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Micotoxinas

Ocorrem naturalmente na natureza

Numero grande e diverso de toxinas fungicas

Numero real é desconhecido (milhares?)

Compostos toxicos a plantas, animais e humanos




Ocorréncia de Micotoxinas em Racoes Pet /

)

Localizacao Produto # Amostras Taxa de Ocorréncia Niveis Maximos Referéncia

AFB, 2% AFB, 370 pg/Kg
Slough (UK) Cao, gato e passaro 100 OTA 10% OTA 7 ug/Kg Scudamore et al., 1997
FUM 30% FUM 690 pg/Kg
Texas (USA) Passaros silvestres 142 AFL 17% (>100 g/Kg) AFL2780 ug/Kg Henke et al., 2001
Brazil Cao, gato e passaro 100 AFL 12% AFB, 256 ug/Kg Maia e Siqueira, 2002
Turquia Ragao de caes 18 AFL 16.7% AFL 20 pg/Kg Gunsen e Yaroglu, 2002
OTA 8.3% OTA 3.6 pg/Kg
Portugal Cao, gato e passaro 60 DON 5% DON 130 pg/Kg Martins e Martins, 2003
FUM 5% FUM 24 pg/Kg
Austria e Pol6nia Cao e gato 40 OTA 47% OTA 13.1 ug/Kg Puhringer et al., 2003
Polonia Ragao pet 57 ZEA 84% ZEA 299.5 pg/Kg Zwierzchowski et al., 2004
AFL 4.9% (>50 pg/Kg)

Brazil Ragao pet 123 Scussel et al., 2006

ZEA 15.5% (>50 pg/Kg)




Surtos Causados por Racoes Animais

Ano/Localidade Magnitude “ Nivel de Micotoxina

1951/EUA

1986/Georgia (EUA)

1987/Germany

1987/Pretoria
(Africa do Sul)

1991/Austria

2002/Africa do Sul
2005/EUA
2006/Korea

2011/Africa do Sul

2021/EUA

71 casos em caes,
com varias mortes

20 casos em caes,
com 9 mortes

Morte de 6 filhotes de cdes

Morte em 10 caes

3 casos em pdssaros

2 casos em caes
(vOmito e tremores)

Morte de 100 caes

Morte de 3 caes
Morte de 220 caes
(estimativa)

Morte de 110 animais, 220
animais doentes

Ragao comercial produzida
com milho contaminado

Racdo contaminada (farinha
de milho e soja, gordura e
suplemento mineral)

Leite em pod para filhotes

Racao comercial
contaminada

Diversos tipos de ragoes
comerciais

Arroz mofado

19 formulagdes diferentes de
racdes comerciais
Nefrotoxinas fungicas na
dieta
Racdes de baixo custo

Ragao commercial
contaminada

Desconhecido

Aflatoxina B, 465 pg/Kg
Aflatoxina B, 46 ug/Kg

Ocratoxina A 6.8 pg/Kg

Aflatoxinas
100-300 pg/Kg

Aflatoxina B, 20 ug/Kg
Nivalenol 2 mg/Kg
DON 0.3 mg/Kg

Penitrem A 2.6 mg/Kg
Roquefortina 34 mg/Kg

Aflatoxinas
223-579 ug/Kg

Desconhecido

Aflatoxinas
(niveis de até 4946 pg/kg)

Aflatoxinas
(niveis ndo determinados)

Bailey et al., 1959

Liggett et al., 1986

Gareis et al., 1987

Bastianello, 1987

Bohm e Hochleithner,
1991

Naude et al., 2002

Stenske et al., 2006;
Newman et al., 2007

Jeong et al., 2006
Arnot et al., 2012

FDA website




Seguranca Alimentar na Producao de Racoes

* Problemas com a saude do animal
o Baixa reproducao e performance
o Supressao do crescimento e sistema imune
o Morte

* Perdas econbmicas
o Perdas e paradas na producao
o Custo de reparos e modificacdes
o Custo de reprocesso
o Perda de negdcios
o Recall de produto
o Responsabilidade juridica

e Danos emocionais

o Proprietarios dos animais, especialmente de estimacao




Ocorréncia de Micotoxins em Graos <
e l[nsumos




* Pré-Colheita: Fungos de Campo

o Mais comuns: Alternaria spp. e Fusarium spp.
o Requerem altos conteudos de umidade (18%)

o Sao encontrados na planta e no grao em formacao

e Desoxinivalenol e Toxina HT-2
* Nivalenol e Toxina T-2
*  Fumonisinas e Zearalenona

 Alternariols




* Pds-Colheita: Fungos de Estocagem

o Mais comuns: Aspergillus spp. and Penicillium spp.
o Requerem conteudos de umidades mais baixos (13-18%)

e Aflatoxinas e Patulina

e (Citrinina * (Qcratoxinas




Ocorréncia de Micotoxinas em Milho

Number of samples: 250

Average concentrations (ppb) of mycotoxins

Mycotoxin occurrence %

Maximum levels detected (ppb)

in all samples

Fusaric acid Aflatoxins B1 0 Aflatoxins B1 (0]
Type B trichothecenes 75 Aflatoxins, total 0 Aflatoxins, total 0
Emerging mycotoxins 68.38 Ochratoxins/Citrinin 0 Ochratoxins/Citrinin 0
Fumonisins 58.09 Type B - tnichothecenes G449 - Type B - trichothecenes 9,641
Zearalenone 21.32 Type & - trichothecenss 22.7 Type A - trichothecenes 2,335
Type A trichothecenes 7.35 Fumonising 1.373.8 Fumonisins 314630
Other Penicilliums 5.88 Zearalenone 112.5 Zearalenone 2,690
Fusaric acid 111.1 Fusaric acid 2,627

