5.000,00 Ul; Bacillus subtilis 1,2 x
10'? UFC/kg; Bifidobacterium bifidum 4,0 x 10'* UFC/kg; Enterococcus faecium 4,0 x 10
UFC/Kkg; Lactobacillus acidophilus 4,0 x 10'* UFC/kg; Lactobacillus buchneri 8,0 x 10
UFC/kg; Lactobacillus casei 4,0 x 10 UFC/kg; Lactobacillus lactis 4,0 x 10 UFC/kg;
Saccharomyces cerevisiae 8,0 x 10*° UFC/Kkg.). E o adsorvente da MASTERSORB GOLD
(GRASP), um produto comercialmente disponivel, composto por bentonita, parede celular de

levedura, extrato de cardo-mariano, e silimarina (min) 500,0 mg/Kg.
2.2. Analises bromatoldgicas

As amostras de silagem, feno e ingredientes do concentrado e sobras foram analisadas
quanto aos teores de matéria seca (MS; método 930,15), proteina bruta (PB;N x 6,25; método
Kjedahl 984,13), extrato etéreo (EE; método 920,39), conforme técnicas descritas por (AOAC,
2000) e fibra em detergente neutro (FDN, fibra em detergente acido (FDA) e lignina (LIG),
conforme técnica descrita por (VAN SOEST et al., 1991). O contetdo de amido foi analisado
por meio do método da degradacdo enzimética e absorbancia medidos em espectrofotdmetro,
seguindo a metodologia de Hendrix (1993).

Os teores de carboidratos nédo-fibrosos (CNF) foram estimados segundo Hall (1998)
onde: CNF = 100 — [(%PB + %EE + %MM + %FDN]. Os nutrientes digestiveis totais foram
calculados conforme equacdes de Weiss et al. (1992), descritas no NRC (2001), em que: NDT=
CNFd + PBd + (AGd * 2,25) + FDNd - 7, onde PBd, CNFd, FDNd e AGd representam o total
destes nutrientes digestiveis. Os teores de fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente neutro
livre de cinza e proteina (FDNcp), e fibra detergente acido (FDA) foram obtidos conforme
método descrito por Van Soest et al. (1991), utilizando-se a-amilase e sem adi¢do de sulfito de
sodio na determinacdo do FDN, em Sistema Ankon®. O teor de energia liquida foi estimado
atraves da equacéo estabelecida pelo NRC (2001), em que EL (Mcal/kg) = 0,0245 * NDT (%)
-0,12.

2.3 Consumo de matéria seca



43

Diariamente foram feitas pesagens das quantidades dos volumosos e concentrados
fornecidos e das sobras de cada animal, para estimativa do consumo. Os animais foram
alimentados duas vezes ao dia, as 7h00 e as 14h00, de acordo com o consumo no dia anterior,
de forma a ser mantido percentual de sobras das dietas entre 5 e 10% do fornecido, para que
né&o houvesse limitagdo de consumo.

As 6h00, os animais eram conduzidos para ordenha, as sobras retiradas e pesadas e
ambos, concentrado e volumoso eram pesados, em duas porcdes, para serem fornecidas aos
animais nos dois fornecimentos diarios. No fornecimento, o concentrado e o volumoso eram
homogeneizados no cocho, e fornecidos na forma de dieta completa. Amostras das sobras de
cada animal e ingredientes da dieta fornecida eram coletadas durante todo o periodo de
avaliacdo de consumo, perfazendo amostra composta dos diferentes dias, que apds coletada e

eram armazenadas a -20° C.
2.4 Producéo e composicao do leite

As vacas foram ordenhadas mecanicamente duas vezes ao dia, as 6h00 e as 16h00 sendo
a producao de leite (PL) registrada diariamente durante todo o periodo experimental e producéo
média considerada apenas dos Ultimos sete dias de cada periodo. A producdo de leite foi
corrigida para 3,5% de gordura (PLC) segundo férmula de Sklan et al. (1992), onde PLC =
(0,432 + 0,163 *G%) * PL.

As amostras utilizadas para analise da composicao do leite foram obtidas no 13°, 14° e
15° dias de cada periodo experimental, na qual cada amostra proveniente das duas ordenha
diérias, com amostragens proporcionais. Foram determinados os teores de gordura, proteina e

lactose, através de espectrometria de infravermelho pelo equipamento LACTOSCAN®.

