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RESUMO

Aflatoxinas sdo metabdlitos altamente toxicos, com efeitos teratogénicos e
carcinogénicos, produzidos predominantemente por fungos do género Aspergillus.
Devido aos seus graves efeitos deletérios na producdo animal, muitos estudos séo
conduzidos com o objetivo de encontrar métodos eficazes de minimizar seus prejuizos
econdmicos. O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia do efeito protetor
de um aditivo antimicotoxinas a base de bentonita calcica natural brasileira (BCM —
Brazilian calcium montmorillonite) sobre os parametros de ganho de peso, consumo e
conversao alimentar, indice de eficiéncia produtiva, peso ponderado do coracgdo, figado,
moela e bago, proteinas plasmaticas totais, e concentracdo de minerais no soro (célcio,
fésforo, magnésio, ferro, sodio, cloro e potassio). O experimento consistiu em 1056
pintos de corte machos, de 1 dia de vida, Cobb, distribuidos em baias aleatoriamente,
com 22 aves em cada baia, por 42 dias. Foram utilizados 6 tratamentos, sendo o grupo
controle sem o adsorvente BCM e sem aflatoxina (AFL), um grupo contendo apenas
AFL (3 mg/kg), dois grupos recebendo apenas BCM (0,25% e 0,5%) e dois grupos
recebendo AFL+BCM em dois niveis (0,25% e 0,5%). Os resultados demonstraram que
de todo o experimento, o grupo mais afetado foi o das aves que receberam apenas AFL.
Os tratamentos que receberam AFL+BCM a 0,25% e a 0,5% tiveram seus pesos 13,3%
e 22,7% maiores do que o0 grupo que recebeu apenas AFL, respectivamente, e também
aumentaram seu indice produtivo em 53% e 66,5%, respectivamente. Os indices de peso
ponderado dos 6rgaos foram todos melhorados com a inclusdo de BCM, mas houve um
decréscimo no nivel de potassio sérico de 15,3% quando comparado com 0 grupo que
recebeu apenas AFL. BCM ndo afetou negativamente 0s grupos que ndo receberam
AFL. A argila bentonita calcica pode ser utilizada como aditivo adsorvente de
micotoxinas para tratamento e controle de ragGes contaminadas com aflatoxinas em
frangos de corte

Palavras-chave: aflatoxina, bentonita calcica natural, frangos de corte.



ABSTRACT

Aflatoxins are a highly toxic metabolites, with carcinogenic and teratogenic
effects, produced mainly by the genus Aspergillus. Due their negative impact in the
animal production chain, several studies have been conducted intended to find efficient
methods to minimize the economical losses. The present experiment aimed to evaluate
the protective effect of a Brazilian natural calcium montmorillonite (BCM) on the
parameters of body weight gain, feed consumption, feed conversion, productive
efficiency index, hart, spleen, liver and gizzard’s weight, total plasmatic protein level,
and serum minerals. One thousand and fifty-six 1 d-old Cobb male broilers were housed

in experimental pens (22 chickens per pen) for 42 d. Two levels of aflatoxins (AFLs) (0
and 3 mg kg'l) and three levels of BCM (0, 2.5 and 5 g kg'l) were assayed. Each

treatment had eight replicates of 22 broiler chickens each. Of all the chickens tested in
the experiment, the ones treated with AFLs were the most adversely affected. The
treatments that received AFLs and BCM (0.25% and 0.5%) had their weights 13.3%
and 22.7% heavier than the group that received only aflatoxins, respectively. They also
improved their productive efficiency index in 53% and 66.5%, respectively. The organs
weight parameter were all improved with the inclusion of BCM, but a decrease in the
serium potassium level of 15.3% was observed when compared with the group that did
not received AFLs. BCM did not affect negatively those groups that did not received
AFLs. The BCM could be used as a mycotoxin binder for aflatoxins in broilers feed.

Key words: aflatoxins, Brazilian calcium montmorillonite, broiler chickens.
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1 INTRODUCAO

As micotoxinas foram descobertas em 1960, ao surgimento de um surto ocorrido
em perus na Inglaterra, onde foi dado inicialmente o nome de doenga X. 1Sso gerou um
grande interesse pela comunidade cientifica para o conhecimento da dindmica de acao
destes metabolitos e seus efeitos diversos nos seres vivos (FORGACS, 1962, citado por
BENNETT; KLICH, 2003).

Micotoxinas sdo metabolitos secundarios tdxicos para seres humanos e animais,
produzidos por varias espécies fungicas, particularmente por espécies de Aspergillus,
Fusarium, Penicillium, Claviceps e Alternaria (HUWIG et al., 2001). Estes compostos
tem sido descritos ha décadas, porém, no inicio da década de 60, através do
descobrimento das aflatoxinas, estes compostos comecaram a ser caracterizados
quimicamente (RAMOS GIRONA, 2011). A palavra “aflatoxina” ¢ a combinagdo de 3
palavras, sendo “a” o género Aspergillus, “fla” para a designacao da espécie flavus e
“toxina” que significa veneno (BAKIRDERE, 2012).

Compreendem um grupo de centenas de substancias toxicas quimicamente
diferentes, sendo as aflatoxinas, ocratoxina A, tricotecenos, zearalenona e fumonisinas
as micotoxinas mais comuns (HUWIG et al., 2001).

Sob condicdes favoraveis, estes fungos desenvolvem-se naturalmente nas plantas
ou nos gréos, podendo a infec¢do ocorrer na lavoura e/ ou durante estocagem (BONNA
etal., 1991).

Relata-se que o consumo de dietas contaminadas com micotoxinas pelos animais
pode induzir micotoxicose aguda e/ou cronica produzindo efeitos teratogénicos,
carcinogénicos, estrogénicos ou imunossupressores. Em adicdo a estes efeitos toxicos,
observam-se perdas econdmicas devido a recusa de alimentos, baixa conversdo
alimentar, diminuicdo do peso corporal, aumento da incidéncia de doencas e

interferéncia com a capacidade reprodutiva (HUWIG et al., 2001).

Aflatoxinas sdo micotoxinas que geram grandes perdas e maiores custos na
producdo, devido & sua alta toxicidade e devido as regulamentacdes governamentais de
limites maximos tolerados (ATANDA, 2012; MOSS, 1996; BONNA et al., 1991).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aflatoxinas

Os impactos econdmicos da contaminacdo por aflatoxinas tem se tornado um
problema de magnitude mundial, chegando a afetar aproximadamente 25% do mercado
mundial de grdos, estimado pela Food and Agriculture Organization (FAO) nos Estados
Unidos. (FAO, 1997). Os custos incluem os gastos com preservantes, a desvalorizacéo
dos precos das commodities e 0 impacto na performance produtiva dos animais.

As micotoxinas tem o peso molecular baixo (BENNETT, 1987 citado por
ATANDA, 2012). O micélio dos fungos filamentosos evolui para utilizar de forma
eficiente substratos que se encontram sobre superficies ou interiores onde o fungo se
desenvolve. Os fungos sdo capazes de secretar enzimas e quebrar complexos
moleculares para, entdo, absorve-los com um peso molecular menor, para entdo utiliza-
los no metabolismo ou na producdo de metabdlitos secundarios, ndo essenciais ao
processo de desenvolvimento do micélio (Bushell, 1989 citado por MOSS, 1996).

Algumas aflatoxinas derivadas s&o classificadas como grupos B ou G,
dependendo da cor fluorescente emitida (azul ou verde, sendo blue ou green, em inglés,
respectivamente) sob iluminagdo ultravioleta. A. parasiticus é a espécie mais
toxicogénica, e a maioria das cepas € produtora de ambas toxinas: B e G (Van
Egmond,1989a citado por MOSS, 1996). Elas sdo substancias cristalinas, solliveis em

solugcdes moderadamente polares, como metanol e cloroférmio (Figura 1).
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Figura 1: Estrutura quimica dos diferentes tipos de aflatoxinas.
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Fonte: FOOD-INFO, 2013.

Elas sdo muito estidveis na maioria dos alimentos, e muito resistentes a
degradacdo. Mas processos comerciais podem reduzir consideravelmente a
concentracdo da toxina, como a remocdo das particulas quebradas dos grdos, moagem e
diluicdo da matéria-prima (EUROPEAN MYCOTOXINS, 2012).

Estd comprovado o efeito carcinogénico das aflatoxinas, tanto em humanos
como nos animais, tanto por contaminacdo da racdo ingerida (animais), como pelo
consumo de carne e leite contaminados (humanos) (IARC, 2012; MIRAGLIA et al.,
1996 citado por PAPP, 2002).

Aflatoxina B1 (AFBL1) € a mais carcinogéncia substancia produzida pelas
espécies do género.

Aspergillus (IARC). A substancia € responsavel por necrose de figado e, sob
exposicdo cronica, por tumores de figado (carcinoma hepatocelular) (VAN EGMOND,
1989 citado por MOSS, 1996).
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Ap0s ingestdo, a AFB1 é metabolizada por enzimas e gera o metabolito ativo
8,9-epoxido que pode ser encontrado posteriormente ligado ao DNA como a albumina
sérica, formando a molécula aduzida aflatoxina-N-7 guanina e lisina. A ligacdo ao DNA
mostra-se a precursora para a hepatocarcinogénise (PAPP, 2002).

A presenca do fundo ndo necessariamente implica na presenca de toxina. As
espécies de fungos podem produzir toxina em gréos quando se encontram sob condic¢des
de estresse, e/ou quando a umidade e temperatura da matéria-prima encontram-se
elevadas (SCHUSTER et al. 1993 citado por PAPP, 2002). A umidade relativa minima
requeria em alimentos que permite o crescimento do A. flavus é ao redor de 85%
(atividade de agua de 0.85), e a temperatura acima dos 25°C. A secagem apés a
producdo dos metabolitos secundarios ndo afetam os niveis de contaminacdo ja
existentes (PITTED, 1998; SABINO, 1996; WILSON e PAYNE, 1994 citados por
MALIA, 2007). Como o clima é um importante fator para a producéo de aflatoxinas, ela
pode ser facilmente encontrada em paises localizados na América do Sul, Africa, Asia e
Australia (AKANDE et al, 2006).

