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RESUMO

Adsorcao multi-micotoxinas: revisao e estudo de carvées ativados

Elevada incidéncia de contaminacdo de micotoxinas em graos de cereais e
alimentos processados tem sido relatada em todo o mundo, principalmente em
produtos destinados a alimentacdo animal. O objetivo desse trabalho foi explorar as
tecnologias para reducgdo das concentragoes de micotoxinas, que estao disponiveis ou
em desenvolvimento. A tecnologia de adsor¢do, assim como das metodologias
disponiveis para avaliacio 7 vitro da capacidade de adsor¢do foram abordadas com mais
énfase. Na etapa experimental deste projeto, avaliaram-se cinco carvdes ativados quanto
a suas propriedades e capacidade de adsor¢iao de micotoxinas presentes individualmente
e combinadas (multi-micotoxinas) (Aflatoxina B1, Desoxinivalenol, Fumonisina B1 e
Zearalenona). O carvdo que apresentou maior capacidade de adsor¢io multi-
micotoxinas foi selecionado para um estudo das intera¢des entre adsorvente/adsotvato
e possiveis fatores interferentes. Foram avaliados parimetros fisico-quimicos do carvio,
o efeito do tempo de contato, efeito dose, isotermas e efeito da composicido do meio e
da mudanca do pH. A adsor¢io de Aflatoxina B1 e Zearalenona nio sofreu efeito dos
fatores estudados, diferente da adsorcio de Fumonisina B1 e Desoxinivalenol. Os
resultados auxiliam na analise da interacio das moléculas de micotoxinas e do carvio
ativado, bem como de quais fatores podem afetar o processo de adsor¢io de cada uma
delas. Porém mais estudos sdo necessarios para esclarecer melhor o papel de cada um
dos fatores na adsor¢do das micotoxinas aqui estudadas.

Palavras-chave: Adsorvente; Micotoxinas; Coocotrtréncia; Teste 7z vitro; Carvao ativado



ABSTRACT

Multi-mycotoxin adsorption: review and study of activated carbons

The high incidence of mycotoxins contamination in cereal grains and
processed foods have been reported worldwide, especially in products intended for
animal feed. The objective of this work was to explore the available and upcoming
technologies applied for the reduction of mycotoxins present in foods with a focus on
adsorption, as well as in the z# vitro methodology. Following, five activated carbon were
evaluated about their properties and its individual and multi-mycotoxin adsorption
capacity (Aflatoxin B1, Deoxynivalenol, Fuminisin B1 and Zearalenone). The activated
carbon that presented the highest capacity of multi-mycotoxin adsorption was selected
to continue the study in order to explore the interactions between adsorbent / adsorbate
and possible interferents. Physicochemical parameters were evaluated, the effect of the
contact time, concentration, isotherms and effect of the composition of the medium
and the pH change. The adsorption of Aflatoxin B1 and Zearalenone had no effect of
the factors studied, different from the adsorption of Fumonisin B1 and Deoxynivalenol.
The results help in the analysis of the interaction of mycotoxins and activated carbon
molecules, as well as which factors may affect the adsorption process of each of them.
However, more studies are needed to clarify the role of each of the factors in the
adsorption of these mycotoxins studied.
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1. INTRODUCAO

A contaminacdo por micotoxinas tem sido relatada ao redor do mundo, principalmente em
cereais. A producio de micotoxinas depende do crescimento fungico, sendo assim, pode ocorrer em
qualquer fase: no campo, colheita, transporte ou armazenamento do produto/alimento. Amendoim,
milho e caroco de algoddo apresentam maior risco de contaminac¢ao por fungos, sendo que no Brasil
a maior incidéncia tem sido relatada em milho e amendoim IMAMURA, 2014).

Os géneros fungicos produtores de micotoxinas de maior destaque sao Aspergillus, Fusarium
e Penicillium. Cerca de 300 micotoxinas ja foram descritas (CAST, 2003), sendo que pelo menos
30 apresentam propriedades toxicas preocupantes a satde. As micotoxinas de maior relevancia
sao: aflatoxinas (AFLA), zearalenona (ZEA), desoxinivalenol (DON), fumonisinas (FUMO) e
ocratoxina A (OCRA) (IARC, 1993).