2.5 Parametros sanguineos

As amostras de sangue foram obtidas no 15° dia de cada periodo experimental, antes do
fornecimento das dietas no periodo da manha, por meio de puncdo da veia/artéria coccigea,
utilizando um sistema a vacuo para multiplas colheitas. Foram obtidas amostras em tubos sem
anticoagulante, que foram centrifugadas a 2000 g por 15 minutos, obtendo-se soro, que foi
aliguotado, armazenadas a -20 °C, para posterior dosagens de aspartato aminotransferase
(AST), gama glutamil transferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA).Também foram colhidas
amostras em tubos contendo K3-EDTA, para a obtengdo do hemograma.



44

As anélises bioquimicas foram realizadas em analisador automatico (SBA-200, CELM),
utilizando-se kits reagentes (Bioclin/Quibasa®), conforme recomendacfes do fabricante. Os
parametros hematologicos (contagem de hemacias, concentracdo de hemoglobina, volume
globular, contagem global de leucdcitos, granulécitos, linfocitos, mondcitos e plaquetas) foram
determinados em aparelho hematoldgico automatico (Mindray, BC-2800 Vet).

2.6 Analises de micotoxinas nos alimentos

Visando um monitoramento do status de micotoxinas da dieta como um todo foram
realizadas analises de micotoxinas (aflatoxina, fumonisina e zearelonona) na silagem de milho,
no feno de tifton e no concentrado utilizado no balanceamento da dieta (Tabela 2). Amostras
dos volumosos e concentrado foram colhidas ao longo do periodo experimental a fim de
quantificar a concentracdo de contaminacdo natural de micotoxinas presente na dieta dos
animais.

As anélises foram realizadas pelos métodos HPLC (High Performance Liquid
Cromatography) usando um equipamento Agilent série 1100 segundo metodologia AOAC,
(1998) e LC-MS/MS (Liquid Cromatography — Mass Spectrometry) usando o equipamento API
5000TM. Todos os valores foram expressos em pg/kgMS.

2.7 Excrecao de aflatoxina M1 no leite.

No dia 16° dia de cada periodo experimental 500 ml de amostra de leite para mensuragao
da concentracdo de aflatoxina M1 (AFML1) no leite.

A determinacdo de AFM1 nas amostras de leite foi efetuada mediante a utilizacdo dos
procedimentos preconizados por (TUINSTRA et al., 1993), com adaptacdes propostas pela
empresa fabricante de colunas de imunoafinidade (Aflatest, Vicam) e determinado através da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplado a um espectrémetro de massa triplo
quadrupolo (Waters Corporation, Milford, MA, EUA) equipado com sistema de bomba binéria
e um injetor automatico com interface com o espectrémetro de massa Xevo TQ-S equipado
com uma fonte de ionizacdo por electrospray Z-ortogonal (Waters Corporation, Milford, MA,
EUA). A amostra analitica (25 mL) foi previamente aquecida a 37°C e submetida a
centrifugacgdo (1.250 x g) durante 15 min., imediatamente filtrada (filtro de microfibra 1,5 pm,
Millipore) e o sobrenadante passado atraves da coluna de imunoafinidade para a retirada de

impurezas contidas no mesmo. A coluna de imunoafinidade foi adaptada a uma seringa e
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acoplada a um manifold, que por sua vez estava conectado a uma bomba de vacuo (Modelo 131
tipo 2v, Primatec- Itu, SP, Brasil).

Primeiramente passou-se pela coluna 20 mL do sobrenadante a ser analisado, a um fluxo
de 2-3 mL/ min. Em seguida, lavou-se a coluna através da passagem de 20 mL de uma solugéo
de 4gua deionizada- metanol (9:1) e eluiu-se a toxina (AFM1) passando 1 mL de metanol (grau
CLAE). O eleuato foi recolhido em frasco &mbar e diluido com agua ultra- purificada até formar
uma solucdo metanol-agua (7:3), semelhante a fase movel utilizada na corrida cromatografica.