2.2 Legislacao

Nas ultimas décadas, apenas as aflatoxinas e a ocratoxina A tinham
regulamentacdo para alimentos de origem animal. Para as outras toxinas, os protocolos
de seguranca se baseavam no controle da contaminacdo de alimentos de origem vegetal
tanto para consumo humano como animal.

Atualmente, outras micotoxinas estdo inclusas, e os valores recomendados sdo
especificados no conhecimento de toxicidade e potencial de acimulo destas moléculas
nos derivados animais. Assim, limitando a exposi¢do dos animais através do controle da
racdo ingerida por estes, é possivel garantir que ndo haja residuos destas substancias nos
produtos de origem animal (BAILLY & GUERRE, 2009).

Assim, foram criados limites de contaminacdo tolerados, a fim de garantir a
qualidade dos produtos e a saude dos seres humanos. Estes limites variam em cada pais,
mas mesmo assim é possivel a garantia da contaminacéo dos alimentos.

O FDA americano (Food and Drug Administration-EUA) utiliza niveis de
seguranca para contaminantes presentes em alimentos e racdo animal. O limite seguro
para milho, amendoim e carocos de algodao destinados para ragdo animal sdo de 100-
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200 ppb; para pequenos animais séo 20 ppb. Para a alimentagédo humana, o limite de 20
ppb deve ser respeitado, excetuando-se o leite, onde o limite maximo € de 0,5 ppb
(FDA, 1994).

No Brasil, a regulamentagdo mais recente em alimentos é a RDC 07/2011
(ANVISA, 2011), que estabelece os limites maximos tolerados para as aflatoxinas
(AFB1+AFB2+AFG1+AFG2 e AFM1), ocratoxina A, deoxinivalenol, fumonisina
(FB1+FB2) e zearalenona em alimentos prontos para consumo ou matérias-primas.
Estes limites devem ser atendidos nos mais diferentes niveis de producdo até o ano de
2016.

Tabela 1: Limites maximos estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) para as diferentes micotoxinas em milho e seus subprodutos.

Milho e subprodutos

Micotoxina

(ppb)
Aflatoxinas (B1, B2, G1 e G2) 20
Deoxinivalenol 3000
Fumonisina 5000
Zearalenona 400

Fonte: ANVISA, 2011.

2.3 Aditivos Antimicotoxinas

Diaz & Smith (2005) citam que desde a descoberta das micotoxicoses por volta
dos anos 60, pesquisadores tém desenvolvido estudos com intuito de eliminar ou
minimizar os efeitos destes inevitaveis contaminantes nos alimentos. Entretanto, o
grande numero de micotoxinas existentes e suas diferengas de composi¢do quimica
dificultam o desenvolvimento de metodologias que visam proteger os animais das
micotoxicoses. De acordo com Lopez-Garcia & Park (1988) citados por Diaz & Smith
(2005), entre os varios métodos disponiveis para evitar a presenca de micotoxinas nos
alimentos, encontram-se aqueles mais simples que se baseiam na prevencdo da

formacdo das micotoxinas nos diferentes estagios da cadeia produtiva. Porém, é muito
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dificil evitar a formagdo de micotoxinas na pré-colheita, colheita e estocagem e uma vez
que o alimento torna-se contaminado, 0 método mais efetivo para impedir a ingestéo é a
eliminagdo do produto, o que se torna invidvel. Sendo assim, as micotoxinas estéo
frequentemente presentes nos alimentos destinados aos animais e induzem perdas
econdmicas representativas para a agricultura e indastria animal (DIAZ & SMITH,
2005).

Neste cendrio, 0os adsorventes se tornam necessarios para obter-se uma reducdo
nos impactos negativos causados pelas micotoxinas, e para consegui-se obter uma
melhora nos indices produtivos de proteina animal, através da remocao e/ou inativacdo
das micotoxinas contidas nas racdes utilizadas no crescimento destes animais.

Como as aflatoxinas foram as primeiras descobertas, muito conhecimento
técnico foi desenvolvido para este grupo de micotoxinas e, por isso, aditivos
antimicotoxinas para aflatoxinas séo vidveis e muito eficientes.

Estas estratégias incluem métodos fisicos, quimicos e bioldgicos e qualquer um
deles deve apresentar alguns pré-requisitos como efetividade na remocao, destruicdo e
inativacdo das micotoxinas; auséncia de efeitos toxicos ou carcinogénicos nos produtos
tratados que serdo utilizados na alimentacdo animal; ndo devem alterar as propriedades
nutritivas e a palatabilidade dos alimentos, assim como devem ser economicamente e
tecnologicamente vidveis sem alterar o preco final do produto (DIAZ & SMITH, 2005).

Conforme citado por Huwig et al. (2001), os métodos biol6gicos envolvem a
degradacdo das micotoxinas por microrganismos, enquanto os métodos quimicos
induzem a destruicdo de micotoxinas por diferentes produtos quimicos (&cidos ou
basicos) ou tratamentos por ozonizacdo e amoniacdo. Ja 0s métodos fisicos estdo
centrados na remocdo das micotoxinas através da utilizacdo de diferentes substancias
inorganicas, denominadas adsorventes ou aditivos antimicotoxinas (AAM), adicionadas
as dietas contaminadas. De acordo com o regulamento técnico sobre aditivos para
produtos destinados a alimentacdo animal (MAPA, 2004), os adsorventes sao
substancias capazes de fixar moléculas, estando classificados no grupo de aditivos
tecnologicos. Atualmente, a utilizacdo destes adsorventes como agentes
descontaminantes de micotoxinas constitui 0 método mais pratico, econdmico e mais
amplamente utilizado na nutricdo animal, especialmente na alimentacdo de suinos de

aves.



16

Segundo Avantaggiato et al. (2005), a Comunidade Europeia preconiza a
utilizacdo dos métodos fisicos como estratégia de descontaminagéo e relatam que 0 uso
de adsorventes é recomendado aos produtores com o objetivo de proteger os animais
dos efeitos nocivos das micotoxinas. Estas substancias inorganicas atuam como
esponjas quimicas adsorvendo as micotoxinas no trato gastrintestinal, prevenindo assim

a absorcdo sanguinea e subsequente distribuicdo aos 6rgaos-alvo.

A prdética de adicionar adsorventes (ou sequestrantes) de micotoxinas a racdo tem
0 objetivo de estes dois elementos (adsorvente e micotoxina) se unirem no trato
gastrintestinal (TGI) dos animais, tornando-as ndo-absorviveis e, assim, diminuindo
seus efeitos danosos através da diminuicdo da biodisponibilidade (PHILLIPS, 2008;
DIAZ, 2004)

Diaz & Smith (2005) ressaltam que os adsorventes, além de prevenir ou limitar
a absorcdo das micotoxinas no trato gastrintestinal devem ser efetivos contra varias
micotoxinas, uma vez que os alimentos normalmente encontram-se contaminados com
mais de uma delas. Afirmam ainda, que a sua utilizacdo deve ser pratica, seus pregos
razoaveis, devendo ser livres de impurezas, sabor e odor, ndo devendo ocupar grande

parte da alimentacdo ou interferir com as propriedades nutricionais dos alimentos.

Avantaggiato et al. (2005) afirmam que a eficacia da adsorcdo depende da
estrutura quimica de ambos, adsorvente e micotoxina. Estes autores ressaltam que o
fator mais importante da adsorcdo € 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 adsorcéao.

O uso extensivo destes adsorventes tem levado a uma ampla disponibilidade de

produtos no mercado, a maioria deles apresentando alta capacidade de adsor¢do “in vitro”.

Entretanto, testes “in vivo” sdo importantes para confirmar a eficicia de adsor¢édo

(AVATAGGIATO et al., 2005), uma vez que varias pesquisas tém demonstrado que a
habilidade de um adsorvente para sequestrar uma micotoxina “in vitro” nao
necessariamente esta correlacionada com a sua resposta “in vivo” (DIAZ & SMITH,
2005).

A pratica de adicionar agentes aditivos antimicotoxinas tem sido amplamente
estudada na tentativa de se obter materiais capazes de reduzir ao maximo os efeitos



17

maléficos das micotoxinas (PHILLIPS, 2008; DIAZ, 2004). Estes aditivos oferecem um
grande potencial na prevencado da toxicidade dos animais. Nos Estados Unidos, apenas o
Estado do Texas teve regulamentado pelo FDA o uso de aditivos antimicotoxinas,
restando aos outros Estados o uso de agentes com a finalidade anti-caking.

O sucesso de alguns adsorventes € debatida devido ao complexo processo que
envolve a combinacdo da molécula, e que inclui varidveis dos materiais tais quais
porosidade, acidez da superficie, temperatura, pH do meio e distribuicdo de ions
susceptiveis a troca (YENER et al., 2012; GALVANO et al., 1998).

2.3.1 Carvao Ativado

A efetividade do carvdo ativado na adsorcdo de aflatoxinas é variavel.
(PIMPUKDEE et al., 2004; EDRINGTON et al., 1996). Em pesquisas realizadas com
frangos de corte, Dalvi & Ademoyero (1984) avaliaram a habilidade do carvéo ativado
em prevenir as alteracGes funcionais hepaticas causadas pela ingestdo de aflatoxinas
nesta espécie. Quando as aves foram alimentadas com uma mistura de 6 mg/Kg/PV de
AFB1 e 200 mg/Kg/PV de carvéo ativado, foi observado que as alteragdes funcionais
hepéticas, determinadas pela concentracdo da citocromo P-450 e pela atividade da
enzima transaminase oxaloacética glutamica (TGO), foram reduzidas ou prevenidas,
ressaltando o efeito positivo do carvao ativado. De forma similar, no trabalho de Dalvi
& McGowan (1984), o grupo de aves que recebeu 0,1% de carvao ativado adicionado a
dieta contendo 10 ppm de AFB1 demonstrou tendéncia de melhora no consumo de
alimentos e ganho de peso. Além disso, o0 adsorvente também foi capaz de prevenir os
efeitos inibitorios de AFB1 na concentracdo de citocromo P-450, assim como reduziu a
injuria hepatica avaliada pelos niveis soroldgicos de transaminase oxaloacética
glutamica.

