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RESUMO

A contaminagdo fungica em ragao animal pode provocar diversos efeitos adversos para a saude
humana e animal, causados por efeitos micotoxicos, como a perda da produg¢ao animal e
patologias a curto e longo prazo, alternativas adicionais na alimenta¢do animal estdo sendo
fornecidas para reduzir a biodisponibilidade de micotoxinas e os seus efeitos toxicos. O estudo
teve como objetivo testar a capacidade da parede celular da Saccharomyces cerevisiae A8SL3
de adsorver aflatoxina B in vitro. A cepa estudada pertence a cole¢ao de micro-organismos do
Laboratorio de Controle Microbiolégico do NUEPPA/CCA/UFPI. No laboratorio foram
realizadas as seguintes etapas: a) Teste de viabilidade in vitro da cepa S. cerevisiae ASL3 as
condigdes similares ao pH do trato gastrointestinais da tilapia, nos pH 2,0 e 7,0; b) Teste de
adsorcao de aflatoxina Bi pela cepa S. cerevisiae A8L3 in vitro nas concentragdes 0,0; 25,0;
50,0 e 75,0 ng/ mL de AFB1; c) Extragdo da parede celular da S. cerevisiae A8L3 e capacidade
de adsorc¢do aflatoxina B nas concentracdes de 0,0; 25,0; 50,0 e 75,0 ng/mL de AFB;. O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC) onde o teste de
viabilidade as condi¢des de pH gastrointestinais com esquema fatorial 3 x 4 (trés tipos de pH
em quatro tempos distintos), e no teste de adsor¢ao o esquema fatorial foi de 2 x 4 (dois fatores
e quatro concentragdes diferentes de aflatoxina). Os resultados mostraram que a cepa A8L3
sobreviveu e multiplicou-se nas condi¢des similares ao pH do trato gastrointestinal de tilapia,
e ambas, tanto a cepa A8L3 como sua parede celular possuem potencial de adsor¢ao até os 75,0
ng/mL de aflatoxina B1, onde a parede celular apresenta melhor adsor¢ao de aflatoxina B1 na

concentragdo de 25,0 ng/ml, com valor de 64,5%.

Palavras-chave: CLAE, levedura probidtica, mananoligossacarideos (MOS), B-glucanos.



ABSTRACT

Fungal contamination in animal feed can cause several adverse effects on human and animal
health caused by mycotoxic effects, such as loss of animal production and short- and long-term
pathologies. Additional alternatives in animal feed are being provided to reduce the
bioavailability of mycotoxins and their toxic effects. The present study aimed to test the ability
of the cell wall of Saccharomyces cerevisiae A8L3 to adsorb aflatoxin B1 in vitro. The strain
of this study belongs to the microorganism’s collection in the Microbiological Control
Laboratory of NUEPPA/CCA/UFPI. The following steps were performed in the laboratory: a)
In vitro viability test of the strain S. cerevisiae A8L3 to conditions similar to the pH of the
tilapia gastrointestinal tract, at pH 2.0 and 7.0; b) Aflatoxin B1 adsorption test by strain S.
cerevisiae A8L3 in vitro at concentrations 0.0; 25.0; 50.0 and 75.0 ng/mL of AFB1; ¢) Cell
wall extraction of S. cerevisiae A8L3 and adsorption capacity aflatoxin B10 at 0.0; 25.0; 50.0
and 75.0 ng/mL concentrations of AFB1. The experiment was conducted in a completely
randomized design (CRD), where the viability test was conducted at gastrointestinal pH
conditions with a factorial scheme 3 x 4 (three types of pH at four different times), and in the
adsorption test the factorial scheme was 2 x 4 (two factors and four different concentrations of
aflatoxin). The results showed that the strain A8L3 survived and multiplied under conditions
similar to the pH of the tilapia gastrointestinal tract, and both strain A8L3 and its cell wall have
adsorption potential up to 75.0 ng/mL aflatoxin B1, where the cell wall presents better

adsorption of aflatoxin B1 at a concentration of 25.0 ng/ml, with a value of 64.5%.