Diferentes espécies de fungos podem produzir um mesmo tipo de micotoxina, assim como
uma unica espécie de fungo pode produzir mais de um tipo de toxina. Deste modo, varios tipos de
micotoxinas podem ser encontrados no mesmo produto ou alimento (GALVANO e¢f 4/, 2005).
Dados da coocorréncia de micotoxinas tem mostrado que a aten¢io nio deve ser direcionada para
uma unica micotoxina, mas sim para multi-micotoxinas. Foi detectada, por exemplo, a coocorréncia
de patulina e citrinina em magés portuguesas (MARTINS ez a/.,, 2002). Almeida ez al. (2012) analisaram
230 amostras de arroz e fracGes processadas, observando a coocorréncia de AFB1 e ZEA em 17%
das amostras e Afla e Ocra em 24,2%. Em um estudo realizado por Monbaliu e a/. (2010) com
amostras de trigo e milho provenientes de paises europeus (Chéquia, Dinamarca, Hungria, Espanha
e Portugal) constatou-se que 75% das amostras contaminadas apresentavam mais de uma micotoxina.
Além da coocorréncia natural em um mesmo produto, pode acontecer de a mistura de diferentes
ingredientes ou lotes de um mesmo ingrediente resultar na presenga de diferentes micotoxinas no
produto final (para a fabricacio de ra¢Ses por exemplo).

A presenga de micotoxinas em alimentos e ra¢Ges ¢ indesejavel, pois estas substincias sio
capazes de provocar varios tipos de disturbios a saide humana e animal. Os efeitos observados
dependem do nivel e tipo de micotoxina, da duracdo da exposicio, da espécie animal e das condi¢Ges
fisiologicas do animal (VILA-DONAT ez al., 2018). As micotoxinas e seus metabdlitos podem induzir
diferentes disturbios celulares e efeitos adversos, como estresse oxidativo, inibicao da traducdo, dano
a0 DNA e no processo de apoptose nas células do organismo (WEN ez a/,, 2016). Estudos recentes
também mostram que as micotoxinas afetam a integridade da barreira intestinal e podem resultar em
um aumento da translocacdo de estressores nocivos e ainda podem desempenhar um papel
importante em varias doengas inflamatérias intestinais (AKBARI ez a/, 2017). Os efeitos toxicos das
micotoxinas podem ser potencializados pela interacdo que pode existir entre elas (ALASSANE-
KPEMBI et al. 2013, KLLARIC e# al., 2013 ¢ CLARKE ef al., 2014) ou com doencas (HUSSEIN;
BRASSEL, 2001).



Virias estratégias tém sido desenvolvidas para prevenir ou minimizar a formagdo de
micotoxinas, sempre tendo como foco a prevencio do crescimento fingico (DAWSON ez a/., 2000).
Assim, como exemplo destas estratégias tem-se a aplicagdo de agentes antifingicos, o emprego
engenharia genética para obtenc¢do de vegetais mais resistentes a infec¢io e/ou colonizacio fungica,
secagem para diminui¢do da 4gua disponivel ao crescimento fingico e o controle das condi¢Ges de
armazenamento para evitar o aparecimento de condi¢des favoraveis ao crescimento fingico
(JOUANY, 2007; KABAK ez al, 2006). E importante monitorar a temperatura de armazenamento,
por exemplo, pois seu aumento pode indicar desenvolvimento e aumento da populacdo de insetos e
consequentemente de fungos (DALPASQUALE, 2002). A presenga de insetos aumenta a umidade
e temperatura da massa dos grios que podem estimular o desenvolvimento de fungos presentes
(HAGSTRUM e FLINN, 1992).