Entretanto, Kubena et al. (1990a), estudando os efeitos do carvdo ativado em
frangos de corte, obtiveram muitos resultados diferentes. Quando carvao ativado foi
incluido a 0,5% na dieta, observaram que o0 mesmo nao foi capaz de reduzir a toxicidade
de AFB1 purificada ou presente em alimentos naturalmente contaminados e que
inclusive, o adsorvente pode ter aumentado os efeitos toxicos da micotoxina. Os autores

ndo souberam explicar o mecanismo exato pelo qual o carvao ativado aumentou a
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toxicidade da aflatoxina, porém acreditam em alteracGes quimicas nos sitios e nas
proporcdes de adsorcdo e desadsorcdo da molécula de aflatoxina.

Diaz et al. (2004) avaliaram carvéo ativado, bentonita sodica (BNa), bentonita
calcica (BCa) e glucana esteirificada juntamente com outros adsorventes de AFB1
atraves da reducdo de sua absorcdo pelos animais e consequente biotransformacao em
AFM1, excretada no leite.

Milho contaminado com 55 ppb de AFB1 foi fornecido a 16 vacas em lactagdo
pelo periodo de 20 dias. Elas receberam como tratamento 1,2% de AAM a base de BNa.
Foram obtidos no leite resultados de 1,24 ppb, 0,52 ppb, 0,43 ppb e 0,62 ppb,
respectivamente.

BNa, BCa e glucana esterificada apresentaram bons resultados no sequestro de
AFB1, diminuindo consequentemente a biotransformacdo desta em AFMI1. Ja a
conversao alimentar ndo apresentou eficiéncia significativa na adsorcéo da micotoxina.

Contudo, ha trabalhos onde foram obtidos bons resultados de carvéo ativado
como adsorvente de micotoxinas (JARD, 2011), inclusive comparando a eficiéncia de
algumas matérias-primas minerais, como as bentonitas. E outros trabalhos defendem a
ideia de que o carvdo ativado é mais eficiente para sequestro de micotoxinas como
zearalenona e deoxinivalenol (SABATER-VILAR et al., 2007)

Bueno et al. (2005) conduziram um estudo “in vitro” com o objetivo de avaliar o
desempenho de 5 tipos de adsorventes na capacidade de adsorcdo de zearalenona
(ZEA). Entre os produtos testados, o carvao ativado utilizado em niveis de 0,1%;
0,25%; 0,5% e 1% foi o0 que demonstrou melhor capacidade de adsorcao, ligando 100%
de ZEA, o que sugere que este adsorvente pode ser um bom candidato para detoxificar a
micotoxina presente nos alimentos. Um outro experimento realizado por Avantaggiato
et al. (2005) com o intuito de testar a eficacia de ligacdo de varios adsorventes
disponiveis no mercado para fusariotoxinas, indicou que a maioria dos produtos
disponiveis falhou em sequestrar as referidas micotoxinas. Carvdo ativado foi o Unico
produto com eficécia de ligacdo para todas as fusariotoxinas utilizadas no experimento,
adsorvendo 100% de FB1 (fumonisina B1) e ZEA e em torno de 50% de deoxinivalenol
(DON) e nivalenol (NIV).

Entretanto, os mesmos resultados ndo foram confirmados quando o adsorvente
foi testado in vivo.
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2.3.2 Adsorventes de Origem Organica

Os aditivos de origem organica sdo principalmente os derivados da parede da
levedura Saccharomyces cerevisiae, 0 qual apresenta agdo para varios tipos de
micotoxinas, como as aflatoxinas, fumonisinas e ocratoxinas (DIAZ; SMITH, 2005).

Esta levedura apresenta caracteristicas de tolerancia a baixos niveis de oxigénio,
variaces de temperatura e osmolaridade e boa tolerancia a mudancas de pH, inclusive
boa resisténcia a ambientes acidos, o que torna sua exploracdo comercial favoravel
(FIALHO, 2008).

Seu mecanismo de acdo como aditivo antimicotoxina (AAM) ainda ndo esta
totalmente elucidado, porem alguns autores sugerem que a capacidade do S. Cerevisiae
estd relacionada com a capacidade de adsorvente internamente a sua parede celular as
moléculas de micotoxinas, limitando sua disponibilidade para absorcdo pelo organismo
animal.

Em alguns experimentos, pode-se observar que em frangos de 1 a 21 dias de
idade, desafiados com 1000 ppb de AFB1 e com suplementacdo de 0,1% de
glucomananos na racao, evitou o aparecimento dos efeitos deletérios causados por estas
micotoxinas (SANTOS, 2010).

2.3.3 Argilas

Os adsorventes vem disponibilizando uma grande seguridade aos consumidores
de produtos de origem animal, uma vez que conseguem eficientemente reduzir os
efeitos e a contaminag&o destes tipos de produtos pelas micotoxinas.

Considerando que as aflatoxinas foram as primeiras a serem descobertas, e que
possuem muita informacao cientifica sobre elas, a procura por matérias-primas que as
adsorvessem também foi mais acentuada.

Porém, hd muita divergéncia nos resultados obtidos, principalmente devido a
diferencas na metodologia utilizada para a pesquisa e devido as fontes de obtencdo de
cada material mineral utilizado.

Argilas como as bentonitas (montmorilonitas), aluminossilicato hidratado de
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sodio (HSCAS), zeolita e sepeolita tem sido amplamente utilizados como agentes
sequestrantes de aflatoxinas (KUTZ et al., 2009; PIMPUKDEE et al., 2004).

A conformacdo destas argilas permite a adsorcdo das micotoxinas, pois
apresentam o esqueleto carregado negativamente, conseguindo atrair para o seu interior
0s metabolitos secundarios produzidos por fungos. Para esta caracteristica, se denomina
como capacidade de troca cationica (CTC), onde o distingue a quantidade de cations
intercambidveis por unidade de peso do material. As argilas com alta CTC possuem um
alto nimero de cargas elétricas negativas em sua superficie (SANTURIO, 2000).

Os tipos de adsorventes comercialmente utilizados se compde basicamente de
uma argila ou um blend de alguns tipos de argilas. Os materiais mais utilizados séo as
bentonitas sodicas e os HSCAS. Porem outro tipo que pode ser explorado sdo as
zeolitas.

Devem ser considerados que, independentemente da derivacdo de material
mineral a ser utilizado, cada fonte (mina) e 0 método de extracdo (mineracao), ou até
mesmo partidas diferentes de uma mesma mina apresentam caracteristicas especificas,
que irdo interferir e alterar a composicdo da matéria-prima, e que podem levar a
consideraveis mudancas na capacidade de adsor¢do das micotoxinas. Estas variaveis
devem ser consideradas e avaliadas através de um servico de garantia de qualidade, para
que todo o material extraido apresente a mesma caracteristica com relacdo a CTC e,
consequentemente, eficiéncia como AAM (THIEU & PETTERSSON, 2008).

O melhor método para tal avaliagdo é o estudo in vitro, onde o ensaio simula as
condicles gastrointestinais, tanto em pH acidos como basicos (pH 3,0 e pH 6,0 ou 7,0),
possibilitando um bom controle de qualidade para cada lote produzido.

Concomitantemente é importante estabelecer o correto percentual de incluséo do
material na racdo animal, com intuito de otimizar a capacidade de ligacgdo AAM-
micotoxina.

Através dos varios estudos in vivo ja desenvolvidos com estes materiais
(BETINA et al., 2005; DIAZ et al., 2003), fica claro que dose de inclusdo versus
desafio de micotoxina é extremamente importante. Estas séo condigdes que ndo podem
deixar de serem consideradas quando performace de produtos forem comparadas.
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2.3.3.1 Zedlitas

Sova et al. (1991) demonstraram que a zeolita incluida a 5%, significativamente
reduziu a heterofilia e linfopenia em frangos de corte alimentados com dietas
contaminadas com aflatoxina. Os autores, entretanto, notaram que a zedlita ndo protegeu
0s animais das alteraces agudas no parénquima hepético causadas pela exposicao da
micotoxina. Quando Harvey et al. (1993), alimentaram frangos de corte com uma dieta
contendo 3,5 ppm de aflatoxinas com e sem a inclusdo de 5 diferentes tipos de zedlitas
disponiveis no comércio, utilizadas na concentracdo de 0,5%, observaram que 3 das 5
zeOlitas testadas ndo foram eficazes em aliviar a diminuicdo no ganho de peso associado
a ingestdo de aflatoxina. J& os outros 2 produtos foram claramente efetivos em reduzir a
toxicidade. Similarmente, Parlat et al. (1999) mostraram que a adicdo de clinoptilolita
significativamente reduziu os efeitos negativos da aflatoxina no consumo de alimentos e
ganho de peso em codornas. Miazzo et al. (2000) através de testes in vitro identificaram
a alta habilidade de uma zedlita de sodio em adsorver aflatoxina. Os testes in vivo foram
realizados em frangos de corte alimentados com dieta adicionada de 2,5 mg de AFB1/
Kg e 1% de zedlita. As avaliagdes nos ganhos de peso demonstraram que nao houve
diferencas entre os animais controle e aqueles alimentados com AFB1 adicionada da

zedlita, sugerindo a eficacia do produto em adsorver a micotoxina.