Keywords: HPLC, probiotic yeast, mananoligossacarides (MOS), B-glucans
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1. INTRODUCAO

A produgdo brasileira de peixe de cultivo em 2022 foi de 860.355 toneladas, a
aquicultura foi o setor de produ¢do de alimentos mais expandiu nos ultimos 50 anos, com
desenvolvimento médio de 5,3% ao ano, desde o ano de 2000. Estima-se que a producao
mundial de peixes em 2030 deve aumentar 15% em relacdo a 2018, podendo atingir 204
milhdes de toneladas. Nesse cenario os peixes continuam em destaque sendo os organismos
aquaticos mais cultivados, totalizando uma produgdo de 54,4 milhdes de toneladas entre
espécies de agua doce e marinha. O Brasil ocupa a 12° lugar em piscicultura, sendo o oitavo

maior para producgdo de peixes cultivados em agua doce. (FAO, 2020).

Com os efeitos da pandemia no mercado internacional de pescado, as exportacdes da
piscicultura brasileira apresentaram aumento de 15 % em ddlar e queda de -13% em toneladas
no ano de 2022 em comparagdao com o ano anterior, passando 9.806t para 8.492t (PEIXE BR,
2023).

Devido a demanda por pescado de melhor qualidade, a piscicultura vem buscando
aperfeigoar seu cultivo com a inten¢ao de expandir a producdo. Junto a essa expansao da
atividade, enfermidades associadas a alimenta¢do dos peixes podem reduzir o ganho de peso,
aumento da mortalidade e do tempo de cultivo. Dentre as enfermidades mais frequentes,
destacam-se as de origem nutricional causadas pelo oferecimento de ragdo com baixa
qualidade, ao armazenamento e estocagem que favorega o desenvolvimento fungico.
Dependendo da espécie e das condi¢des de armazenamento da ragdo, esses micro-organismos

podem produzir micotoxinas prejudiciais a satde animal.

As micotoxinas sdo compostos toxicos resultantes do metabolismo secundario de
fungos varios tipos de substratos. Esses metabolitos em alimentos representam potencial risco
a saude humana e animal (MARQUIS, 2014). Os géneros fungicos Aspergillus, Fusarium,
Alternaria e Penicilium sao os mais frequentemente encontrados em ragdes € 0s maiores
produtores de micotoxinas (SKRBIC et al., 2011; OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2020). A
contaminagdo por fungos micotoxigénicos pode ocorrer em qualquer momento, durante a
producdo, colheita, processamento, transporte e armazenamento de grdos (BOVO;
CORASSIN; OLIVEIRA, 2010). Os principais fatores que propiciam desenvolvimento dos
fungos toxigénicos sao as condi¢des de umidade e temperatura relacionados a armazenagem

(ASTORECA et al. 2009; ATAYDE et al. 2014).
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As aflatoxinas sdo os metabdlitos fungicos mais conhecidos e pesquisados, produzidas
principalmente pelo Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus. Essas toxinas t€ém carater
mutagénico, teratogénico e cancerigeno. Em seres humanos ocorre relagdo entre a ingestao de
aflatoxina e o carcinoma hepatocelular (OLIVEIRA et al., 2010; PINHEIRO et al. 2017,
BEDOYA-SERNA et al. 2018). Esses fungos e suas toxinas podem estar presentes nas ragdes
para animais pela utilizagdo de graos contaminados para sua formulacdo (SANTOS et al.
2014; BALDISSERA et al. 2018).

Devido a natureza téxica das micotoxinas, estratégias de controle tém sido
desenvolvidas, tais como: prevencdo da contaminacdo e do crescimento fungico,
descontaminacdo de alimentos que contenham micotoxinas e ainda, inibi¢do ou a adsor¢do no
trato gastrointestinal de micotoxinas presentes no alimento consumido (MALLMANN et al.,
2006). Dentre estas, o controle mais assertivo contra as micotoxinas seria no armazenamento
adequado da ra¢do, diminuindo as condi¢des de contaminagao fingica, oferecendo assim um
alimento de melhor qualidade. Havendo a ineficiéncia do controle adequado, podem ser
utilizados procedimentos que possibilitem a redugdo de contaminantes toxicos nos alimentos,
sendo eles fisicos, quimicos e bioldgicos (RAHAIE et al., 2012). Dentre as alternativas, o
controle bioldgico destaca-se por ser uma alternativa bastante promissora, na utilizagdo de
bactérias e leveduras adicionadas a racdo como agdo de detoxificacdo, para o controle de
micotoxinas liberadas pelos fungos.