Apesar destas estratégias para minimizar a ocorréncia de micotoxinas, lotes de matéria-
prima contaminados com altos niveis podem ser encontrados. Assim, a detecgdo da contaminagio
com micotoxinas em lotes de matérias-primas exige que o controle da qualidade na industria de racéo
e alimenticia tenha um bom sistema de amostragem disponivel. Desta maneira, lotes contaminados
acima de um limite aceitavel deverdo ser detectados e segregados. No entanto, um sistema realmente
eficaz de deteccdo de micotoxinas nem sempre esta disponivel e logo, lotes contaminados acima de
um limite podem ser aceitos e processados.

Em vista dessa inseguranca na etapa de prevengio e no sistema de controle de qualidade,
buscando evitar o processamento de lotes ndo conformes, o segmento da industria de ragdo animal
tem utilizado uma classe de aditivos que reduzem a bioacessibilidade e/ou os efeitos prejudiciais que
a exposi¢io a micotoxinas pode causar a saide e desempenho dos animais. Esses aditivos podem
apresentar varios tipos de estratégias para desempenhar as fun¢des desejadas, tais como agio
antioxidante, hepato estimulante ou hepato protetora e reducdo da bioacessibilidade das micotoxinas
(PATRIARCA; FERNANDEZ PINTO, 2017).

A reduc¢io da bioacessibilidade de micotoxinas é a estratégia mais utilizada e tem sido
estudada desde o inicio dos anos 80, empregando compostos adsorventes que complexam as
moléculas de micotoxinas (que chegam ao trato gastrointestinal a partit dos ingredientes
contaminados), a fim de evitar que as mesmas possam causar danos durante a passagem pelo trato
gastrointestinal. Os compostos usados como adsorventes de micotoxinas podem variar amplamente
quanto a sua natureza. Podem ser minerais de argila natural ou modificada, fibras vegetais, leveduras,
bactérias ou constituintes da parede celular ou citoplasmatico destes microrganismos, polimeros
sintéticos e carvio ativado (PENG e# 4/, 2018).

Entre os adsorventes estudados, os carvoes ativados (CA) tém apresentado os melhores
resultados para a adsorcio de micotoxinas com diferentes caracteristicas quimicas
(AVANTAGGIATO et al., 2005). Entretanto, nem todos os carvoes ativados apresentam as mesmas
caracteristicas fisico-quimicas. Assim, as propriedades de adsor¢io dos CA sdo dependentes da

matéria-prima e do processo utilizado na sua obtencdo, o que resultard em diferencas nas suas



caracteristicas, tals como na area superficial e da distribui¢io do tamanho dos poros, parimetros
importantes no processo de adsorcio (KOLOSOVA e STROKA, 2011)

A eficiéncia de adsor¢do dos compostos candidatos a serem utilizados comercialmente
como adsorventes de micotoxinas pode ser avaliada 7z vitro ou in vivo. A avaliacdo 7z vivo é a técnica
que permite a melhor avaliagdo dos compostos pois ¢ realizada utilizando individuos da espécie
animal de interesse, porém apresenta as desvantagens de ser de alto custo e utilizar seres vivos para
experimentagio. O uso de avaliagdes iz witro, por outro lado, permite uma triagem prévia,
selecionando os compostos com melhor potencial de adsor¢io, reduzindo assim a possibilidade de
ser realizado o teste z vivo com produtos ineficientes. Em vista disso, as metodologias de avaliagdo
vitro precisam ser executadas em condi¢des que simulem o melhor possivel as condigdes do trato
gastrointestinal, para assim realizar a triagem de maneira mais eficiente possivel.

Existem variagbes consideraveis nas metodologias # vitro que tém sido reportadas. A
maioria delas utiliza um meio muito simples para avaliar a adsor¢io, composto apenas de dgua e um
ou mais sais tamponantes de pH, sem a adi¢fio de outros constituintes do suco gastrointestinal, sem
considerar a dinamica de alteracdo dos valores de pH e considerando apenas a presenca de uma tnica
micotoxina no teste (VILA-DONAT et a/., 2018). Entretanto, a adi¢do de outros constituintes do
suco gastrointestinal, a dindmica de alteracio do pH, o efeito da presenga de constituintes da matriz
e a presenca de mais de uma micotoxina no meio deveriam ser consideradas nos protocolos, pois
podem influenciar os resultados obtidos (JAYNES ez a/., 2007; VEKIRU et af., 2007).