2.3.3.2 Aluminosilicato Sédio - Célcio Hidratado (HSCAS)

E o adsorvente de micotoxinas mais amplamente estudado entre as argilas
minerais. O interesse no seu potencial de adsorver micotoxina é baseado na sua
habilidade de sequestrar substancias carregadas positivamente ou compostos catidnicos
(RAMOS & HERNANDEZ, 1997). Phillips et al. (2002) citam que este produto,
utilizado em niveis de até 0,5% no alimento, constitui-se num aditivo alimentar, cuja
finalidade é reduzir a umidade em géneros alimenticios e melhorar as propriedades de
fluxo durante estocagem e transporte. Além dessa importante fungdo, pesquisas tém
demonstrado a sua eficacia em reduzir a aflatoxicose em aves. Baseado em uma série de

estudos “in vitro” com varios minerais silicatos, Phillips et al. (1988) comprovaram que
0 HSCAS era o produto mais efetivo para sequestrar aflatoxina devido a sua alta
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afinidade e associacdo estavel com a AFB1. A partir dessas informacdes, varios
trabalhos foram desenvolvidos com o objetivo de caracterizar o mecanismo de adsor¢édo
da aflatoxina ao HSCAS. Phillips (1999); Phillips et al. (1995; 2002) e Grant & Phillips

(1998) relatam que a por¢ao B carbonil da molécula de aflatoxina liga-se a0 HSCAS
através dos ions aluminio presentes nas margens da molécula do adsorvente. Phillips
(1999) e Phillips et al. (2002) citam que a forte ligacdo da AFB1 ao HSCAS pode ser
explicada pelo mecanismo de compartilhamento de elétrons negativos provenientes da
superficie da argila com os atomos parcialmente positivos da molécula adsorvida. Os
carbonos que compde o sistema dicarbonil na molécula de aflatoxina s&o parcialmente
positivos, portanto, essenciais para 0 mecanismo de adsorcdo. Além disso, utilizando
modelos moleculares, demonstraram que a adsor¢édo da aflatoxina ocorre principalmente
nas superficies internas (regides intercamadas) da molécula do HSCAS, sendo as
superficies externas responsaveis por menores quantidades de adsorcdo. Relatam, ainda,
que outros mecanismos de adsorcdo podem envolver a quelagdo, ou seja, a interacdo da
AFB1 com varios metais nos sitios terminais da molécula ou com céations

(especialmente calcio) das regides intercamadas.

HSCAS, fornecido principalmente na concentracdo de 0,5% nas dietas, tem sido
testado em uma grande variedade de animais, incluindo frangos, perus, suinos, visons,
bovinos e ovinos.

Frangos De Corte

Em pesquisas realizadas em frangos de corte, Davidson et al. (1987)
demonstraram que a adicao de 0,5% de HSCAS a dietas contaminadas com 20 e 80 pg
de aflatoxinas/Kg de alimento, foi capaz de reduzir a disponibilidade da micotoxina no
figado e sangue das aves.

Phillips et al. (1988) através de testes in vitro demonstraram a alta afinidade e
estabilidade de ligagdo do HSCAS a AFB1 em diferentes solugdes aquosas. Realizando
estudos in vivo em frangos de corte e galinhas Leghorn mostraram que a administragéo
de 0,5% de HSCAS significativamente diminuiu os efeitos inibitérios de 7,5 mg de
AFB1/Kg de alimento. Os mesmos resultados foram encontrados por Kubena et al.
(1988) que demonstraram que a adicdo de 0,5% de HSCAS reduziu os efeitos
inibitérios observados no crescimento quando frangos de corte e galinhas Leghorn

foram alimentados com dietas contendo 7,5 mg de AFB1/Kg ou 5 mg de aflatoxinas
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totais/Kg. Com o0 mesmo desenho experimental, Kubena et al. (1990a) confirmaram que
0,5% de HSCAS foi capaz de diminuir o impacto téxico nos ganhos de peso e taxas de
crescimento produzido pela ingestdo de aflatoxinas. Também observaram que com
excecdo do peso relativo da Bursa de Fabricius, os pesos relativos do figado, rins,
proventriculo e moela, assim como as concentracdes das proteinas plasmaticas totais,

albumina e GGT no soro ndo foram afetadas quando HSCAS foi incluido na dieta.

Doerr (1989) demonstraram que pequenas doses de HSCAS (0,125%) foram
eficazes em proteger frangos de corte quando 2 mg de aflatoxinas foram adicionadas a
dieta, observando-se 50% de melhora nos parametros avaliados. Entretanto, a completa
protecdo foi obtida quando o adsorvente foi utilizado em niveis de 0,5%.

Scheideler (1989) obteve efeitos positivos no crescimento de frangos de corte e
prevencdo do aumento dos lipidios hepaticos quando HSCAS foi adicionado a dietas das
aves. Entretanto, observou um incremento dos niveis de fésforo sanguineo. Ja& Chung &
Baker (1990) conduzindo um estudo com o objetivo de avaliar o efeito do HSCAS na
utilizacdo do fdésforo sanguineo obtiveram resultados diferentes. Observaram que a
inclusdo de 0,5% e 1% do adsorvente ndo apresentou efeitos na utilizacdo do mineral,
indicando que este produto ndo impede a utilizacdo do fosforo inorganico. Resultados
similares foram obtidos na utilizacdo de riboflavina, vitamina A e magnésio, porém
neste estudo, observou-se reducdo significativa do zinco quando HSCAS foi utilizado a
1% (CHUNG & BAKER, 1990). OQutros resultados foram obtidos por Scheideler
(1993), que ao conduzir um novo estudo em frangos de corte observou que a adi¢éo de
1% de HSCAS a dietas contaminadas com 2,5 mg de AFB1 /Kg de alimento melhorou
as taxas de crescimento e suprimiu a quantidade de lipidios hepéticos causados pela
ingestdo da micotoxina, informagdes similares ao seu trabalho anterior. Entretanto, neste
trabalho, a adicdo de HSCAS isolado causou aumento da cinza déssea e deprimiu 0s

niveis de cloro sérico.

Araba & Wyatt (1991) mostraram que quando HSCAS foi adicionado a dietas de
frangos de corte contaminadas com 5 mg de aflatoxinas /Kg de alimento, a toxicidade
foi reduzida.

Kubena et al. (1993a) testaram trés tipos diferentes de aluminossilicatos que
apresentaram altos indices de adsor¢do de aflatoxinas in vitro. A incorporacdo de

0,5% destes produtos em dietas de frangos de corte contaminadas com 2,5 e 5 mg/Kg de
aflatoxina significativamente reduziu os efeitos da aflatoxina no peso corporal, peso
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relativo dos 6rgdos e bioquimica sanguinea. Porém, observaram que esses resultados
apresentaram diferencas entre os produtos, o que enfatiza que os aluminosilicatos
podem diferir na sua habilidade de protecdo contra a aflatoxicose.

Ledoux et al. (1999) em estudos in vitro encontraram que HSCAS foi capaz de
adsorver 100% de AFB1 a pH 3,0 e pH 9,0. A avaliagéo in vivo do adsorvente,
utilizando frangos de corte alimentados com dietas contendo 4mg/Kg de AFB1 e
incluidas de 1% do HSCAS, demonstrou efeitos positivos do adsorvente nos parametros

de ganho de peso, peso dos 6rgdos, niveis bioquimicos e lesdes hepaticas.

Pimpukdee et al. (2004) estudando a inclusdo de 3 niveis diferentes de HSCAS
(0,5%; 0,25% e 0,125%), constataram que a adicdo do adsorvente significativamente
protegeu as aves dos efeitos toxicos causados pela ingestdo de 5mg/Kg de aflatoxina,
além de preservar os niveis de vitamina A, mesmo quando utilizado na concentracdo de
0,125%. Os autores observaram ainda que os melhores resultados foram obtidos quando
0 HSCAS foi utilizado em niveis de 0,25%, ndo sendo tdxico em nenhuma das dosagens

utilizadas.

Como o HSCAS é habil em sequestrar aflatoxina, sua capacidade em adsorver
outras micotoxinas foi estudada por Huff et al. (1992), os quais demonstraram em um
experimento de 3 semanas que a adigdo de 0,5% de HSCAS a frangos de corte
alimentados com dietas contendo 2g/kg/alimento de ocratoxina A, associada ou ndo a
3,5 g/kg/alimento de aflatoxinas, foi capaz de reduzir os efeitos toxicos causados pela
ingestdo de aflatoxina somente, ndo apresentando eficacia quando as aves receberam
dietas com ocratoxina A isolada ou em combinacdo com aflatoxina. Resultados
similares foram encontrados por Kubena et al. (1990b) quando utilizaram HSCAS para
adsorver T-2. A adicdo de 0,5% de HSCAS a dietas com 8 mg de T-2 /Kg, com e sem
aflatoxinas, demonstraram que HSCAS significativamente diminuiu alguns dos efeitos
toxicos da aflatoxina quando presente isolada ou em combinagdo com T-2, porém ndo
teve efeito na toxicidade das dietas contendo T-2 somente. Posteriormente, Kubena et
al. (1998) adicionaram HSCAS em niveis de 0,25%; 0,375% e 0,8% a dietas de frangos
de corte contaminadas com 5 mg de aflatoxina e 8 mg de T-2 /Kg, obtendo resultados
similares ao trabalho anterior. Mais uma vez, Kubena et al. (1993b) demonstraram que
HSCAS a 0,5% foi eficaz em proteger frangos de corte dos efeitos toxicos causados pela
ingestdo de aflatoxina. Entretanto apresentou limitada protecao contra os efeitos
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combinados de aflatoxina associada a 5 mg/Kg/dieta de diacetoxiscirpenol (DAS) e
nenhuma protecdo quando DAS foi administrada isolada.

Dwyer et al. (1997) avaliaram a habilidade de diferentes adsorventes
inorganicos, entre eles 0 HSCAS, em adsorver &cido ciclopiazdnico em experimentos
in vivo. Para isto, frangos de corte foram alimentados durante 21 dias com dietas
contendo 45 mg/Kg de &cido ciclopiazénico adicionadas de 1% do adsorvente. O
tratamento com os adsorventes inorganicos ndo diminuiu os efeitos inibitorios da toxina
no ganho de peso e aumento de peso dos Orgédos, entretanto observaram melhores
resultados dos pardmetros hematol6gicos e bioquimicos. Mesmo assim, 0s autores
afirmam que os adsorventes testados foram ineficazes em prevenir a toxicidade do acido

ciclopiazonico in vivo.

2.3.3.3 Montmorilonitas (Bentonitas)

As bentonitas sdo argilas com predominancia de montmorilonitas. Conforme a
composicdo de cations intercambiaveis podem ser classificadas como bentonitas de
calcio, magnésio, potassio e sodio. Devido ao seu contetdo de montmorilonita, as
bentonitas incham e formam géis tixotropicos (DIAZ & SMITH, 2005).