Emerging mycotoxins 229.4 Emerging mycotoxins 1,906

V4 . Other Penicilliums 3.1 Other Penicilliums 140

A m e rl Ca d O N O rte Other Aspergillus Q Other Aspergillus 0
Ergot toxins 0 Ergot toxins 0

2 O 2 1 Cortesia: Alltech, 2022.




Ocorréncia de Micotoxinas em Milho

Number of samples: 636 T/

Tis ¥

Average concentrations (ppb) of mycotoxins

Mycotoxin occurrence % Maximum levels detected (ppb)

in all samples

Aflatoxins, total

Aflatoxins, total

Aflatoxins, total

Ochratoxins/Citrinin 12 Ochratoxins/Citrinin Ochratoxins/Citrinin 62
Type B - trichothecenes 10.6 Type B - trichothecenes Type B - trichothecenes 3,710
Type A - trichothecenes 14 Type A - trichothecenes Type A - trichothecenes 2,545
Fumonisins 42 Fumonlsins Fumonisins 23,200
Zearalenone 3 Zearalenone Zearalenone 306
Fusaric acid 23 Fusaric acid Fusaric acid 1,746
Emerging mycotoxins 35 Emerging mycotoxins Emerging mycotoxins 3,908
Other Penicllliums 8 Other Penicilliums 1 Other Penicilliums 424
Other Aspergillus 4 Other Aspergillus 0 Other Aspergillus a
Ergot toxins 2 Ergot toxins 0 Ergot toxins 2

Cortesia: Alltech, 2022.

Europa 2021




Ocorréncia de Micotoxinas em Milho

Number of samples: 218

Average concentration of mycotoxins above LOQ Maximum concentration of mycotoxins

Average mycotoxin concentrations (pphb) Maximum mycotoxin concentration (ppb)

Aflatoxins

Aflatoxins

Demonivalenol T06.1 Deoxynivalenol 4300

Furnonisins 1627.1 Fumonisins 9400

Ochratoxin 2.5 Ochratoxin 4

T2/HT2 toxins 55.1 T2/HT2 toxins 55

Zearalenone 167.7 Zearalenone 595

Cortesia: Alltech, 2022.

Ameérica Latina 2021




Number of samples: 356

Average concentrations (ppb) of
mycotoxins only in samples with
mycotoxins above detectable imits

Average concentrations (ppb) of
mycotoxins in all samples

Mycotoxin group occurrence %

Type B-trichothecenes Aflatoxin B, 0.0 Aflatoxin B, 1.8
Emerging mycotoxins 76.69 Aflatoxins, total 0.0 Aflatoxins, total 1.8
Fumonisins 7.58 Ochratoxins/Citrinin 0.2 Ochratoxinsg/Citrinin 28.3
Type A-trichothecenes 7.30 Type B-trichothecenes 136.2 Type B-trichothecenes 155.9
Other Aspergillus 7.02 Type A-tnchothecenes 5.8 Type A-tnchothecenes 80.0
Fusaric acid 5.62 Fumonising 2.6 Fumonisins 33.7
Ergot Toxins 4.78 Zearalenones 1.4 Zearalenones 123.5
Other Penicilliums 2,25 Fuszaric acid 2.6 Fusaric acid 46.6
Aflatoxin B, 1.12 Emerging mycotoxins 85.4 Emergimg mycotoxins 111.3
Aflatoxins, total 1.12 Other Penicilliums 0.9 Other Penicilliums 38.2
Zearalenones 1.12 Other Aspergillus 0.6 Other Aspergillus 9.2
Ochratoxing/Citrinin I 0.84 Ergot toxins 3.3 Ergot Toxins 69.5




Number of samples: 340

Average concentration of mycotoxins above LOQ Maximum concentration of mycotoxins

Maxamum mycotoxin concentration (ppb)

Average mycotoxin concentrations (ppb)

Afiatoxins Aflatoxins

Deoxynivalenol 480.6 Deoxynivalenol 1300

T2/HT2 toxins 32

Zearalenone 22

Ca n a d a 202 1 Cortesia: Alltech, 2022.




Number of samples: 71

Average concentration of mycotoxins above LOQ Maximum concentration of mycotoxins

Average mycotoxin concentrations (pph) Maximum mycotoxin concentration (pphb)

Deoxynivalenol Aflatoxins

Fumonisins 663.6 Deoxynivalenaol 600

Zearalenone 102.3 Furnonisins 4100
T2/HT2 toxins 33
Zearalenone 178

Cortesia: Alltech, 2022.