O padréo de AFM1 (SIGMA-ALDRICH, St. Louis, USA) foi dissolvido em solucdo de
benzeno-acetonitrila (9+1), logo, foi calibrado espectrofotometricamente (A = 350 nm) através
da técnica preconizada por Scott (1990), obtendo-se a concentracdo exata de AFM1. Apos a
calibracdo foram transferidos 200 pL do padrdo para um frasco, evaporou-se até a secura sob
fluxo de nitrogénio e ressuspendeu- se em volume conveniente de metnol grau CLAE, de
maneira a obter uma solucéo de trabalho contendo 0,1 ug AFM1/mL. Esta solucéo foi utilizada
no preparo dos padrdes da curva de calibracdo (concentracdes de 0,5 ng/mL, 1,0 ng/mL, 5,0
ng/mL e 10 ng/mL).

Para a separacdo cromatogréfica foi utilizada coluna fenil-hexil 2,0 x 150 mm, 3um
termostatizada a 50°C. A composicao da fase mével foi: (A) 0,1% de &cido formico em agua
(v/v) e (B) 0,1% é&cido férmico em acetonitrila (v/v). A composi¢do inicial da fase movel foi
30% de solvente B sendo mantida por 10 min, logo, alterada para 95% de B e mantida por 1,5
min, retornando entdo para 30% de B por 4 min. O analito foi detectado no modo MRM, sendo
a transicdo observada em: m/z 329 --- 273 (M1). O limite de quantificagdo utilizado foi 0,5
ng.kg™.

2.8 Viabilidade econdémica do uso de adsorvente

Os dados econémicos e financeiros foram obtidos ap0s o processamento das
informacdes extraidas do experimento. Os valores em R$/ton dos ingredientes da dieta foram
estabelecidos de acordo com os dados obtidos pelo CEPEA-USP. O custo do litro de leite foi
estabelecido de acordo com os valores praticados na “Média Brasil” entre os meses de abril a
junho de 2019 via CEPEA-USP.

Os valores para as bases de calculos apresentados (R$/ton de matéria seca) foram:
silagem de milho (R$ 400,00), feno (R$ 640,00); milho (R$ 500,00); farelo de soja ( R$
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1700,00) e ndcleo mineral (R$2100,00).0s célculos de custos e receitas brutas foram

calculadas de acordo com a teoria econdmica basica.
2.9 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos ao SAS (Version 9.1.3, SAS Institute), verificando
a normalidade dos residuos e a homogeneidade das variancias pelo PROC UNIVARIATE.

Os dados analisados pelo PROC MIXED de acordo com a seguinte modelo:
Yij= W + Aj+ Pj + Qx+Di+ €iju

onde: Yijyk = variavel dependente, p = media geral, Ai = efeito de animal (j = 1 a 5), Pj = efeito
do periodo (y =1 a 5), Qx = efeito do quadrado (x =1 to 2), Si= efeito de dieta (I= 1 a 5), € €ijjxim
=erro. O efeito aleatdrio do modelo (random) caracterizou-se por: Ai e Pj. Os graus de liberdade
foram corrigidos por DDFM= kr. Com os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia pelo comando PROC MIXED do SAS, versédo 9.0, adotando-se nivel de significancia
de 5%, sendo avaliados por teste de TUKEY ajustado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo de ingredientes da dieta experimental é mostrada na (Tabela 1).
Composicdo de nutrientes analisados da dieta experimental € mostrado na (Tabela 2). O efeito
de transferéncia foi testado e presente estudo mostrou uma variavel de interesse (P<0,01), é
mostrada na (Tabela )3. O consumo de matéria seca, producdo e composicao de leite é mostrada
na (Tabela 4).

3.1 Concentrag6es de micotoxinas na dieta

As dietas fornecidas a vacas em lactacdo estavam naturalmente contaminadas pelas
micotoxinas. Pode-se observar que ha a presenca aflatoxina B1, fumonisina e zealeronona na
silagem de milho e no concentrado, nao foi observado presenca destas micotoxinas no feno de
tifton (Tabela 2). A legislagéo brasileira, através da Portaria n°. 07, de 9 de novembro de 1988
(BRASIL, 1988), estabelece como limite maximo 50 pg/kg de aflatoxinas para alimentos de
consumo animal, matérias primas e racOes. Existe grande variacdo de quantidades de
aflatoxinas dentre as amostras analisadas, sendo a menor quantidade encontrada a de 239,30 e
maior de 258,53 (P<0,05).
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As micotoxinas estdo presentes em uma variedade de alimentos para animais, incluindo
concentrados, forragens, fenos e silagens (BIOMIN, 2016; OGUNADE et al., 2018). As
culturas de milho tém um maior teor de proteina e sacarideos que podem ajudar no crescimento
e sobrevivéncia de fungos e outros patdgenos (ZACHARIASOVA et al., 2014).