Recentemente, Desheng et al. (2005) desenvolveram um estudo de adsorcéo
isotérmica da AFB1 em montmorilonita. Os autores encontraram que a quantidade
méaxima de adsor¢do em solugdo aquosa a pH 2 e 8 foi de 613,5 ug (80%) e 628,9 ug
(90%) de AFB1/g de montmorilonita, respectivamente. Os resultados deste estudo
demonstraram que o0 mecanismo de adsor¢do ocorreu preferencialmente nas
extremidades da molécula de montmorilonita, por meio de duplas ligacGes de

hidrogénio, ndo havendo ligacao nas areas internas.
A avaliacdo da eficacia das bentonitas como agentes sequestrantes de

micotoxinas tem sido testada in vitro e in vivo utilizando varias espécies animais,
particularmente frangos de corte e suinos.

Avaliac0es in vitro

Masimango et al. (1978) apud Diaz & Smith (2005), demonstraram que Vvarias
bentonitas tinham a habilidade de ligar AFB1 em solugdo tampé&o. Entretanto, Dvorak
(1989) mostrou que a bentonita era eficaz em adsorver AFB1 em diferentes meios
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liquidos assim como agua, solucédo salina, soro e conteudo gastrico de suinos e liquido
ruminal de bovinos. Similarmente, Ramos & Hernandéz (1996) também demonstraram
a alta capacidade das bentonitas em sequestrar aflatoxinas em diferentes solugdes.

Diaz et al. (2002) avaliaram a capacidade in vitro de 3 bentonitas de sédio e 1
bentonita de calcio em adsorver 5ug de AFBL. Neste estudo, encontraram que as
bentonitas testadas foram habeis em adsorver 95%-98% de AFBL, independente do pH,
indicando que estes agentes apresentam forte habilidade de adsorcdo, porém enfatizam a
necessidade de estudos in vivo. Resultados diferentes foram obtidos por Bueno et al.
(2005) ao avaliar a eficacia de adsorcéo das bentonitas para ZEA.

Frangos De Corte

Utilizando frangos de corte, Santurio et al. (1999) conduziram um estudo para
avaliar a eficicia de 0,25% e 0,5% de bentonita de s6dio natural na prevencdo dos
efeitos toxicos causados pela ingestdio de 3 mg de aflatoxina/kg de alimento.
Observaram que a bentonita, quando incluida na concentracdo de 0,5%, melhorou os
ganhos de peso, consumo de alimentos e eficiéncia produtiva. Os pesos dos 6rgdos
(figado, coracdo, pancreas e papo), assim como 0s parametros bioquimicos ndo foram
afetados pela inclusdo do adsorvente. Entretanto, constataram que 0s niveis séricos de
fésforo foram reduzidos em 30%.

A inclusdo de montmorilonita a dietas de frangos de corte na concentracao de

0,5%, significativamente reduziu os efeitos adversos da administragdo de 200 pg de

AFB1/ Kg de alimento. Os depositos de célcio, fosforo, cobre, ferro e zinco ndo foram
alterados pela ingestdo de AFB1 associada a montmorilonita, entretanto os niveis de
manganés, chumbo e fltor foram diminuidos pela adi¢do do adsorvente (DESHENG et
al., 2005). Ja Southern et al. (1994) ao realizarem um experimento com a finalidade de
determinar a interferéncia de 0,5% de bentonita de sodio e HSCAS no desempenho de
crescimento e concentracdo de minerais da tibia em frangos de corte alimentados com
dietas desprovidas de minerais, observaram que a incluséo dos adsorventes ndo alterou o
percentual de cinza da tibia, do célcio ou do fosforo. Além desse efeito, houve um
aumento do consumo de alimentos, o que resultou no incremento do ganho de peso.

A possivel interferéncia da bentonita de sodio na eficacia da monensina e

salinomicina, utilizadas para o tratamento da coccidiose aviaria, foi pesquisada por Gray
et al. (1998). Os resultados deste estudo sugerem que a bentonita incluida a 0,5% nas
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dietas somente poderd interferir na eficacia dos anticoccidiostaticos quando estes
compostos sdo adicionados em niveis menores que os recomendados. Entretanto, na
pratica esse problema ndo devera ocorrer, uma vez que 0s niveis indicados de
monensina e salinomicina sdo altos o suficiente para permitir a interferéncia.

Rosa et al. (2001) avaliaram a eficacia de uma bentonita de sodio proveniente do
sul da Argentina. A utilizacdo de 0,3% da bentonita em dietas de frangos de corte
contendo 5 mg de aflatoxina/kg, amenizou os efeitos toxicos causadas pela ingestdo da
micotoxina, porém lesbes hepaticas caracterizadas por esteatose foram observadas,
indicando a pouca eficacia desta bentonita em adsorver aflatoxina no trato
gastrintestinal. Por outro lado, a administracdo do adsorvente ndo afetou o desempenho
das aves quando utilizado isoladamente nas dietas.

A adicdo de bentonita em niveis de 0,3% a dietas de frangos de corte
contaminadas com 200 mg/Kg de FB1 e 2,5 mg/Kg de AFB1, significativamente
reduziu os efeitos toxicos da AFB1 isolada ou em associacdo a FB1, observados no
ganho de peso, peso dos 6rgdos, padrdes bioquimicos e lesbes hepaticas (MIAZZO et
al., 2005).

Pasha et al. (2007) avaliaram a eficiéncia de BNa com inclusdes de 0,5% e 1%,
HSCAS (Sorbatox) a 0,5% e HSCAS (Klinofeed) contra um desafio de 100 ppb de
aflatoxinas em racdo para frangos de corte.

Na fase inicial, onde os danos causados pela toxina sdo mais acentuados devido a
rapida deposicdo de proteina muscular, os resultados mostraram que a BNa obteve a
melhor eficiéncia no sequestro das aflatoxinas (acumulando 856,8 g de ganho de peso
nesta fase), quando comparado com o grupo controle negativo (1029,4 g) e o controle
positivo (663,7 g), e contra os produtos a base de HSCAS (Sorbatox com 649,5 g;
Klinofeed com 638,5 g). Inclusive, o BNa obteve melhores resultados no ganho de peso
na inclusdo de 0,5% quando comparado com a inclusdo de 1%. Este estudo mostrou que
a adicdo de 0,5% de BNa a racdo de frangos de corte foi efetivo na reducdo da

toxicidade, possibilitando um bom ganho de peso na fase inicial.
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Abstract

The protective effect of Brazilian natural calcium montmorillonite (BCM) in the
prevention of aflatoxicosis in chickens was studied. One thousand and fifty-six 1 d-old

Cobb male broilers were housed in experimental pens (22 chickens per pen) for 42 d.
Two levels of aflatoxins (0 and 3 mg kg'l) and three levels of BCM (0, 2.5and 5 g kg'l)
were assayed. Each treatment had eight replicates of 22 broiler chickens each. Of all the

chickens tested in the experiment, the ones treated with aflatoxins were the most

adversely affected. The addition of BCM to the contaminated diets at concentrations of

25and5.0g kg'1 improved the chickens’ body weight (P<0.0001) at 42 d of age by

13.8 and 22.6%, respectively; increased feed intake by 13.6% (2.5g kg'1 BCM) and

29.2% (5 ¢ kg'1 BCM), and improved the productive efficiency index by 39.4 and
49.8%, respectively. Dietary BCM in diets containing aflatoxins positively affected

parameters such the weights of the chickens’ hearts (P=0.0088) and gizzards

(P=0.0319). Serum parameters were not affected when BCM was added to the diets.
BCM did not cause adverse effects on the chickens that did not receive aflatoxin. The

BCM partially neutralised the effects of aflatoxins on broilers when included at levels of

25and5.0g kg'1 in the diet.

Key words: aflatoxins; Brazilian calcium montmorillonite; broiler chickens;

performance; blood parameters; natural clay
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INTRODUCTION

Aflatoxins are recognised as important mycotoxins because of their toxicity and
their widespread occurrence as natural food contaminants, principally in tropical and
subtropical countries (Kubena et al., 1990a). The toxicity of aflatoxins in broiler

chickens has been described in detail elsewhere (Doerr et al., 1983; Huff et al., 1983).

There are two types of naturally occurring bentonites: calcium montmorillonite
(BCM) and sodium montmorillonite (Wright, 1968). Montmorillonites are clays that
originate from the smectites, and their physical properties are those of this mineral
group. Natural clays have been used in chicken rations primarily as an agglutinant to

improve pellet quality (Araba, 1992).

Several studies demonstrate that sodium aluminosilicate, sodium calcium
aluminosilicate, BCM and clinoptilolite can adsorb aflatoxins (Phillips et al., 1988;
Araba and Wyatt, 1991; Scheideler, 1993; Santurio et al., 1999). This adsorptive
capability was demonstrated in vitro and in vivo (Doerr, 1989; Kubena et al., 1990b;
Oguz et al., 2000), and is related to the ion exchange between aflatoxins and free
radicals of these substances. Variable degrees of adsorption occur, depending on the
chemical structure of each adsorbent. Adsorption of aflatoxin B on untreated bentonite,
hydrated calcium bentonite, hydrated sodium bentonite and hydrated sodium calcium
bentonite was 67.39, 55.51, 80.83 and 68.55%, respectively (Chaturvedi et al., 2002;
Desheng et al., 2005). Desheng et al. (2005) conducted in vitro studies of the isothermal
adsorption and the adsorptive mechanism of aflatoxin B1 (AFB1) on BCM. These
authors found that the maximum amounts of AFB1 adsorbed by AFB1-BCM complex
by using aqueous solution at pH 2 and 8 were 613.5 and 628.9 ug of AFB1 per gram of
BCM, respectively. The authors measured the structure of AFB1-BCM by using X-ray

diffraction and infrared absorption spectrum. The results suggested that the mechanism
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of AFB1 adsorbtion by BCM was that AFB1 sorbed onto the edge of BCM by a double
hydrogen bond, and that AFB1 molecules did not penetrate the interlayer of BCM.

Testing four different aluminosilicates, Scheideler (1993) observed that the in
vitro adsorption capability of these substances on AFB1 in the intestinal tract varied
from 0 to 40 percent according to the type of aluminosilicate tested. Santurio et al.
(1994) in an in vitro test with six adsorbents (two sodium and calcium aluminosilicates,
one zeolite and one sodium aluminosilicate), detected variations in adsorption from 17
to 87%, depending on the adsorbent.