Ameérica Latina 2021




Mycotoxin occurrence %

Type B - trichothecenas

Fumonisins 93.75

Zearalenone 87.5

Fusrarnc acid 68.75

Average concentrations of mycotoxins (ppb) of mycotoxins
only in samples with mycotoxins above detectable limits

Emerging mycotoxins 34.38

Aflatoxin B1 25

Aftatoxins, total 25

Other Penicilliums 9.38

Ameérica Latina,
Europa e China

Aflatoxin B2 94 Aflatoxin B1 35.2
Aflatoxins, total 105 Aflatoxins, total 44.4
Ochratoxins/Citninin o Type B - trichothecenes 2350

Type 8 - tnchothecenes 12114 Fumonising 4044.7

Type A - trichothecenes 0 Zearalenone 2025.5
Fumonisins 16640 Fusanc acid 943.8
Zearalenone 40466 Emerging mycotoxins 68
Fusaric acid 2827 Other Penicilliums 40.9 I
Emerging mycotoxins 218 ..
e = Cortesia: Alltech, 2022.
Other Aspergillus 0

Ergot toxins 0 2 O 2 1




Graos colhidos em 2021 apresentaram riscos mais altos comparados com o ano
anterior

Milho apresentou mais risco do que trigo e a cevada

CondicOes foram favoraveis ao desenvolvimento de zearalenone

Sub-produtos estao associados a um maior risco que 0s graos que os originaram




Micotoxinas Associadas a Produtos Agricolas / .

A. flavus Amendoim, milho
Aflatoxinas By, B,, G,, and G, A. parasiticus 9 ’
A. nomius algodéo

Metabditos das aflatoxinas

Aflatoxinas M, and M, B cB
i, & B

Leite e produtos lacteos

Suco de maca e produtos a

Patulina P. expansum N
P base de mac¢a

P. verrucosum

Ocratoxina A Cereais, leguminosas e café
A. ochraceus

F. sporotrichioides
F. poae

F. graminearum

F. culmorum

Tricotecenos Cereais, trigo e milho

F. graminearum
Zearalenona F. culmorum Miho
F. crookwellense




Distnbution of number of mycotoxins in selected samples Number of samples: 250

Co-Ocorréncia de Micotoxinas em Milho / .
B

Micotoxinas por
amostra em média

0-13 ..

NuUmero de toxinas

Ameérica do Norte

2021

t"‘ ) 4
&.6%
0.7%
- ) - .J".J
& A . 14
8 i0 12 14

Cortesia: Alltech, 2022. e ——

detectadas .
97.8” .

@ 6%
Amostras

contaminadas

89

Numero de amostras
com 2 ou mais toxinas %




Co-Ocorréncia de Micotoxinas em Milho j

Distnbution of number of mycotoxins in selected samples Mumber of samples: 636

. 2 £5.9%

Micotoxinas por

amostra em média .. E U rO p a

1-11 - 2021

Numero de toxinas
detectadas

100*

Amostras
contaminadas 20%

095

(2%

0%

13.3%

86.7% -
]

Numero de amostras
com 2 ou mais toxinas 0%

Cortesia: Alltech, 2022. e ——




........ Co-Ocorréncia de Micotoxinasem /.
Trigo e Cevada \

Distribution of number of mycotoxins in selected samples Mumber of samples: 356

30.9%
3 ® 1 309

Micotoxinas por

amostra em média
25%

0-11 ..

NuUumero de toxinas

Europa

2021

detectadas
159
94.9%

' —
Amostras S
contaminadas

504

81.2%

NUmero de amostras 0%
com 2 ou mais toxinas e 2 4 6 8 10

0.8% 0.6% 0.3%

Cortesia: Alltech, 2022.




Co-Ocorréncia de Micotoxinas em

8.4 -

Micotoxinas por

amostra em média _
258

2-15 ..

Numero de toxinas
detectadas

100

Amostras
contaminadas

100*

Numero de amostras
com 2 ou mais toxinas

15%

9%

{as
(Rl

31% 3.1%

|IIII 0% 0%

Ameérica Latina,
Europa e China

2021

Cortesia: Alltech, 2022.




Co-Ocorréncia de Micotoxinas <

Aflatoxina

...e pode aumentar a
toxicidade!

Pode aumentar a
producao de toxinas...



Efeitos Sinergisticos

T-2 toxin

Efeito sinergistico
- = = == Efeito aditivo

Biomin (Biomin.net, 2011)




Viruses

Pancreas Bacteria

Large Intestine

Stomach

Small Intestine Fungi

Micotoxinas e Saude Animal:
Ins and Outs!




Micotoxinas e Saude Animal:
Ins and Outs!