Tabela 2 - Contaminacé&o inicial dos ingredientes, presente na dieta de acordo com os tratamentos

experimentais.

ltem Tratamentos experimentais! EPM? p*

CON MIC ADS2  ANT1  ANT3

Consumo de aflatoxina (ug/kgMS)
Silagem de milho  42.91 43.89 44.95 41.53 42.99 0.598 0.588

Feno tifton 0 0 0 0 0 - -
Concentrado 204.40 208.54 21357 197.76 204.27 2.782 0.599
Total 247.31 25243 25853 239.30 247.27 3.387 0.601

Consumo de fumonisina (ug/kgMS)
Silagem de milho  4986.90 5100.78 5224.03 4826.75 4996.21 69.576 0.588

Feno tifton 1.30 1.33 1.36 1.26 1.30 0.017 0.596
Concentrado 26943 27489 28153 26069 26927 367 0.599
Total 31932 32591 33378 30897 31924 437 0.601

Consumo de zealeronona (ug/kgMS)

Silagem de milho 4162.90 4257.96 4360.85 4029.22 4170.68 58.080 0.588

Feno tifton 27847 28426 29112 269.62 27858 3.780 0.596
Concentrado 147.72 150.71 154.35 142.93 14763 2.015 0.599
Total 4589.10 4692.94 4806.32 4441.77 4596.89 63.873 0.601

1CON (dieta sem adicdo de micotoxina ou adsorvente), MIC (adigdo de aflatoxina 200 pg/kg de MS), ADS
(adicdo de aflatoxina 200 pg/kg de MS + adsorvente a base de bentonita 2 kg/ton de concentrado), ANT1(adigdo
de aflatoxina 200 pg/kg de MS + ANT1 kg/ton de concentrado), ANT3 (adi¢do de aflatoxina 200 pg/kg de MS
+ ANT3 kg/ton de concentrado), EPM2 (erro padrdo da média).P <0,05 pelo teste Tukey.

3.2 Concentracao, excrecao e transferéncia de AFM1

Na contaminagdo natural e exdgena de AFB:1 (Tabela 3), ndo ouve efeito
significativo (P>0,05) em relacdo ao consumo de AFB1. No entanto houve transferéncia de
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toxina, nos tratamentos com adsorventes com efeito significativo (P<0,01) nos niveis baixos de
AFMz. s. A ingestdo de micotixina de forma crénica pelos rebanhos induz a perda de peso,
aumento de casos de disturbios reprodutivos e doengas em resposta a baixa imunidade
(D’MELLO et al., 1999; LINDEMANN et al., 1993; VEDOVATTO et al., 2020; AGUIAR,
2021).

Tabela 3 - Consumo de aflatoxina por contaminacdo natural, exdgena, excrecao de AFM1 no

leite e taxa de transferéncia de acordo com os tratamentos experimentais.

Item Tratamentos experimentais! EPM? pP*

CON MIC ADS2 ANT1 ANT3

Consumo de aflatoxina (ug/kg MS)

Silagem de milho 4291 4389 4495 4153 4299 0598 0,588
Feno tifton 0 0 0 0 0 - -
Concentrado 204,40 208,54 213,57 197,76 204,27 2,782 0,599
Exdgena 0° 3918557 4013,20% 3712,54* 3838,46° 6,765 <,0001
Total 247,31° 4170,98° 4271,73% 3951,84% 4085,72* 6,967 <,0001
Excrecdo de AFM1

Leite (ug/kg) 0,056 0,86 0,60  0,50° 0,24° 0,063 <,0001
Leite (ug/dia) 0,99 1557%  10,47° 8,02 3,97% 1,148 <,0001

Taxa de transferéncia 0,408 0,372 0,25%  0,20° 0,099° 0,026 <,0001
(%)*

1CON (dieta sem adicdo de micotoxina ou adsorvente), MIC (adicdo de aflatoxina 200 pg/kg de MS), ADS (adicdo
de aflatoxina 200 pg/kg de MS + adsorvente a base de bentonita 2 kg/ton de concentrado), ANT1(adicdo de
aflatoxina 200 pg/kg de MS + ANT1 kg/ton de concentrado), ANT3 (adicdo de aflatoxina 200 pg/kg de MS
+ ANT3 kg/ton de concentrado), EPM?2 (erro padréo da média). P <0,05 pelo teste Tukey, Proporgao Erro amostral
(%).