Araba and Wyatt (1991) compared the adsorption efficiency of sodium
bentonite, hydrated sodium calcium aluminosilicate and ethacal at concentrations of 5
and 10 g kg'1 in the feed of broiler chickens. The authors reported that the different
adsorbent substances did not alter the chickens’ performance with the exception of the
sodium calcium aluminosilicate, which reduced feed intake and body weight gain
(BWG) and increased water intake.

The objective of this experiment was to evaluate the efficacy of natural BCM at
concentrations of 0, 2.5and 5 g kg'1 in broiler chicken rations to reduce the toxic effects

of aflatoxins.

MATERIAL AND METHODS

Brazilian Calcium Montmorillonitel

The adsorbent used in our experiment (CAS: 1302-789) is produced from mines

in northeast Brazil, and its composition is described in the Table 1.

Contamination of diet with aflatoxins

L ALPHAFEED® - Buntech Tecnologia de Insumos — S&o Paulo, Brazil
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Aflatoxins were produced by fermentation in converted rice under constant
stirring and controlled temperature. The NRLL 2999 strain of Aspergillus parasiticus
was used according to the method described by Shotwell et al. (1966) and improved by
West et al. (1973). After autoclaving with open valve to stop fungal growth, the rice was
dried with hot air and ground in a coffee grinder. The aflatoxin concentration was
determined by using spectrophotometric (Camontney and Nesbitt, 1965) and HPLC

methods (Thorpe et al., 1982).

A total of 760 mg kg'l of aflatoxins was obtained with the dry fermentation
method, using rice as substrate that contained 86% AFB1, 8% AFB2, 4.6% AFG1 and
1.4% AFG2. The ground rice was added to the diets in the required proportion. The
concentration of ground rice never exceeded 1% of the total diet.

The basal diets were analysed for thwe presence of other mycotoxins as

zearalenone, fumonisins, ochratoxin A, Deoxynivalenol and T-2 toxin.
Rearing conditions

One thousand and fifty-six 1 d-old male Cobb broilers were housed in 48
experimental pens (22 chickens per pen), that measured 1.5 x 1.5 m. A 2 x 3 factorial

design, with two levels of aflatoxins (0 and 3 mg kg'l) and three levels of BCM (0, 2.5,

and5g kg'l) was used, totaling six treatments with 8 replicates each.
Animals were fed a commercial feed, using a starter diet from day 1 to 21, 21 d,
a grower diet from day 22 to 35 and a finisher diet until slaughter at day 42. Chickens

were fed ad libitum (Table 2). BCM was added using a mixer while preparing the feed.

Birds were weighed at 7, 21, 35 and 42 days of age, and mortality was recorded
as it occurred. The feed was weighed weekly to determine the intake and feed
conversion, and animals’ viability and their productive efficiency index (PEI) were

calculated.
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Post-mortem examination

When chickens were 42 d old, 24 birds per treatment (3 per replicate) were
weighed and euthanized with electric shock. Blood was collected by cardiac puncture,
and liver, spleen, heart and gizzard were collected and weighed. The serum
concentrations of calcium, chlorine, iron, magnesium, phosphorous, potassium and

sodium were analysed using reagents according to the manufacturer's recommendations.

Statistical analysis
Data obtained from all determined parameters were statistically analyzed by
using a factorial experimental design (two aflatoxin levels and three BCM levels) of

SAS® software (Sas Institute, 1985). The variation of measurements per treatment and

its significance were compared by using the Tukey’s test. All the significance levels

were based on probability levels of P < 0.05.

RESULTS
Chickens that consumed diets with 3 mg kg'1 of aflatoxins had lower body

weight (Table 3) and a significant decrease in BWG from seven to 42 days of age (Table
4), in comparison to the birds in the control group. The inclusion of BCM in feed
contaminated with aflatoxins increased the chickens’ BWG from 8 to 42 days of age. At

42 days of age, chickens that had been fed aflatoxins and BCM at the concentrations of
0.25and 0.5 g kg'l weighed 13.8% and 22.6% more, respectively than those that only

received aflatoxins in the diet, respectively, at 42 days of age. A reduction of 45.5% in
feed consumption was observed in the group that received aflatoxins in the diet when

compared to the control group (Table 5). However, reductions of 38.1 and 29.6% in the
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feed intake were observed when concentrations of 0.25 and 0.5 g kg'1 of BCM,
respectively, were added to the aflatoxin-contaminated diets (Table 5). Feed convertion
rate was decreased in 6.9 % when aflatoxins were added to diets (Table 6).

Mortality rates of 30.6 and 1.0% were recorded in groups fed aflatoxins, and in
the groups fed aflatoxins free diets, respectively. The addition of BCM to the

contaminated diets reduced the mortality of chickens (Table 7).

The productivity efficiency index (PEI) was affected (Table 7). Chickens that
consumed diets with 3 mg kg'1 of aflatoxins had a lower production performance than
those that consumed diets without aflatoxins. However, concentrations of 0.25 and 0.5 g
kg'l of BCM added to the feed reduced negative effects of aflatoxins on this parameter.

Aflatoxins intake caused an increase of 71.4% inthe average weight (P <
0.0001) of the chickens’ livers (Table 8). An increase in the average weights (P <0.001)
of the gizzards and hearts of the chickens that received aflatoxin-contaminated feed was

observed and the use of 0.5 g kg'1 of BCM moderated this increase. The spleen weight

were not affected in any group.

Because aflatoxins affect hepatic function and the function of other organs, the
level of several minerals and serum proteins was evaluated (Table 9). Broiler chickens
that received the aflatoxins had decreased serum potassium and iron concentrations
(17.2 and 10.5% less than the control animals, respectively). Compared to controls,
aflatoxins intake elevated the serum levels of sodium and chlorine. Levels of calcium,
magnesium and phosphorous were not affected. Supplementing chickens with BCM did
not affect serum levels of any of the minerals tested. The addition of aflatoxins to the
diet negatively affected albumin concentration. No differences were observed with the

addition of BCM.
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DISCUSSION
The use of agents that act as antidotes to, or antagonise the effects of,

mycotoxins by the swine and poultry industries has increased in the last few years

because of the agents’ practicality and economy.

Avantaggiato et al. (2005) reported that the European community would rather
use physical methods as decontamination strategies when the use of adsorbents by
producers is recommended to protect animals from the deleterious effects of aflatoxins.
These inorganic substances act as chemical sponges in the gastrointestinal tract and
prevent absorption in the intestine and distribution of the mycotoxins to the target
organs. The authors concluded that the most important adsorption factor is the physical
structure of the adsorbent, e.g., its electrical load and distribution, pore size and surface
area. Moreover, the chemical properties of the mycotoxins, such as polarity, solubility,

shape and distribution of the electric load, also constitute important adsorption factors.

The extensive use of these adsorbents has led to a wide availability of products
in the market, most of them showing high capacity of in vitro adsorption. However, in
vivo trials are important to prove this adsorption capacity (Avantaggiato et al., 2005)
because studies have called attention to the potential lack of in vivo efficacy despite

good in vitro results (Diaz, 2005).

A beneficial effect of BCM and sodium montmorillonite (bentonite) can be

observed in chickens that consume aflatoxin-contaminated feed. Santurio et al. (1999)
used 0.25 and 0.5% of natural sodium bentonite in diets containing 3 mg kg'1 of

aflatoxins that were fed to broiler chickens. The concentration of 0.5% improved body
weight gain, feed intake and productive efficiency index. Dietary natural sodium
bentonite did not affect the parameters such as the weights of the liver, heart, pancreas,

nor did it affect crop or biochemical parameters. The same pattern was observed in our



37

study, though the beneficial effects of the BCM were more pronounced than the
experiment conducted by Santurio et al. (1999), in which the heart and gizzard were less

impaired by the aflatoxins in the groups that were fed BCM.

A decrease in serum potassium and an increase in sodium and chloride in the
groups that were fed aflatoxins were observed, however BCM had no effect on these
parameters. Scheideler (1993), observed no alterations in serum levels of calcium,

phosphorous, potassium or sodium of chickens that received diets that contained the
adsorbents Ethacal®, Novasil®, Perlite or Zeobrite. However, Desheng et al. (2005)

reported that AFB1 and Calcium Montmorillonite did not affect the concentrations of
calcium, phosphorous, copper, iron and zinc in broiler-chicken bones, but the addition

of montmorillonite decreased the concentrations of manganese, lead and iron.

Araba (1992), who evaluated the effect of montmorillinites from various sources
and with different pH values on the performance of broiler chickens, demonstrated that
bentonites with pH lower than 9 were more efficient at adsorbing and retaining
aflatoxins. The BCM used in our experiment had a high swelling capability and pH of

8.5.

CONCLUSIONS
In conclusion, the results indicate that low concentrations (0.25 and 0.5 g kg'l)

of dietary BCM reduce the intestinal adsorption of aflatoxins, thus reducing its
deleterious effect on broiler productivity. The beneficial effect of BCM was more
noticeable at 42 days of age, mainly with regard to BWG. Less benefit was observed in
heart and gizzard weights, as well as the analysed serum. Therefore, BCM, studied
under the conditions of this experiment, showed a good rate of adsorption of aflatoxins

as observed in most of the evaluated parameters.
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Table 2. Composition of the basal diets used in the experiment.