Efeito do Processamento no




Remocao de graos mofados e quebrados

Remocao de graos afetados por fusariose em trigo e cevada: {, DON: 5.5 -19%

Limpeza no trigo: ' DON entre 0 e 78%

Limpeza no milho: ¢ Fumonisina entre 26 e 69%

Retirada de graos, sementes ou nozes mofados: |, Aflatoxin: 40-80%

VTOIODO >

DIAGRAMA DE

FUNCIONAMENTO
: Fragmentos
: Grao bruto J Sgr;f i
: Grao bom =
: Grao bom .| Residuos ligeiros
: Residuos B
Residuos

: Saida directa “.| mais-pesados




Uso de um classificador de alta velocidade por
duplo comprimento de onda (750 e 1200 nm):
Reducao de Micotoxinas apos a

Milho Fragcdo Removida Classificagdo %
Aflatoxina Fumonisina
Previamente limpo L 83.2 S240
HT 84.1 91.9
O LT 79.1 80.8
HT 77.4 90.7

LT, low threshold (classificador configurado para remover 5% da amostra de graos)

HT, high threshold (classificador configurado para remover 10% da amostra de graos)
Pearson et al., 2004




Meétodo para reducao de fumonisinas em concentrado de proteina de milho:

8.0

-
(=]

Durante o processo de producao de
concentrado de proteina de milho o
pH do produto pode ser ajustado
entre 5.75 e 7.5 para a reducao de
fumonisina em ao menos 70%.

5 6.0 |—8—%
E A
% 5.0 v
— ~ "
£ 5 b
2 40
é ~ \'-_.- @ After cake wash
Z 30 \"“ Y A After EtOH extraction
= . A
o e, .
=] -~
~ 20 DR
‘-__--. - -
1.0 | Tk e y S
...... ' .. ‘_ -
° s " RLECTTIN ]
0.0
4.75 5 525 55 575 6 625 65 675 7 7.2 1.5 7.5
pH
FIG. 1

Pedido de Patente: WO 2018/237030 A1, Cargill International
Bianchini, A., Mcconville, E.L., Porter, M.A.




Efeitos da Extrusao

Energia
A ﬂnrﬁni(ja

Temperatura: 107-163°C
Pressao: 50 psi
Modificacdes fisico-quimicas
Expansao do produto




Efeitos da Extrusao

Aflatoxinas:

* Dependente da presenca/auséncia: ﬁ O
o Aditivos . H o} |ﬂ/
o Conteldo de umidade S -/
o Temperatura O\-< CH

* Reducao de 50-80% H O o~

Adicdo de amoénia (hidréxido ou carbonato): >95% {, Aflatoxina

Farinha de améndoim:

o Auséncia de amonia: 23-66% |, Aflatoxin

o Presenca de amonia: 87% | Aflatoxin




Efeitos da Extrusao

Ocratoxinas:

* Reducdo em farinha integral depende do/da:
o Temperatura
o Conteudo de umidade HO 0
o Tempo de residéncia Q\I O OH O
o Reducao maxima de 40% O

N
H



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/33/Ochratoxin_A_structure.png
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/33/Ochratoxin_A_structure.png

Efeitos da Extrusao

/earalenona:

5.0
4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0

120 e 140°C:
B120°C Reduc¢do de 73-83%

140°C

160°C 160°C:
Reducao de 66-77%

Nivel de ZEN (ug/qg)

12 A R TR

Control 18% 22%

Conteudo de Umidade




DON Restante (%)

80
70
60
50
40
30
20
10

50

Efeitos da Extrusao

Desoxinivalenol:

80 110 140
Velocidade de Extrusao (rpm)

160°C
180°C
® 200°C
0220°C

e Detoxificacao > 95%:

o Presenca ou auséncia de
metabissulfito de sodio

o Conteudo de umidade de 15 e 30%
o Temperatura de 150 e 180°C




Efeitos da Extrusao
Fumonisina:

Extrusao sem adicao de acucar

40 rpm

mmm 80 rpm
120 rpm
mmm 160 rpm

e
o
=
=
©
=
)
i
m‘?
L

—

FB, Remaining (%)

et H

el

el

el | |
el

el

40 60
Screw Speed (rpm)

160°C 180°C 200°C

Temperature

(Castelo et al., 2001)




Efeitos da Extrusao

Fumonisina:
O  COOH
* Reducdo em presenca de: o COOH OH OH
o Glicose: 45 — 67% A N
o Frutose: 32 -53% o = OH file
o Sacarose: 26 —43% 5 CGOHCDOH

* Reducao por glucose é dependente:

o Parametros de extrusao (temperatura e velocidade da rosca)

o Concentracao de acucar




Efeitos da Extrusao

Micotoxina Reducao
Aflatoxina

— 140 - 185°C — 33-38%

—>185°C — 66%
Zearalenona (120 — 160°C) — 70%
Desoxinivalenol (120°C) — 11-27%
Fumonisina (160 - 200°C) — 46-76%
Fumonisina (160°C, Glicose) — 93%

— Temperatura e tipo de rosca sdo importantes!!!




Extraidas/removidas do produto
Destruidas

Modificadas para formar derivativos
Interacao com componentes do produto

4



Viruses &
-

Pancreas Bacteria

Large Intestine

Stomach

Small Intestine Fungi

Micotoxinas e Saude Animal:
Ins and Outs!
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Micotoxinas e Saude Animal:
Ins and Outs!







Micotoxinas e Absorcao Intestinal

M e e

o= . ¥/} .
Tight Junction”: Barreira formada
Rota Transcelular & ) _ _
pelas proteinas claudinas e ocludinas.