A ingestdo de AFB1 acima dos 200 pg/kg ja era esperada e mostrou-se suficiente

mais induzir um aumento das concentracGes de AFM1 no leite. A excrecdo reduzida pode ser
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devido a adsorcdo de toxinas, o que pode ter diminuido sua absorcdo pelas vilosidades
intestinais (MAKI et al., 2017).Como adsorventes a base de probiotico tem o potencial de aderir
compostos como as aflatoxinas em sua superficie, impedindo que as mesmas sejam absorvidas
pelo epitélio do trato gastrointestinal, menos AFB1 é metabolizada e convertida a AFM1,
justificando a reducdo (P <0,01; Tabela 3) das concentracdes de AFM1 no leite das vacas,
quando estas foram alimentadas com dietas contendo adsorventes. Resultado semelhante foi
relatado por Diaz et al. (2004), onde os autores observaram uma reducdo de 50 a 65% de
residuos de AFM1 no leite de vacas alimentadas com 100 pg/kg aflatoxina sob acéo de trés
produtos a base de bentonita de sodio.

Para a taxa de transferéncia de micotoxinas no leite, fica evidente que as vacas que
receberam dietas COM e MIC (0,40 e 0,37), houve aumento significativo na excrecdo de
AFML1. A taxa de excrecdo de AFM1 no leite de vacas leiteiras pode variar de 0,3 a 6,2 % da
quantidade ingerida de AFB1, dependendo do estagio da lactacdo e volume da producéo de leite
(VAN EIJKEREN et al., 2006). Uma vez presente no leite, AFM1 é resistente ao tratamento
térmico, como pasteurizacao ou esterilizagdo (GALVANO et al., 1998). Por essa razao, o0 risco
permanece ndo somente no leite disponivel comercialmente, mas também nos seus produtos

derivados.

As vacas que receberam a dieta ANT3 apresentaram uma taxa de transferéncia de
toxinas (0,099) menor do que as observadas no leite das vacas que ndo receberam qualquer tipo
de adsorvente. Isso confirma a eficaciado ANTIMICOX MR, em adsorver a aflatoxinas quando
empregado na concentracdo de 3 kg/ton de concentrado (Tabela 3). Os mecanismos de adsorc¢ao

compreendem a ligagdo por compostos organicos ou adsor¢do biologica.
3.3 Consumo de matéria seca, producdo e composicao do leite

Para os dados de consumo de matéria seca, produgdo, composicdo de leite e
eficiéncia dos animais de acordo com os tratamentos experimentais (Tabela 4), houve efeito no
uso do adsorvente (ADS2) na ingestdo de matéria seca, entretanto ndo diferiram dos animais

que receberam o tratamento CON E MIC.

Estudos mostram que o0s ruminantes tém maior tolerancia a alimentacao
contaminada por micotoxinas. Acredita-se que esta caracteristica esteja ligada a capacidade da

microflora ruminal para degradar as micotoxinas, transformando as em substancias
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intermediérias menos potentes ou menos inativas (HUSSEIN E BRASEL, 2001; FINK-
GREMMELS, 2008).

Tabela 4 - Consumo de matéria seca, producdo e composicédo de leite de acordo com as dietas

experimentais.

Item Tratamentos experimentais’ EPM?  P*
CON MIC  ADS2 ANT1 ANT3

Kg/dia

Consumo de matéria seca 17.45% 17.71% 18.08% 16.68° 17.15° 0.296 0.033
Producéo de leite corrigida 19.28" 16.38¢ 18.27° 19.35° 21.80* 0.702 0.032
Gordura 0.741°> 0.605° 0.659° 0.732° 0.905° 0.034 0.029
Proteina 0586 0.526 0.609 0.601 0.650 0.016 0.070
Lactose 0.868 0.787 0911 0.900 0.973 0.025 0.212
Porcentagem

Gordura 4422 399® 376° 4.27° 486% 0.147 0.410
Proteina 350 347 348 349 345 0.021 0.856
Lactose 518 520 521 522 517 0.031 0.832
Mcal/dia