Ingredients (g kg'l)

1-7d 8-21d 22-35d 36-42d

Maize 550 549.9 575.1 597.4
Soybean meal (46% CP) 381.2 370.6 342.2 322.2
Soybean oil 29.3 40.2 43 47
Dicalcium phosphate 18 18.1 18.3 15
Limestone 10.4 10.3 9.4 9
Salt 4 4 4 4
Vitamin and mineral premix 5 5 5 5
L-lysine 1.3 0.8 1.4 0.2
DL-methionine 0.8 11 1.6 0.2
Calculated composition (g kg'l)

Crude Protein 225 220 210 200
Metabolizable energy (MJ kg'l) 12.47 12.76 12.97 13.18
Calcium 10 10 9.6 9
Available phosphorus 4.5 4.5 4.5 4
Sodium 2 2 1.9 1.9
Lysine 13.8 13 13 11
Methionine 54 5.7 5.8 4.6
Met + Cys 9 9.2 9.2 8.1
Threonine 8.6 8.4 8 7.1
Tryptophan 24 2.4 2.3 2.1

Lvitamin and mineral premix provided the following per kilogram: Vitamin A, 2,200,000 IU;
vitamin D3, 500,000 1U; vitamin E, 5,000 mg; vitamin. K3, 660 mg; vitamin. B1, 440 mg;
vitamin B2, 1,150 mg; vitamin Bg 926 mg; vitamin Bi2, 3,600 pg; biotin, 36 mg;
phantothenic acid, 3,600 mg; folic acid, 250 mg; nicotinic acid, 5,560 mg; choline, 60,000
mg; manganese, 12,002 mg; copper, 1,600 mg; iron, 10,000 mg; iodine, 90 mg; selenium, 40

mg; zinc, 10,996 mg.
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Table 3. Effect of aflatoxins (AFLB and Brazilian calcium montmorillonite (BCM) on

body weight of broilers
Body weight (g)

7d 21d 35d 42d

Variable

AFL (mg kg'l)

0 144 8918 22622  2782°

3 139" 504°  1438° 1872°

BCM (g kg™)

0 142 721°  1764°  2218°

0.25 141 738"  1850° 2344°

0.50 140 768" 1935 24182

AFL x BCM

0x0 144 893 22507  2765°

3x0 141 550¢ 12709  1672¢

0x0.25 144 893% 2261  2795%

3x0.25 138 583° 1440 1894°

0x0.5 143 887  2267%  2785%

3x0.5 138 649°  1603° 2051°

Source of variation
AFL (mg kg™b) 0.0203 0.0001 0.0001 0.0001

BCM (g kg™ 0.7504 0.0001 0.0001 0.0001

AFL x BCM 0.8271 0.0001 0.0001 0.0001

SEM* 2.54 9.08 2165 25.82

*HMeans within a column with no common superscript differ significantly.
Lvalues represent the mean of 8 replicates of 22 broilers each.
2pooled standard error of means.
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Table 4. Effect of aflatoxins (AFL) and Brazilian calcium montmorillonite (BCM) on
average weight gain of broilers?

Variable Weight gain (g)

1to7d 8to21d 22to35d 36to42d 1to2ld 1to42d
AFL (mg kg'l)
0 98.82%  746.05°  1369.4° 520.132 844.87% 2734.35°
3 93.48°  455.11°  843.80°  43454°  54859°  1826.94°
BCM (g kg™)
0 97.22  219.7°  1043.05°  4540.0°  676.37°  2173.42°
0.25 9594  225.02° 1112.39°  494.24°  692.63°  2299.26°
0.50 9529  23559%  1164.31*  483.73% 721.18% 2369.25°
AFL x BCM
0x0 98.91  748.70* 136653  506.25°  847.62° 2720.40%
3%0 9552  409.60% 719579  401.75¢ 505129  1626.44¢
0x0.25 99.20  748.66%  1367.43%  534.49% 847.87% 2749.79°
3x0.25 92.67  44472°  857.34° 454.00° 537.40° 1848.74°
0x0.5 98.34  740.78%  1374.11*  519.64° 839.12% 2732.87%
3%0.5 92.25  511.00° 954507  447.88°  603.25°  2005.64°
Source of variation
AFL (mg kg™ 0.0124  0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001
BCM (g kg™}) 0.7375  0.0001 0.0001 0.1669 0.0001 0.0001
AFL x BCM 0.7971  0.0001 0.0001 0.7364 0.0001 0.0001
SEM? 2.49 7.63 16.7 21.59 8.88 25.53

*HMeans within a column with no common superscript differ significantly.
Lvalues represent the mean of 8 replicates of 22 broilers each.

2 Pooled standard error of means.



Table 5. Effect of aflatoxins (AFL) and Brazilian calcium montmorillonite (BCM) on
feed intake of broilers®

Feed intake (g)
lto7d 8to2ld 22to35d 36to42d 1to2ld 1to42d
AFL (mg kg'l)

Variable

0 113 10262 22492 13507 1138? 47302
3 105 668" 1402 950° 770P 2947°
BCM (g kg™})

0 110 816° 1037° 1106" 923" 3655°
0.25 109 841° 1805" 1149% 948° 3822°
0.50 108 8842 19342 1195a 9902 4038?
AFL x BCM

0x0 113 10222 22512 13472 1135° 47322
3%0 107 610° 12249 864° 712¢ 25799
0x0.25 114 10312 22342 13542 11432 47142
3x0.25 105 651° 1376° 945° 753° 2929°
0x0.5 113 10242 2261% 13482 11372 47442
3x05 105 745° 1606" 1042° 844" 3333°
Source of variation

AFL (mg kg™ 0.0001  0.0001 0.0001 0.0001 0.0001  0.0001
BCM (g kg™}) 0.8290  0.0001 0.0001 0.0129 0.0001  0.0001
AFL x BCM 0.8263  0.0001 0.0001 0.0136 0.0001  0.0001
SEM? 2.27 11.28 28.8 28.78 12.51 45.25

“* Means within a column with no common superscript differ significantly.
Lvalues represent the mean of 8 replicates of 3 broilers each.
2Pooled standard error of means.
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Table 6. Effect of aflatoxins (AFL) and Brazilian calcium montmorillonite (BCM) on

feed conversion of broilers
Feed convertion ratio ( weight gain/feed intake)

lto7d 8to2ld 22to35d 36to42d 1to21d 1to42d

Variable

AFL (mg kg'l)

0 1.15 1.38° 1.64 2.61° 1.35° 173
3 113 1.47° 1.66 2.22° 1.40% 1.61
BCM (g kg™})

0 113 1.43 1.68 2.43 1.37 1.66
0.25 1.14 1.42 1.62 233 1.37 1.66
0.50 1.14 1.42 1.66 2.49 1.38 1.70
AFL x BCM

0x0 1.15 1.37 1.65 2.68 1.34 1.73
3%0 112 1.39 1.70 2.19 1.41 1.59
0x0.25 1.15 1.38 1.63 254 135 1.73
3x0.25 1.13 1.46 1.61 2.12 1.40 1.59
0x0.5 1.15 1.38 1.65 2.62 1.36 1.74
3x0.5 1.14 1.46 1.68 2.36 1.40 1.66
Source of variation

AFL (mg kg™ 0.1394 0.001 02863  0.0001 0.0003  0.0001
BCM (g kg™ 0.8656  0.9315  0.0783  0.2019 09855  0.1165
AFL x BCM 0.8484 04642 02211  0.4307 0.7600  0.2545
SEM? 0.01 0.02 0.03 0.09 0.02 0.02

&€ Means within a column with no common superscript differ
significantly. Values represent the mean of 8 replicates of 22 broilers each.

2 pooled standard error of means.
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Table 7. Effect of aflatoxins (AFL) and Brazilian calcium montmorillonite (BCM) on

mortality and productive efficiency index (PEL) of broilers
. Mortality (%) 3
Variable lto7d 8to2ld 22t035d 36tod2d 1to2ld 1tod2d  ©
AFL (mg kg'l)
0 0 0.6° o° 0.4° 0.6° 1.0° 37252
3 0.6 2.6% 22.4° 5.0 3.2 30.6 187.5
BCM (gkg™)
0 0 2.3 15.1 2.9 2.3 202 2488
0.25 0.28 1.7 10.0 2.7 2.0 142  282.9%
0.50 0.57 0.9 8.5 3.0 15 129  289.0°
AFL x BCM
0x0 0 0 0° 0 0 0° 374.4°
3x0 0 45 30.2% 5.8 45 405°  144.9°
0x0.25 0 1.7 0c 0 1.7 1.7° 372.0°
3x0.25 0.6 1.7 20.0° 45 2.3 26.8"  202.0°
0x0.5 0 0.0 0c 1.3 0.0 1.3 369.1%
3x05 11 1.7 17.0° 47 2.8 24520 217.1°
Source of variation
AFL (mgkgl) 00757 00133  0.0001 0.0054  0.0056  0.0001  0.0001
BCM (g kg 03406 0.3830  0.0404 0.9165  0.7550  0.0712  0.0034
AFL x BCM 0.3406 0.0788  0.0404 0.8296  0.2075  0.0186  0.0003
SEM? 0.38 0.98 2.62 1.90 1.10 2.90 9.04

“* Means within a column with no common superscript differ significantly.
Lvalues represent the mean of 8 replicates of 22 broilers each.

2Pooled standard error of means.

3pE| = (body weight (kg) x viability (%) / feed conversion x day to slaughter) x 100.
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Table 8. Effect of aflatoxins (AFL) and calcium montmorillonite (BCM) on the weight
of organs (g /100 g'1 BW) of broilers at 42 days of age1

Variable Liver Gizzard Heart Spleen
AFL (mg kg'l)

0 231 180° 059° 015
3 3.96% 216*°  0.70a 0.16
BCM (g kg™)

0 3.29 2.03 0.64 0.17
0.25 3.05 1.95 0.61 0.15
0.50 3.07 1.97 0.69 0.14
AFL x BCM

0x0 2.34 1.75° 0.51° 0.15
3x0 4.23 2.312 0.772 0.18
0x0.25 2.25 1.84° 0.54° 0.14
3x0.25 385 206° 068 016
0x0.5 2.33 1.82° 0.54° 0.15
3%0.5 381 212 066”014
Source of variation

AFL (mg kg™ 0.0001 0.0001 0.0001 0.0686
BCM (g kg™}) 0.1283 0.4081 0.1943 0.0512
AFL x BCM 0.2725 0.0319 0.0088 0.0954
SEM* 0.13 0.02 0.01 0.01

“* Means within a column with no common superscript differ significantly.