\)
) 7
R R ROERAIRI TN o
y . Y
X
o 4
5

¥\

Mucus layer
Rota Paracelular Y

J)SvJ

TJ proteins

\’1 -

TEERl

Decrease in TEER

AFB,, AFM
a-ZOL, 8-ZOL
OTA

PAT

FB,
T-2 toxin
DON, 3-Ac-DON, 15-Ac-DON



Exogenous pathogen

Killing
Nutritional competition
Decrease in O, amount
Suppression of virulence factor
¢ (=) (f

Pathobiclmts ~ % DJ
¥ e = @

Micotoxinas e Absorcao Intestinal
(2

l
I
l
|
|
l
I
l
l
|
l
I
|

e Mucin,

0 6 s e
)

Intestino: Um dos maiores orquestradores .
. www.impextraco.com
das respostas immune. _—




Micotoxinas e Absorcao Intestinal
--------------------------------------------------------------------- (ue )

Exogenous pathogen ;
— &eﬁ S |
S | Antibiotics
Nuirition';li| I;?npebbon l Qsalmone”al
S| .
[
P | |Depleted microbiota |
= |
Pathobionts / ~ t (-J | ~ \ % \
‘.5*£~|- ‘p - J o : cyzggzwhof e
Commensal | P onis
Ak
T microbiota %‘ I E. cecorum &o g%
| ® . “Joxin

e Mucin, Reglll Y 1gA

L J8 &
% morphology

changes

of o

Systemic dissemination of
pathogen and commensals

INFLAMMATION!

Macrophage ~  |L-1R

Host immunity - mediated resistance | =% A systesre;m?:' ;fgction

Intestino: Um dos maiores orquestradores

. www.impextraco.com
das respostas immune.




Micotoxinas e Absorcao Intestinal
--------------------------------------------------------------------- (ue )

Exogenous pathogen
— S S
g% Antibiotics
T Nuirition':' I;?npebbon Qsalmone”a’
Decrease in O2 amount
Suppression of virulence factor
Depleted microbiota | oS

Pathobionts / \
°%¥ ¢ = J\J

.I. Commensal

i
|
|
|
I
|
""—w‘.., o S €
:
[
|
|
|

Fy i_\ r ::-:A“)' I‘.
: : © ( o %morphology
= = changes
T7 cell oo O | Systemic dissemination of
o
© | pathogen and commensals | \\e) AMMATION!

Macrophage ~  |L-1R

> Sepsis or

Host immunity - mediated resistance l systemic infection

Intestino: Um dos maiores orquestradores .
. www.impextraco.com
das respostas immune.




Lumen

Epithelial cells

Lamina propria

Consequéncias da Presenca de Micotoxinas no Intestino < 3 >:

Decrease in p in expression and change in distribution pattern of TJ proteins
Protein expression Distribution pattern

OTA CLDN3, CLDN4 CLDN4
PAT QOCLN, ZO-1 CLDN1, CLDN3, CLDN4, OCLN, ZO-1
FB, OCLN" ND
DON CLDN1, CLDN3"*, CLDN4*", OCLN**, ZO-1 CLDN1**, CLDN2* CLDN3**, CLDN4, OCLN, ZO-1
3-Ac-DON CLDN3, CLDN4 ND
15-Ac-DON  CLDN3, CLDN4 ND

Increase in paracellular transport

Marker substances Bacteria
AFB, Lactulose/Rhamnose ratio® ND
OTA FITC-dextran, HRP £ coli
PAT FITC-dextran, HRP, Mannitol E. coll
FB, HRP E. coli**
T-2 toxin ND S. typhimurium, M. tuberculosis®
DON LY, FITC-dextran*", HRP, Mannitol E. coli, S. typhimurium
3-Ac-DON  FITC-dextran ND
15-Ac-DON LY, FITC-dextran ND

T G Mucus layer

T— TJproteins

TEER

Paracellular transport

AFB,, AFM,
a-Z0L, B-ZOL
OTA

=" % 7~ Decrease in TEER
< ®
T ®

PAT

FB,

T-2 toxin

DON, 3-Ac-DON, 15-Ac-DON

Akbari et al., 2016.

v Reduz a expressdo das proteinas
gue formam a “tight junction” entre
as células epiteliais e sua
distribuicao

v' Aumentam o transporte paracelular

de bactérias, incluindo bactérias
patogenas

v" Reduzem TEER, afetando a barreira
epitelial




Zhao et al., 2021.




A maioria da dose absorvida
(80-90%) ocorre na parte superior
do trato gastrointestinal.

v DON
v ZEA
v AF

v OTA

1

A circulacdo enterohepética pode
aumentar a exposicao ao longo do
trato gastrointestinal.

v DON

v T-2 toxin
vV ZEA

v FB

v OTA

__Absorcao de Micotoxinas

Percentual de Absorcéo

Suinos  Awves REF

AF 80% >80% [10]
0“ ...... 6\00 ........ 4000[12
p@\ ...... ﬁoo ....... \2000[9 1;]
F33600 ........ loo[“]
ZEA ....... é 0% ......... 10% ................

Mecanism

Rotaicge :\bs?)srgéo REF
AF Passive transp ort [23]

Passive transport by
sunple diffusion

Passive transportvia

the paracellular route

................................................