Energia corrigida 19.30 1658 18.64 19.45 2153 0.652 0.032
Eficiéncia

PL/CMS? 0.966* 0.859° 0.965 1.033* 1.083% 0.022 0.010
PLC/CMS* 1.11°  0.929¢ 1.01° 1.17° 1.32*% 0.040 0.009
ECM/CMS® 1.11°  0.940° 1.03* 1.17° 1.30® 0.036 0.008

1CON (dieta sem adicdo de micotoxina ou adsorvente), MIC (adicdo de aflatoxina 200 pg/kg de MS), ADS (adicdo
de aflatoxina 200 pg/kg de MS + adsorvente a base de bentonita 2 kg/ton de concentrado), ANT1(adi¢do de
aflatoxina 200 pg/kg de MS + ANT1 kg/ton de concentrado), ANT3 (adicdo de aflatoxina 200 pg/kg de MS
+ ANT3 kg/ton de concentrado).

P <0,05 pelo teste Tukey.

2EPM (erro padrédo da média).

SPL/CMS = Produgcdo de leite (kg/dia) / consumo de matéria seca (kg/dia).

SPLC/CMS = Produgéo de leite corrigida para 3.5% de gordura (kg/dia) / consumo de matéria seca (kg/dia).
4ECM/CMS = Energia corrigida para 3.5% de gordura (kg/dia) / consumo de matéria seca (kg/dia).

A producéo de leite foi menor (P < 0,05) no tratamento MIC do que no grupo

ANT3 (16,38 e 21,80 kg/d, respectivamente). Além disso, tanto a producédo de leite quanto sua
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composi¢cdo mudaram conforme os tratamentos usados no periodos experimentais. Em
particular, a concentracdo de gordura no tratamento ANT3 presentou (0,905 P > 0,05). No
entanto, um estudo desafiando vacas leiteiras com dieta AFB1 mostrou reducdo na producéo de
leite (APPLEBAUM et al., 1983), concentracdo de proteina do leite e producéo de gordura do
leite (QUEIROZ et al., 2012).

Ja Nocek et al., (2006) relatou um aumento de 6% (P <0,01) na producéo de leite
de vacas da raca Holandesa quando utilizou probidtico a base de Enterococcus faecium e
Saccharomyces cerevisiae. Ja Barbirolli et al., (2007) e Kutz et al., (2009) relataram que as
concentracfes de proteina e gordura do leire ndo foram afetadas quando vacas em lactagéo,

receberam dietas contaminadas com AFB1.

Na (Tabela 4) observamos a eficiéncia da relacdo producao de leite (kg/dia) e
consumo de matéria seca (kg/dia), os tratamentos que receberam ADS (1,083 P < 0,05). Além
disso, tanto a producdo de leite quanto sua composi¢cdo mudaram entre 0s grupos experimentais.
Em particular, a PL/CMS diminuiu (0,859 P < 0,05) no grupo que nao receberam ADS. No
estudo Sulzberger et al. (2017) relataram que 100 pg/kg de AFB1 nédo afetou a producéo de
leite, ingestdo ou eficiéncia alimentar. Da mesma forma, Rodrigues et al. (2019) mostraram que
a alimentacdo de 105,5 pg/kg de aflatoxinas (uma mistura de B1, B2, G1 e G2) n&o afetou o

desempenho, a ingestdo ou a eficiéncia do leite

3.4 Parametros sanguineos

Quando as micotoxinas sdo absorvidas no gado, o primeiro compartimento
bioldgico sistémico onde a toxina pode ser quantificada é o sangue, que se torna um interessante

marcador bioldgico de exposi¢do a AFB1 em um organismo animal (GRENIER et al,. 2013).

As medidas dos parametros sanguineos (Tabela 5) indicaram que o volume de
hemacias, hemoglobina tendeu a ser maior no tratamento MIC (P < 0,05). As mudancas nos
parametros sanguineos nos diferentes tratamentos foram geralmente modestas, embora algumas

das diferencas fossem estatisticamente significativas.
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Tabela 5 - Hemograma completo, funcdo renal e hepética de acordo com os tratamentos

experimentais.