Entre os agentes bioldgicos que podem ser utilizados para adsor¢ao de micotoxinas, as
leveduras secas ou desidratadas sao uma das formas mais utilizadas, sendo obtida, em grande
parte, dos residuos de processamento em fabricas de cervejarias, resultando assim, em um
composto mais concentrado, sendo também uma alternativa para o descarte desse produto
(PINHEIRO et al., 2015). Especificamente, extratos de parede celular de leveduras possuem
alto conteudo de polissacarideos ndo amilaceos (glucanos e mananos), com propriedades que
beneficiam o sistema imune e interferem positivamente na microbiota intestinal de peixes
(HISANO et al., 2008), com isso a importancia de se estudar a parede celular das leveduras
esta relacionada com a sua capacidade de adsor¢cao de micotoxinas (YIANNIKOURIS et al.,
2006), assim trazendo um impacto econdmico significativo na produ¢ao animal uma vez que
esses micro-organismos, ou apenas sua parede celular, podem ser utilizados como aditivos em
alimentos para animais e reduzir a biodisponibilidade de micotoxinas e os seus efeitos toxicos.

Nesse contexto, tanto as leveduras, como a sua parede celular sao podutos promissores

a serem utilizadas para fins biotecnologicos, especialmente na area de aditivo alimentar na
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producdo de peixes. Com isso, nesse trabalho objetivou-se avaliar se a Saccharomyces
cerevisiae A8L3 permanece viavel em condigdes de pH semelhantes as do trato

gastrointestinal da tildpia, bem como a cepa e sua parede celular tém capacidade para adsorver

aflatoxina B in vitro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Peixe Tilapia

A Tilapia (Oreochromis sp) € um peixe africano pouco exigente e facilmente adaptavel
a diferentes ambientes. Gracas a essas caracteristicas, seu cultivo ocorre em diversos
continentes. A produ¢do mundial de tildpia atingiu 4,4 milhdes de toneladas, representando
9% do total de pescado produzido no mundo, sendo o pescado produzido em maior quantidade
em varios paises (FAO, 2020). O crescimento acentuando da Tilapicultura dentro da
aquicultura mundial ¢ a terceira maior espécie em crescimento, no ano de 2020.

Trata-se de peixe que tem hébito alimentar preferencialmente herbivoro pelo consumo
de plantas aquaticas e de fitoplancton. Possui trato gastrointestinal completo composto por
boca, faringe, esofago, estdbmago, intestino longos e anus. O trato gastrointestinal (GI) ¢
formado por quatro camadas: mucosa, submucosa, muscular e serosa (PHROMPANYA;
SAENPHET; SAENPHET, 2019). A secre¢do das células da camada mucosa lubrifica o
limen intestinal para facilitar o transporte e adsor¢ao de macromoléculas, onde ¢ no sistema
(GI) que contém quantidade substanciais de tecidos linfoides organizados com grandes
populagdes de células imunes efetoras inatas e adaptativas (RAWLING et al., 2023).

No sistema imunoldgico dos peixes teledsteos, a maioria das fungdes imunes inatas
sdo semelhantes as dos mamiferos, existem algumas diferencas na estrutura das células
imunes do tecido linféide associado ao intestino (LICKWAR et al., 2017, GOMES et al.,
2020). Diferentes tipos de mucos podem ser encontrados no trato GI dos peixes e essa
variagdo depende da espécie, do tipo de alimentagdo, idade e da por¢do do sistema GI. A
eficiéncia digestiva depende de tipo de alimentagdo e hidrdlise no trato GI, da temperatura e
das enzimas digestivas (IZVEKOVA et al., 2013).