Interaction with bile

components



Efeito do Processamento na




Efeitos do Processamento

Extraidas/removidas do produto
Destruidas

Modificadas para formar derivativos
Interacao com componentes do produto

4

Reducao dos Niveis de Micotoxinas na Racao
Biodisponibilidade???



Sy T

Spiked Corn Meal

50 ng/g
22% moisture

Ext;hded Product

l

R S
.

In vitro
Digestion

¥

&

Digested Fraction

Efeitos da

Extrusion
Feeding 50°C
Transition 140°C
Metering 160°C
Screw speed 210 rpm

Quantification
HPLC
Fluorescence detector

l

Aflatoxin
Bioaccessibility

Extrusao

Aflatoxinas

Avaliar o papel do processo de extrusao nos
niveis de aflatoxinas e na bioacessibilidade da
toxina em farinha de milho, na presenca e
auséncia de amilose.

CH,OH [~ CH,OH ] CH,OH
O O
o O’ 01
OH
OH L OH -
Amilose




Efeitos da Extrusao

Aflatoxin G ~
£ 80 ‘ 100% . 80 100% Parte da aparente reducao
o) 7] . ~
5. 60 222 2 60 20% da contaminac3do por
£ 240 = w40 . aflatoxinas durante o
2E 40% £ 40%

a 0%y § 20 20% processo de extrus3o pode
= 00 e < 00 0% ter sido resultado das
Absence of Amylose Presence of Amylose Absence of Amylose Presence of Amylose
interacoes entre aflatoxinas
e as macromoléculas na
g %0 1008 o g0 100% matrix do produto.
S 200 80% g
B s E 60 402
= b e
£ 2100 40% % B 40%
g 50 20% £ 2.0 20%
< 0.0 0% < 00 0%
Absence of Amylose Presence of Amylose Absence of Amylose Presence of Amylose

mUnextruded  mExtruded Intestine -Reduction  —Bioaccessibility




Efeitos da Extrusao

Aflatoxin G, ~
g 80 1008 . 80 100% Parte da aparente reducao
= 75% v U . ~
g _ 60 == 805 2 60 80% da contaminac3o por
80 60% S 60% )
£249 w0z g A% aflatoxinas durante o
5 20 20% 5 2.0 20% processo de extrusao pode
<
0.0 0% < 00 0% -
Absence of Amylose Presence of Amylose Absence of Amylose Presence of Amylose ter SIdO FESUItadO daS
interacoes entre aflatoxinas
Aflatoxin B, Aflatoxin B e as macromoléculas na
2 .

g o sax % 100B gy 592 100% matrix do produto.
2 200 80% g 81% %
= - £ 6.0 % 0%
S 150 60% S o
g 2100 40% % éo;ig ‘ 40% Depois da digestao, parte
g >0 20% s “ 20% dessas toxinas que estavam
< 0.0 0% < 00 0% .

Absence of Amylose Presence of Amylose Absence of Amylose Presence of Amylose |IgadaS se tornam

disponiveis para absorcao
mUnextruded  mExtruded Intestine Reduction  —Bioaccessibility no intestino delgado.




Efeitos da Extrusao

\, e Fumonisinas
Sy T
Spiked Corn Meal - - . ’ .
"'Z;.sfg?? N Extrusion Determinar o efeito da amilose nos niveis de
moisture Feeding 50°C .« . . T O .
Transion 140 fumonisina B, e na bioacessibilidade da toxina
etering . .
| Serew speed 210 rpm em produtos a base de milho e extrusados.
CH,OH [~ CH,OH ] CH,OH
O O O
Pah 13 OH OH
! In vitro
OH L OH —n OH

Digestion

- - - .
Quantification O -

HPLC PN ,L P by
Fluorescence detector - . e . >

Pre column derivatization i éﬁl—' NH,
| l " “COOH

E COOH Fumonisina

Fumonisin B,
Bioaccessibility e —_

Digested Fraction




Efeitos da Extrusao

Fumonisin B1 Fumonisin B1 . _
Reduction Bioaccessibility A extrusao contribue como
2.5 100% 1.0 100% uma forma de mitigacao de
= i = fumonisinas B; em
4.2, 20038 80% :
o 0 66% 80% o alimentos extrusados.
S 15 60% S 06 60%
o = 1~ 1
5 § 43% A aleg_ao. de amll.ose
£ 1.0 40% £ 04 T— M. .., 40%  contribui ainda mais para
é é minimizar o risco de
g 0o I s g U= . A exposicio durante a
56 i i g dlgestao, por reduzir a
Absence of Presence of Absence of Presence of bioacessibilidade da
Amylose Amylose Amylose Amylose

fumonisina B,.
mUnextruded mExtruded —Reduction by extrusion mExtruded mSmall intestine —Bioaccessibility




Viruses

Pancreas Bacteria

Large Intestine

Stomach

Small Intestine Fungi

Micotoxinas e Saude Animal:
Ins and Outs!
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Micotoxinas e Saude Animal:
Ins and Outs!