Item Tratamentos experimentais® EPM?  P*
CON MIC ADS2 ANT1 ANT3

Hemograma

Hemacias (x10%/uL) 6,64 7,18 6,93 693 6,95 0,288 0,568
Hemoglobina (g/dL) 10,64 11,68 10,96 10,96 10,84 0,360 0,541
Hematocrito (%) 30,40 34,00 33,20 34,00 31,00 0,589 0,554
VGM (fl) 46,62 46,90 47,10 46,52 4596 0,345 0,412
CHGM (g/dL) 34,74 3490 33,94 34,14 34,48 0,507 0,527

Leucograma (valores absolutos)

Leucdcitos (uL) 8640 9140 9020 8180 9200 34,672 0,145
Neutréfilos (uL) 3909 4301 4528 3542 4936 43,890 0,112
Linfécitos (uL) 3743% 4400* 4170° 3954% 2813° 36,257 0,042
Mondcitos (uL) 133 189 143 162 195 27,347 0,214
Eosindfilos (uL) 288" 488% 284 177¢ 167° 54,892 0,002
Neut/Linf 1,21° 1,44° 1,67%® 1,53® 291° 0,324 0,024
Plaquetas (x10%/pL) 378 476 443 498 418 0,321 0,451
Proteina plasmatica (g/L) 7,92% 772° 778> 8322 8,28 0,085 0,028

Funcéo renal

Ureia (mg/dL) 4226 41,16 37,74 42,93 36,91 1,408 0,502
Creatinina (mg/dL) 082 078 084 096 0,82 0,030 0,457
Ureia/Creat 51,642 52,992 45 64° 4544 46,03° 1,633 0,022

Funcéo hepatica

Alanina aminotransferase (Ul/ml) ~ 27,58° 28,642 25,06° 25,02¢ 24,14° 0,958 0,003
Gama gutamil transferase (Ul/ml) 29,78 30,66 26,46° 28,04 28,60° 0,996 0,034
Fosfatase alcalina (Ul/ml) 39,56 40,607 37,76% 32,28 33,56° 1,771 0,046

1CON (dieta sem adicéo de micotoxina ou adsorvente), MIC (adicdo de aflatoxina 200 pg/kg de MS), ADS (adicdo
de aflatoxina 200 pg/kg de MS + adsorvente a base de bentonita 2 kg/ton de concentrado), ANT1(adicdo de aflatoxina
200 pg/kg de MS + ANT1 kg/ton de concentrado), ANT3 (adicéo de aflatoxina 200 pg/kg de MS + ANT3 kg/ton de

concentrado); ALT, alanina aminotransferase; 2EPM (erro padrdo da média); P <0,05 pelo teste Tukey..
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Os niveis de AST e GGT, foram considerados dentro dos padrdes fisioldgicos de
vacas em lactacdo. Os valores de referéncia da aspartato-aminotransferase (AST) e gama-
glutamiltransferase (GGT) de bovinos leiteiros da raca Jersey, sdo: AST, (31,45+7,54U/1) e
GGT, (11,240,39 a 28,5+11,3), (SOUZA, 1997; SOUZA et al., 2004). A GGT e AST sdo
indicadores da funcionalidade e inflamagdo do figado (WEEMHOFF et al., 2017). Estudos
anteriores relataram que as vacas que ndo receberam um desafio AFB1 tiveram maior GGT em
comparagdo com vacas recebendo um desafio de FAB1 (SULZBERGER et al., 2017).

Os resultados indicam que as proteinas ndo aumentaram devido a contaminacao
com AFBL1, indicando assim que elas ndo provocaram uma resposta inflamatdria aguda. Isso é
compativel com uma atenuacdo da resposta imune sistémica, também em caso de liberacao de
citocinas pré-inflamatorias, e € uma resposta conhecida em casos de insuficiéncia hepatica por
trauma (ORZHESHKOVSKY!I et al,. 2019; GALLO et al., 2020) ou desafios do sistema imune
inato. Todos esses parametros foram maiores no tratamento com adsorventes, sugerindo um

possivel beneficio da dieta.

Né&o foram observados efeito nos niveis de ureia, com média de 42,93+£36,91mg/dL,
e creatinina 0,96+0,82mg/dL, em relacdo aos paramentos normais, segundo os valores de
referéncia citados por Lopes et al., (2007), ureia (17,2 - 42,8 mg/dL), creatinina (1,2 - 1,9
mg/dL), Vacas alimentadas com ra¢es contaminadas com micotoxinas apresentam metabolitos
séricos significativamente elevados, incluindo ureia, proteina, aspartato aminotransferase,
glutamato desidrogenase e gama glutamil transferase (CHAIYOTWITTAYAKUN et al.,
2010).