No estdmago da Oreochromis sp os valores de pH oscilam durante a digestao e apds a
alimenta¢do. De um modo geral, durante a digestdo das tilapias os alimentos permanecem por
aproximadamente quatro horas no estdmago em pH 1,5 e doze horas no intestino em pH 7,0

(GETACHEW, 1989; HLOPHE; MOYO; NCUBE, 2014) .
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2.2 Aflatoxina B1

As aflatoxinas sdo micotoxinas, que podem ocorrer naturalmente no ambiente, desde
que o agente esteja em situacdo propicia e em condigdes ambientais adequadas para sua
proliferagdao, seu nome aflatoxina, ¢ derivado da combinagdo entre Aspergillus, flavus e
micotoxina. A descoberta desta toxina aconteceu em 1960, na Inglaterra, devido a um surto,
em perus, causado por uma doenca desconhecida, denominada doenga “X”. Tal doenga foi
causada pela ingestdo de amendoim contaminado com A. flavus, o que levou a morte mais de
100 mil perus e outros animais envolvidos ( PERAICA et al., 1999; BHAT et al., 2010 ).

A umidade e a temperatura sdo os fatores que mais influenciam sobre a multiplicagdo
fungica e a producdo de aflatoxinas. Considera-se 6timo para essas finalidades umidade
superior a 80% e temperatura entre 36,0 °C e 38,0 °C. Para producdo de aflatoxina a
temperatura ideal deve estar entre 25,0 °C a 27,0 °C (ABBAS, 2005; SPINOSA; GORNIAK;
PALERMO-NETO, 2008). Outros fatores também interferem na produ¢do de aflatoxinas,
dentre eles destacam-se: composi¢do de substrato, valores de pH, teores de oxigénio e de
diéxido de carbono, competicdo microbiana, danos mecanicos, linhagem do fungo
contaminante, estresse da planta e uso de fertilizantes ou fungicidas (HUSSEIN; BRASEL,
2001; MAGAN; OLSEN, 2006).

Todos os compostos pertencentes ao grupo possuem um nucleo, cumarina, associado
ao furano e a lactona (Figura 1). As aflatoxinas do grupo B, G e M possuem estruturas
quimicas distintas, possuindo anel ciclopentenona, lactona insaturada e derivados

hidroxilados de B1 e B2 respectivamente (ARAUJO, 2012).

Figura 1. Estruturas Furano e Cumarina

0. 0|
N o
9}

FURANO CUMARINA

Fonte: Adaptado de ARAUJO, J. M. A. Aflatoxinas. Quimica de alimentos: teoria e pratica. 5. ed.
Vigosa: Universidade Federal de Vigosa, 2012. p. 340-352.

Dezoito diferentes tipos de aflatoxinas foram identificados (figura 2), as de maior
interesse médico sdo denominadas aflatoxinas B1 (AFB1), B2 (AFB2), G1 (AFG1) e G2
(AFG2) (OLIVEIRA e GERMANO, 1997; BATH et al. 2010). Estas toxinas sao resultantes
do metabolismo fingico, no entanto, aflatoxicol, AFMI1, AFM2 e AFQI sdo produtos
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resultantes da biotransformagdo hepatica da AFB1 (SPINOSA; GORNIAK; PALERMO-
NETO, 2008).

Figura 2. Tipos de Aflatoxinas

oo OCH,

AFLATOXN B,

Q0 3

AFLATOXIN P, AFLATOXICOL

Fonte: INTERNATIONAL PROGRAMME ON CHEMICAL SAFETY - ICHEM. Environmental health
criterial 11. Disponivel em:<http://www.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc011.htm>. Acesso em: 21 abril.

2023.

As aflatoxinas sdo um dos grandes problemas que o setor da aquicultura enfrenta
atualmente em varias partes do mundo, o risco da contaminagdo do alimento por toxinas,
dentre elas a aflatoxina Bi (AFB1), que sdo compostos toxicos de baixo peso molecular,
metabolitos secundarios produzidos a partir de micélios ou esporos de fungos filamentosos,
principalmente os fungos Aspergillus flavus e A. parasiticus que sdao encontrados
principalmente em regides mais quentes e umidas do mundo (HUSSAIN; MATEEN;
GATLIN, 2017).