Tipos de Adsorventes

Adsorventes de
Micotoxinas

Inorgénico S 4] Organico

Filossilicatos Tectosilicato F Cleafurlifze &ics Carvao
(bentonita) (zedlitos) ikt ,"‘5.'.- Ativado

Levedura




Adsorventes de
Micotoxinas

Inorganico

Filossilicatos Tectosilicato
(bentonita) (zedlitos)




* Desenho experimental: /

o Estudo cruzado com 6 caes

o Racgao comercial ou racao
adicionada com HSCAS* no material
de cobertura

o Adicao de 0.5% HSCAS

o Exposicao a doses sub-clinicas de
aflatoxina B,

1.2 4

—— NOCLAY
[ cLay

1.0

>48% de reducao
na presenca de
AFM; na urina

0.5 4

*Hydrated sodium calcium aluminosilicate (HSCAS)

% Aflatoxina M, na urina comparado com a dose total
de aflatoxina B1




Tipos de Adsorventes

Adsorventes de
Micotoxinas

Organico

Carvao
Ativado




Affatoxin B1

Aflatoxinas

interaction

Interaction between
teichoic acids and AFB1 between
TR T T ST peptidoglycans

and AFB1

Interaction

between surface

proteins and

The docking of AFB1 into
B-D-glucan involving hydrogen
bonds and Van der Waals
forces

Toxina interage com:
v' Acido tecéico

v’ Peptidoglicanos

v’ Proteinas de superficie

v’ Beta-glucanos por pontes
de hidrogénio e forcas de
Van de Waals

Aflatoxin B1 0
£\

]
Proteins on cell surface P}
\_/ ———




Zearalenona

on

surﬁ““’f????:i;" o D-GIn (lub C-Gl) peptidoglycan

Toxina interage com: g g " P | ::t_“s’”ﬁ“—jf;

v Proteinas de superficie J I\ interaction with proteins / '”“""’"”’“""“ 0;," RADIN,
através de interagdes 7\/\/ “ st gt b\ faomenaminnct:
eletrostaticas, de tipo m—m e B " | ,fue_';é’?insnf"w;- Haopnane | / \ -
hidrofébicas °o,_,% li '/ W a

v' Peptidoglicanos \"fi_f%g,f“ N UL A5 e )

v’ Proteinas intracelulares apds AN o cytoplasm
o transporte intracelular &\\«“&

—— 2ea
. [r— . \ ' intracellular proteins




o 0 B o B
g 60 - } , :
§ 50 - { {,‘Y
CONTROLE o 40 A ¥ ‘
IVIYCOSORB E 07 &€ )
T &/
og 10 -
0 : w \ w w w \ w w w \
horas ~ ~
_ 2 - t24 — [3:‘] e ” Recuperacdo de [3H]-AFB1 em funcdo do tempo
w20 - oncentracao de - em (2 , . . ~
; 4 olasma 2) apos a administracdo oral de 716 ng of AFB1/kg PC
covrros X a ratos Sprague-Dawley (n=5 por tratamento)
IMYCOSORB g?:.
,E 0.0 e .
0 2 a8 72 horas * Uso do produto a base de leveduras:
e N N
/ . Excrecdo urmai|a de} H]-AFB1 z (3) o Reducdo na absorcio de AFB1
I S T —* o Aumento na excregao de AFB1
o 5 -
IMYCOSORB E 4
< |/ + 1 I o
= 34 | L. k-----E-momoE
5 2
X 1
ok — Fonte: Firmin et al., 2010.
0 24 48 7 oras

*  p<0.05, (16,5mg YCW/kg of PC) comparado com o controle
[*] p<0.05, (65,7mg YCW/kg of PC) comparado com o controle e




Excrecdo urinaria de [3H]-OTA Excrecdo fecal de [3H]-OTA

* [%]
% [%]
* [*]

* [*]

* [%]

% of [H]-OTA
recuperado
% of [3H]-OTA
recuperado

Fonte: Firmin et al, (2010)

0 24 48 72 9% 120 144 168 192 216 240poras 0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 horas
*  p<0.05, (16,5mg YCW/kg de PC) comparado com controle
[*] p<0.05, (65,7mg YCW/kg de PC) comparado com controle

Recuperacao de [3H]-OTA em funcdo do tempo apds a administracao oral de 3.22
ug de OTA/kg PC a ratos Sprague-Dawley Rats (n=5 por tratamento).




Acumulo de aflatoxina B, no figado de frangos apds a exposi¢ao a ragdes
contaminadas, na auséncia e na presenca de adsorventes de micotoxinas:

> )

Aflatoxina B, ng/ Kg figado de frango

>50% de reducdo na presenca de
AFB, no figado Yow

'
=

180

160

140

120

100

o
—1

-3
]

-
=

1
-

..

AFBI 10pg AFBI1 S0pg

Aflatoxina B, pg/ Kg ragdo
/ Fonte: Moran et al., 2013.

-




A . . . . ﬁ7 > i
Consequéncias da Presenga de Micotoxinas no Intestino A J’
_________________________________________________ b LA

Yy

Control  ToxinsMToxins+XL

Fes

bbc @
o b b a

Adsorventes HP e XL:
Duodenum  Jejunum _tleum * Mistura de bentonitas e
[ parede celular de leveduras
(B-1,3/1,6-glucanos)

a bz" * Modos de acao:
< o Reducgao na
: M biodisponibilidade
"e“a':b o Protecdo da saude intestinal
s | o Immunomodulagdo
" Duodenum Jejunum  lleum

Zhao et al., 2021. e ——
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Pancreas Bacteria

Large Intestine

Stomach

Small Intestine Fungi

Micotoxinas e Saude Animal:
Ins and Outs!