3.5 Avaliacao econémica

A andlise econdmica relacionadas com o uso de adsorvente de micotoxinas nas
dietas de vacas em lactacéo sdo apresentados na (Tabela 6). Os custos por Kg de MS e consumo
dos animais foi muito semelhantes na dietas com e sem adsorvente, enquanto maior ganho de
peso diario nos animais do grupo tratado com ANT3 apresentaram maior custo alimentar,
porém apresentaram maior producdo de leite e consequentemente maior renda bruta do leite,
juntamente com maior margem bruta de 16,29, em relacdo aos outros tratamentos avaliados
(Tabela 6).
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A economia esta diretamente relacionada ao custo da dieta que é fornecida, o0s
investimentos elevados e a maior produtividade dos rebanhos, quando se analisa o custo final
da dieta por litro, pois o custo por litro € menor, quando as vacas mais produtivas, mostram-se
mais rentaveis (COSTA et al., 2011). O preco do leite pago ao produtor estd em baixa e o custo
de produgdo em alta, as margens de lucro dos sistemas de producdo de leite ficam muito
reduzidas. Em sistemas de producéo intensiva, a alimentagdo costuma representar até 70% dos
custos efetivos (ndo totais), mas, em propriedades menos tecnificadas, esses insumos

respondem por menos de 50% dos custos.

Tabela 6 - Anélise econdmica alimentar de acordo com os tratamentos experimentais.

Item Tratamentos experimentais®
CON MIC ADS2 ANT1 ANT3

Custo alimentar (R$)

Silagem de milho 2,94 3,00 3,08 2,84 2,94
Feno tifton 0,59 0,60 0,62 0,57 0,59
Concentrado 10,87 11,09 11,36 10,52 10,86
Adsorvente 0 0 0,14 0,45 0,93
Total 14,39 14,69 15,18 14,38 15,32
Renda bruta (R$)

Leite 27,96 23,75 26,49 28,06 31,61
Margem bruta (R$) 13,56 9,06 11,31 13,68 16,29

1CON (dieta sem adigdo de micotoxina ou adsorvente), MIC (aflatoxina 200 pg/kg de MS), ADS (aflatoxina
200 pg/kg de MS + adsorvente a base de bentonita 2 kg/ton de concentrado), ANT1(aflatoxina 200 pg/kg de MS
+ ANT1 kg/ton de concentrado), ANT3 (aflatoxina 200 pg/kg de MS + ANT3 kg/ton de concentrado), 2EPM

(erro padrdo da média), P <0,05 pelo teste Tukey.

Desse modo, fica evidente que maiores investimentos na producdo propiciam
melhores resultados, com custos fixos diluidos (CEPEA, 2007). A média de producéo de uma

vaca é de 15 litros/vaca/dia e o preco do leite R$ 1,20/litro, a receita mensal sera de R$
54.000,00. Nesse cenario o custo de alimentacdo das vacas em lactacdo sera de R$ 41.010,00

(PEDROSO et al., 2020). Os resultados encontrados no presente trabalho confirmam que o uso
de adsorvente de micotoxinas se mostrou economicamente e biologicamente viavel para vacas

em lactacéo.
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4. Conclusao

As micotoxinas afetam o desempenho das vacas em lactacdo e a inclusédo de ADS
na dieta permitiu a recuperacédo parcial do desempenho quando os animais foram alimentados
com dietas contaminadas. Além de diminuir a excre¢cdo AFM1 no leite e a manutencéo do status

imunoldgico dos animais.
Financiamento: Este projeto ndo obteve financiamento.

Conflito de Interesse: Os autores declaram ndo haver conflito de interesse.
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CONSIDERACOES FINAIS

As micotoxinas sdo responsaveis por quadro grave de toxicidade em animais e
humanos quando as condi¢fes ambientais sdo favoraveis a sua producdo. Essas substancias
indesejaveis apresentam efeito patogénico sobre os animais que as consomem em doses toxicas,

as medidas de controle devem ser eficazes para controlar a propagacdo desses metabolitos.

O uso do adsorvente nas dietas para vacas em lactacdo se mostrara promissores, ja
que tivemos aumento na producdo de leite e ndo alterou as caracteristicas do leite, sendo

biologicamente viavel.

O tratamento com ANTIMICOX MR apresentou maior capacidade de absorcdo da

AFB1 em vacas leiteiras previamente intoxicadas.