As micotoxicoses podem ser primarias, quando ocorre o consumo direto dos produtos

contaminados, e secundarias, relacionada a ingestdo de leite, carne, ovos ou derivados de
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animais que ingeriram alimento contaminado (SANOU et al., 2021). Em ambos os casos, as
micotoxinas podem causar distirbios no organismo, interferindo no metabolismo, no
desenvolvimento, além desencadear quadros de neoplasias, mutagénese, teratogénese e
imunossupressao (MASSIMO; OSVALDO, 2012; THANUSHREE et al., 2019; LUO et al.,
2021).

A AFBI1 ¢ uma das toxinas mais poderosas conhecida principalmente na questdo de
paramentos zootécnicos, com redugdo do crescimento, ganho de peso e a satide de animais
aquaticos (GONCALVES et al., 2018). Nos ultimos anos varios trabalhos sobre os efeitos
toxicos da AFB1 tém sido bem avaliados em peixes e camardes (HUSSAIN et al., 2017;
WANG et al., 2018; ZENG et al., 2019; TASA et al., 2020; GHAFARIFARSANI et al., 2021;
HUANG et al., 2021).

O figado ¢ o principal 6rgdo desintoxicante, com isso se torna alvo de toxinas ou
carcinégenos (YOON et al., 2020), isso se deve aos efeitos carcinogénicos, mutagénicos,
teratogé€nicos, imunossupressivos e hepatotoxicos, que sdo influenciados por fatores como
espécie, idade, estado nutricional, dose e periodo de exposicdo do organismo a toxina
(GONCALVES, 2016). A presenca desta toxina em alimentos causa sérios danos a saude
humana e animal (HERNANDEZ-MENDOZA; GARCIA; STEELE, 2009; OLIVEIRA et al.,
2013; OLIVEIRA; CORASSIN, 2014). Com isso a legislacdo brasileira permite limites
maximos de 50 pg/kg de aflatoxinas em qualquer matéria-prima ou ragdo destinada para
consumo animal no Brasil (BRASIL, 1988).

Para manifestar seus efeitos toxicos a AFBI1 precisa sofrer uma ativacdo metabolica
(CHU, 1991), sua forma ativada ¢ o composto denominado como 8,9-6xido de AFBI1. Este
composto ¢ bastante eletrofilico, sendo capaz de reagir rapidamente com macromoléculas, a
exemplo do acido desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico (RNA) e proteinas (LIN et
al., 2006), podendo fazer assim altera¢cdes na formacao inicial e multiplicagdo celular. A
ligagdo AFBI1 8,9-epoxido com o DNA origina os mecanismos basicos dos seus efeitos
mutagénicos e carcinogénicos, pois a ligacdo covalente desse composto ao DNA resulta na
formacdo do adulto aflatoxina-N7-guanina (SPINOSA; GORNIAK; PALERMO-NETO,
2008).

Segundo Hsieh e Atkison (1991) os adultos sdo responsaveis pela lesdo bioquimica
primaria causada pelas aflatoxinas. A ligacdo quimica 8,9- 6xido de AFB1 com o DNA
modifica sua estrutura e como consequéncia, a sua atividade bioldgica, dando origem aos

mecanismos bdasicos dos efeitos mutagénicos ¢ de neoplasias ocasionadas pela AFBI1
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(OLIVEIRA E GERMANO., 1997 e LIN et al.,2006). A aflatoxina ¢ toxica para a maioria
dos animais, com valores acima de 0,5 mg/ kg de peso de animais vivos (ARAUJO et al.,
2012)

A introducdo de racdes formuladas para alimentacdo em cultivo de organismos
aquaticos favoreceu a presenca de aflatoxinas no ambiente tropical e subtropical, por esse
motivo, a tilapia também tem sido foco de estudos para investigar efeitos letais e varias

propriedades fisiologicas (DENG et al., 2010).
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2.3 Saccharomyces cerevisiae

Os fungos sdo micro-organismos eucarioticos, multinucleados e heterotroficos
podendo ser unicelulares (leveduras) ou pluricelulares (fungos filamentosos) (TRABULSI et
al., 1999; BAHT; RAI; KARIM, 2010). Os fungos podem se desenvolver em quase todas as
condi¢des climaticas e em qualquer tipo de suporte solido ou liquido, entre 10 e 40°C, com
pH 6timo para multiplicacdo entre 4,0 a 8,0 e atividade de 4gua maior que 0,70 (DINIZ., 2002,
BHAT et al., 2010).