Micotoxinas e Saude Animal:
Ins and Outs!




Efeitos do Processamento

Extraidas/removidas do produto
Destruidas
Modificadas para formar derivativos

Interacao com componentes do produto

4

Reducao dos Niveis de Micotoxinas na Racao
Biodisponibilidade
Reducdo da Toxicidade???



Efeitos da Extrusao em Fumonisinas

* Milho do tipo canjica
o Nao contaminado

o Contaminado com 30 ug/g FB,
o Fermentado com F. verticillioides M-2552

(40-50 ug/g FB)

e Extrusora

o Rosca simples
Modelo 2003 GR-8 (C.W. Brabender, South Hackensack, NJ)

O
o Temperatura: 160°C
O

».
e R

'-':: : ' ‘w’kr" '.A.. :a.".t.w i ‘b{m ol .’V“ et o |

Velocidade: 60 RPM




Efeitos da Extrusao em Fumonisinas

Balanco de Massa:
Derivados de FB; em Milho Ndo Extrusado e Milho Contaminado Extrusado
(nmoles/g dry wt)

Amostra FB, Total

N3o extrusado : : 44.95

Extrusado . . 37.53

Extrusado +

10% Glicose e




Efeitos da Extrusao em Fumonisinas

tricarballylic acid (TCA)

OH

HO

deoxy-D-fructos-1-yi

OH

OH OH
Analyte R1 R2 R3
FB, TCA TCA H
Toxici 27?7

pHFB.a TCA H  H oxicidade
pHFBL H  TCA H \
HFB H H H l.

‘ ® =
NDF TCA TCA  deoxy-D-

fructos-1-y!




e Diferencas significativas no peso dos rins:
o Milho contaminado e fermentado — Taxas mais baixas
o Milho extrusado (contaminado e fermentado) — Taxas mais baixas

e Histopatologia dos rins
— Foram encontradas lesdes microscopicas nos rins dos ratos tratados com fumonisina
— Lesdes foram menos severas em ratos tratados com milho extrusado com glicose

Controle
(sem fumonisina)
Milho Contaminado

Milho Contaminado
Extrusado com Glicose




Efeitos da Extrusao em Fumonisinas

Reduction of Fumonisin B in Corn Grits by
Sinanla.Scrow Eytriicion

Journal of Food Protection, Vol 71, Na 10, 2008 Pages 2036-2041

Reduced Toxicity of Fumonisin B, in Corn Grits by
Single-Screw Extrusion

Reduction of Fumonisin B; in Corn Grits
by Twin-Screw Extrusion

Lauren S. Jackson, Joseph Jablonski, Lloyd B. Bullerman, Andreia Bianchini, Milford A. Hanna, Kenneth A. Voss,
AprjS——— S

Extrusion cooking with glucose supplementation

of fumonisin-contaminated corn grits protects against
1 nephrotoxicity and disrupted sphingolipid metabolism
in rats

.

Kenneth A. Voss', Ronald T. Riley', Lauren S. Jackson? Joseph E. Jablonski,

A

Andreia Bianchini®, Lloyd B. Bullerman®, Milford A. Hanna® and Daiina




Efeitos do Processamento

CHy ORZ ¢y OH NHR3 /k/\,
H4C I ° = °
: ‘ CHy HO Ho & OH
OR1 OH OH I
o
HO o Zearalenone detoxified form
0 OH Analyte R1 R2 R3
0 FB, TCA TCA H - . > )
ticarballylic acid (TCA) e ea w Degradacao causada por processos fisicos (térmicos),
p ’a v é [J . ~ 7 .
oH ne w ot quimicos (efeito de pH, reacdes quimicas com outros
ks - s e ~ . -
J on compostos) ou bioldgicos (degradacao enzimatica) pode
HFB, 4 “ B o ..
Ho levar a uma reducao na toxicidade!
o NDF TCA TCA  deoxy-D-
deoxy-D-fructos-1-yi fruc.tns-]-yl
H3C T o F i‘---ns
| HO Ry : ®
4 cooM . "’ Ry c HzCH3 R4
> . NH3 | H Ls

Ochratoxin A Phenylalanine Ochratoxin a




_ seguranca Alimentar Animal <MM>

A nivel de sistema: Redugio da biodisponibilidade de
Reducao da toxicidade por micotoxinas:
metodos fisico-quiNmicos, Extrusdo reduz a biodisponibilidade de . dRed(l;cao databsgrgao; )
COmMO a extrusao. micotoxinas por sua ligacdo a outros S0 0€ adsorventes, degradacao

de micotoxinas a nivel intestinal.

compostos que sao parte do produto.

Viruses

Pancreas . .
" Bacteria
Large Intestine

Reducao de micotoxinas
pelo processamento:
Limpeza, selecionamento,
extrusao.

Stomach

Small Intestine Fungi
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