Este trabalho ¢ apresentado em dois capitulos. O primeiro capitulo apresenta uma revisio
sobre aditivos antimicotoxinas e metodologias 7z vitro utilizadas para avalia-los, a fim de contextualizar
o leitor e explorar os parimetros adotados nas metodologias dos testes de avaliagdo de adsorc¢io i
vitro. Dada a frequente ocorréncia de mais de uma micotoxina em uma matriz alimentar, o segundo
capitulo traz uma metodologia de avaliacio 7 vitro empregada para a triagem de CAs para adsorcio
multi-micotoxinas e também um estudo mais detalhado da adsor¢io do CA selecionado a partir da

triagem realizada.



2. CONCLUSAO

A revisdo apresentada mostra que os estudos para desenvolvimento de tecnologias e de
aditivos antimicotoxinas tém se diversificado e evoluido bastante. Observa-se que a crescente
coocorréncia de micotoxinas comega a refletir nos estudos e pesquisas que passam considerar a
presenca multi-micotoxinas nos Gltimos anos (a partir de 2014). Falar da distancia dos protocolos
usados com as condi¢des reais e falta de padronizagao.

Os cinco carvles ativados avaliados mostraram comportamento varidvel quanto a
capacidade de adsorcido das micotoxinas, frente a modificagdo do pH e a presenca de outras
micotoxinas no meio de avaliagdo. De modo geral a capacidade de adsor¢ao da DON e FB1 foi mais
afetada por estes dois fatores. Dentre os carvdes ativados avaliados, o carvio CA5 (Norit) foi
selecionado por apresentar elevada adsor¢do para todas as micotoxinas na condigio MIX.

As caracteristicas de drea de superficie especifica e tamanho e distribuicdo dos poros
tiveram influéncia sobre a adsor¢do das micotoxinas estudadas, exceto para ZEA.

A presenga de outras micotoxinas no meio reacional influenciou de maneira diferente a
adsor¢iao de FB1 e DON pelo CA5, sendo a adsor¢io de FB1 promovida e a adsor¢ao de DON
suprimida quando comparada a condi¢io individual. A promocio da adsor¢io de FB1 no MIX pode
estar relacionada com a reducido da adsor¢cio de DON.

A mudanca para pH 6 provocou a dessor¢ao de FB1 e DON. Os resultados sugerem que
a dessorcao da FB1 ocorreu devido ao PCZ do CAS5 e as estruturas ionicas da molécula da micotoxina
formadas na faixa de pH estudada. Nao ficou claro o que causou a dessor¢io de DON.

O estudo do tempo de contato mostrou que as micotoxinas sao rapidamente adsorvidas
pelo CA5 em pH3 o que ¢ positivo pois evitaria que a micotoxina ficasse exposta ao organismo. O
efeito da dose de adsorvente influenciou principalmente a adsor¢ao de DON e a dessor¢ao de FB1
que ocorre no pHO6. As isotermas obtidas foram lineares para as quatro toxinas.

Os estudos 7 vitro sio de grande relevancia para a pré-seleciio e classificagio de AAM
promissores. No entanto, muitas das metodologias adotadas estao muito longe das condi¢oes i vivo.
Como visto nos resultados obtidos, a composicio do meio e o método de elevacao do pH podem
influenciar significativamente nos resultados de adsor¢io de DON e FB1. Resultados superestimados
ou mesmo subestimados podem levar a escolhas equivocadas para aplicacio 7 vivo.

Sendo uma ferramenta tao importante, fica evidente a necessidade de aprimoramento e
padronizacio dos protocolos i vitro bem como a inclusio de multi-micotoxinas no meio reacional

para os testes.
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