A Saccharomyces cerevisiae ¢ uma das leveduras mais conhecidas pela importancia
comercial, sendo amplamente utilizada na industria de bebidas alcoolicas e de panificagao.
Além disso, possui capacidade para adsor¢do de AFB1 (El- NEMAZI et al., 2004; SHETTY;
JESPERSEN, 2006 ¢ SHETTY et al., 2007, PINHEIRO et al., 2020). As leveduras podem ser
utilizadas como aditivos naturais na alimentacdo de animais de producdo. Este tipo de
suplementa¢do tem gerado incremento nos parametros produtivos e na saude dos animais
(HOOGE, 2004; SHETY; JEPERSEN, 2006).

A parede celular das leveduras ¢ uma estrutura resistente, responsavel pela prote¢ao
fisica e de estabilidade osmotica da célula, que pela permeabilidade seletiva permite o
transporte de nutrientes para o citoplasma (SMITH et al., 2000; KLIS et al., 2002). Essa
estrutura corresponde entre 15,0 % e 30,0 % do peso seco total da célula. Os componentes da
parede celular estdo distribuidos em duas camadas principais, sendo a externa composta por
mananoproteinas € a interna por glucanos e quitina, em estrutura interconectada por ligagdes
covalentes (MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008). A parede celular da S. cerevisiae ¢

composta por 55,0 % de glucanos, 22,0 % de mananoproteinas e 1,5 % de quitina (figura 3).
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Figura 03. Estrutuira da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae
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Fonte: Estrutura da parede celular da levedura Saccharomyces cerevisiae. TABANEZ.,2023

(Adaptado de Avantaggiato, et al., 2018).

O desenvolvimento dos fungos e divisdo celular ¢ sincronizado com o crescimento da
parede (CID et al., 1995). As fracdes de polissacarideos das paredes celulares de leveduras
(PCL) como os B-glucanos e os mananos t€m sido pesquisadas quanto aos efeitos benéficos
tanto sobre a satde de animais de produgcdo como dos seres humanos (STIER;
EBBESKOTTE; GRUENWALD, 2014; FULLER et al., 2017; LIU et al., 2021).

Amplamente distribuidas na natureza, as B-glucanas estdo presentes em fungos,
leveduras, algas, bactérias e plantas superiores apresentando diferentes estruturas (MIURA et
al., 2003). Uma das principais fontes de B-glucanas esta localizada na parede celular das S.
cerevisiae, isto porque, ¢ 0 componente presente em maior quantidade em sua parede celular
constituida por um esqueleto linear central de unidades de glicose ligadas na posi¢ao f (1-3),
com cadeias laterais de tamanhos variados, também de glicose, porém, unidas em 3 (1- 6)
(DIJKGRAAF; LI; BUSSEY, 2002)

Alguns polissacarideos como as B-glucanas obtida de levedura, sdo denominadas a
uma classe de substincias conhecidas como modificadores de respostas biologicas (MRB),
pois alteram a resposta no hospedeiro pelo estimulo do sistema imune, assim a estrutura
tridimensional dos polisacarideos que constituem a parede celular permite a adsor¢do de

diferentes micotoxinas ou seus derivados metabolicos (HASSAN et al., 2021).
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A atividade biologica das B-glucanas vem sendo muito estudada nos ultimos anos,
principalmente pela sua habilidade de ativar mecanismo de defesa no hospedeiro (YUN et al.,
2003; KO; LIN, 2004; KIM et al., 2006). Tento como agao outros efeitos, como antitumoral,
anti-inflamatorio, antimutagénico, hipocolesterolémico, hiperglicémico e prote¢do contra
infec¢cdes vém sendo avaliados e comprovados (KOGAN, 2000; LIN et al., 2004; BEHALL
et al., 2006; KIM et al., 2006).
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2.4 Adsorcao de Aflatoxinas