Lvalues represent the mean of 8 replicates of 22 broilers each.
2pooled standard error of means.
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Table 9. Effect of aflatoxins and Brazilian Calcium Montmorillonite (BCM) on the
serum levels of Total proteins (TP), Albumin (Alb), Calcium (Ca), Magnesium
(Mg), Phosphorous (P), Sodium (Na), Chlorine (Cl), Potassium (K) and Iron

(Fe) of broilers at 42-days of age®

: TP Alb Ca Mg P Na Cl K Fe
Variable @dL Y (mgdL (mEaL Y (EqL Y
AFL (mg kg'l)

0 229  1.34° 1081 259 758  148.41° 108.00° 7.27 110.75%
3 193 097° 10.67  2.61 7.41 150.45% 109.25%  6.02° 99.12"
BCM (g kg™)

0 214 112 1080 262 772 14985 108.84  6.91 102.30
0.25 219 118 10.61 258 737  149.12 10865  6.68 100.12
0.50 1.98  1.16 1084 259 737 14930 10836  6.32 113.20
AFL x BCM

0x0 236  1.35 10.86 2.58. 7.99 14897 107.70  7.45 110.14
3x0 1.92  0.89 10.73 2.67 745  150.73 109.99  6.37 94.47
0x0.25 230  1.32 10.63 256 729 14835 107.98  7.02 104.12
3x0.25 207 104 1059 260  7.46  149.88 10941  6.31 95.62
0x0.5 219 137 1099 2,63 744 14800 10836  7.37 119.97
3x0.5 1.79 097 1071 256  7.31  150.83 108.35  5.39 107.27
Source of variation

AFL (mgkg™h) 01279 00001 0.3545 0.8516 05101 0.0085 0.0095 0.0001  0.0215
BCM (gkgl) 07816 0.3807 04333 0.9065 0.4500 07159 0.6804 0.1408  0.0826
AFLxBCM 09148 0.1611 0.8349 0.7041 05148 0.7370 0.1346 0.0539  0.8442
SEM? 079 0.3 055 027 086 2.27 1.50 0.72 17.16

“~¥ Means within a column with no common superscript differ significantly.
Lvalues represent the mean of eight replicates of 8 broilers each.

2 pooled standard error of means.



4 DISCUSSAO

4.1 Peso

A tabela 3 mostra que os grupos de aves intoxicadas apresentaram menor peso
corporal, causado pelos efeitos maléficos das aflatoxinas e pelo menor consumo de
alimentos, também provocado pela toxina.

Entre os tratamentos sem toxinas (1, 2 e 3), 0s pesos corporais ndo foram
significativamente diferentes (P<0,05) durante todo o experimento. A aflatoxina
comecou a afetar acentuadamente as aves a partir do 8° dia de vida, onde pode-se
observar diferencas estatisticas no peso dos animais. Da mesma forma, a partir deste
periodo, os efeitos benéficos da BCM comecaram a se evidenciar, demonstrando a
capacidade em amenizar os efeitos deletérios das aflatoxinas contidas na racdo quando
comparados com o0 grupo que recebeu apenas aflatoxinas. Somando-se a isso, ndo houve
diferenca entre os tratamentos que receberam apenas BCM e o tratamento que nao
recebeu nem aflatoxina nem AAM, demonstrando que a adicdo de adsorvente nédo
influenciou negativamente o ganho de peso das aves quando ndo havia o desafio de

micotoxinas.

Os tratamentos contendo AFB1 que receberam 0,25% e 0,5% de BCM pesaram
13,3% e 22,7% a mais, respectivamente, quando comparados com o tratamento que
recebeu apenas AFB1. O peso do grupo de aves intoxicadas foi 39.5% inferior ao das
aves do grupo controle, demonstrando o efeito negativo de aflatoxinas.

A perda de peso de aves intoxicadas por aflatoxinas também foi observada por
Rosa et al. (2001). Salienta-se o efeito positivo da adi¢cdo do adsorvente na racao, cuja
inclusdo em todos os tratamentos melhorou significativamente o ganho de peso dos
animais. A partir do 21° dia do experimento ja pode-se obervar esta melhora, onde o
grupo que recebeu 3 ppm de aflatoxina somado com 0,5% de BCM ja se diferenciou
estatisticamente dos demais grupos que recebiam ragdo contaminada. O grupo que
recebeu tratamento de 0,25% de BCM + 3 ppm de aflatoxinas se diferenciou do grupo

controle a partir do 35° dia de arragoamento.
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Assim, os tratamentos os tratamentos 5 e 6 tiveram ganho de peso 8% e 13,7%
superior, respectivamente, ao grupo testemunha negativo. Esta protecdo é também
relatada por Miazzo et al. (2005) e Zaghini et al. (1998).

4.2 Conversao Alimentar

Ao se comparar a conversao alimentar entre os tratamentos, observou-se que 0s
efeitos diretos sobre este parametro puderam ser observados ap06s a quinta semana de
vida dos animais. Porém este pardmetro mascara o real efeito sobre a produtividade,
uma vez que altas doses de aflatoxina reduzem o consumo de racéo (-40,7% em relagéo
ao grupo controle sem AFL e sem BCM), ocasionando uma reducdo no indice de
conversao alimentar. Mas quando as dietas contendo aflatoxina receberam doses de
0,25% e 0,5% de BCM, este consumo reduziu apenas para 35% e 26,1%, ou seja, as
aves ingeriram mais racdo, evidenciando o efeito adsorvente benéfico do AAM

adicionado.

Contraverso a estes resultados, Ledoux et al. (1998), estudaram em frangos de
corte até os 21 dias de idade o efeito de 1% do adsorvente aluminossilicato de célcio e
sodio em dietas contendo aflatoxinas B1 adicionada na racdo (4 ppm). Os autores
constataram que o consumo de racdo e o ganho de peso foi inalterado quando
adicionado o adsorvente em dietas contaminadas, ndo diferindo da dieta controle.

Mas de acordo com Lopes et al. (2006) que avaliando a contaminacdo por
aflatoxinas adicionadas na racdo (3 ppm) e trés niveis de adsorvente a base de bentonita
sadica (0,1; 0,3 e 0,5%), concluiram que a adicdo de 3ppm de aflatoxina na racdo dos
frangos reduziu o consumo de alimento, 0 ganho de peso e piora na conversdo
alimentar, e a inclusdo dos 0,3% de bentonita sédica como adsorvente foi suficiente

para diminuir os efeitos negativos das aflatoxinas.

4.3 Orgaos

As dietas com a aflatoxinas diminuiram o ganho de peso dos frangos de corte e
aumentaram os pesos reais e relativos do figado, moela, cora¢éo e bago. Ocorreu um
aumento relativo do peso do figado com uso da dieta contendo aflatoxinas (Tabela 7). A
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acentuada infiltracdo de gordura depende da dose e do tempo de intoxicacdo, podendo o
6rgdo chegar a 68% de aumento de peso, segundo Merkley et al. (1987). No nosso
experimento o peso do 6rgdo aumentou 81% quando comparado com o grupo controle.
De qualquer maneira, a sintese hepatica de gordura e o transporte desta para outras areas
do organismo séo seriamente afetados.

As aflatoxinas biotransformadas tem a capacidade de se ligar ao DNA e RNA
hepéticos prejudicando a sintese proteica e lipidica (SANTURIO et al., 2000),
ocasionando a formacdao de figado gorduroso e consequentemente aumento no se peso.

Aravind et al. (2003), que em experimento com frangos de corte com dietas
contendo milho contaminado naturalmente (168 ppb de aflatoxina, 8,4 ppb de
ocratoxina, 54 ppb de zearalenona, e 32 ppb da toxina T-2) com ou sem adicdo de
adsorvente, os autores observaram aumento do peso relativo do figado, corroborando
com o presente estudo.

Nos grupos que receberam a adicdo de BCM, pode-se observar uma reducédo no
peso relativo destes mesmos érgdos, indicando a reducdo na absorcdo e,
consequentemente, dos efeitos negativos causados pelas aflatoxinas.

Batina (2004) em experimento com frangos de corte intoxicados com aflatoxina
(5 ppm) e adsorvente a base de montmorilonita sddica observou que houve alteracdo
nos valores bioquimicos, sendo que a dieta com a aflatoxina causou diminuicdo dos
niveis séricos de colesterol, creatinina, proteinas totais e aumento nos niveis de ALT
indicando lesdo hepaética.

4.4 Bioquimica

No presente estudo, a maioria dos parametros biogquimicos avaliados néo
apresentaram diferencas estatisticas (tabela 8) entre o grupo que recebeu apenas AFB1 e
0s grupos que receberam AFB1+BCM. Isto também pode ser observado na pesquisa de
outros autores, que avaliaram o0s parametros bioquimicos para frangos de corte
alimentados com 50 ppb de aflatoxinas com suplementacdo de bentonita sddica, e
também observaram que ndo houve diferenca estatistica nas variaveis proteina total,
albumina, globulina e AST (MAGNOLI et al., 2011).

Contudo, em contraste a estudos prévios (MAGNOLI et al., 2011), houve um
decrescimo significativo nos niveis séricos de potassio nos grupos que receberam
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aflatoxina e BCM em conjunto. Nos grupos que receberam apenas aflatoxinas, os niveis
séricos de potassio ndo se diferenciaram estatisticamente do grupo controle.
Caracteristicas como a estrutura fisica, a CTC e a superficie de atuagdo do AAM
sdo importantes fatores para a escolha de um bom adsorvente de micotoxinas. Os bons
resultados obtidos se devem muito as caracteristicas do material estudado, onde a argila
apresenta alta CTC, grande superficie de contato (devido a sua pequena granulometria)
e pH de 8,5, conforme preconizado por Araba (1992), onde indica que as melhores

argilas sdo as que apresentam pH abaixo de 9,0.



5 CONCLUSOES

1- A inclusdo de 3 mg/kg de aflatoxinas produziu efeitos deletérios
expressivos nas aves do experimento que receberam apenas toxina.

2 — A incluséo de 0,25% e 0,5% de bentonita célcica nas ra¢fes contaminadas
com aflatoxinas a 3 mg/kg melhorou os parametros avaliados e o indice produtivo dos
grupos tratados.

3 — A argila bentonita célcica pode ser utilizada como aditivo adsorvente de
micotoxinas para tratamento e controle de ra¢Ges contaminadas com aflatoxinas
em frangos de corte.
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