Agentes detoxificantes sdo considerados como substancias que podem suprimir ou
reduzir a absor¢do; promover a excrecdo ou modificar o0 modo de agdo de micotoxina
(Regulacao da Comunidade Europeia (EC, 386/2009). Esses agentes podem ser classificados
como: a) adsorventes por serem capazes de reduzir a biodisponibilidade de micotoxinas; b)
biotransformadores por que degradam essas toxinas em metabolitos menos toxicos € c)
protetores pela finalidade de protegao contra danos a nivel celular ocasionado pelo consumo
destes agentes toxicos (TAPIA-SALAZAR et al., 2010). Com isso existem alguns tipos de
mecanismos de controles para a desintoxicagdo por aflatoxinas, dentre eles fisicos, quimicos
e biologicos, onde o controle bioldgico bacteriano € uma alternativa promissora, assim como
a utilizacdo de alimentos funcionais contendo micro-organismos benéficos pode auxiliar no
processo de descontaminagao de micotoxinas (PEREYRA et al., 2015).

A utilizagdo de micro-organismos para degradar aflatoxinas ¢ uma alternativa atrativa
para o controle ou eliminagdo destas toxinas em alimentos e ragdes (ALBERTS et al., 2006),
sdo agentes absorvedores compostos e de alto peso molecular, que se ligam as micotoxinas
presentes em alimentos contaminados, limitando sua biodisponibilidade apds a ingestao, onde
podem apresentar diferentes tipos de interagdes: ligagcdes hidrofobicas, pontes de hidrogénio,
atracdo ou repulsdo eletrostatica e coordenagdo titulos (DI GREGORIO et al., 2014 et al.,
2021).

Esses micro-organismos detoxificantes podem ser denominados como probioticos,
onde agem como reguladores do sistema digestorio, pois proporcionam beneficios aos homens
e aos animais por meio da inibi¢do de patdgenos; da atuagdo como antigenos, potencializando
a resposta imune do hospedeiro; e da regulagdo da fisiologia digestiva, fornecendo vitaminas
e fontes energéticas (SHANAHAN et al., 2012; DUNCAN; FLINT, 2013). Podem atuar no
organismo por diferentes mecanismos de a¢do, como competicdo pelo sitio de adesao;
producdo de metabodlitos com atividade antimicrobiana; neutralizacdo dos compostos
indesejaveis, a exemplo de enterotoxinas, amonia e aminas biogénicas toxicas; alteragdo do
metabolismo microbiano pelo aumento ou diminui¢do da atividade enzimatica; indugdo da
imunidade pelo estimulo a atividade de linfocitos e macréfagos (CHAMPAGNE; CRUZ;
DAGA, 2018).

Para um microrganismo ser considerada um probidtico alimentar deve atender a
algumas caracteristicas: sobreviver as condi¢des acidas e basicas do trato gastrointestinal;

aderir as membranas mucosas; multiplicar nas condi¢des intestinais, competindo com a
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microbiota natural presente; ser viavel em altas concentra¢des (10°a 108 UFC/mL); ndo estar
associada a doencga; possuir estabilidade genética durante o processamento e auséncia de
propriedades organolépticas indesejaveis nos alimentos (Fuller, 1989; D'Aimmo et al., 2007).

Os micro-organismos mais utilizados em preparagdes probidticas sao bactérias
Enterococcus sp., Lactobacillus sp. e Bacillus sp., bactérias acido-lacticas, bacteriéfagos,
algas unicelulares e leveduras, como as do género Saccharomyces (CHEN et al., 2020;
KHADEMZADE et al., 2020).

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizada em alimentos funcionais,
probidticos, como micro-organismos potenciais para descontaminag¢do de micotoxinas,
devido a sua capacidade de ligagdo a AFBI (Pereyra et al., 2015; Armando et al., 2011;
Pizzolitto et al., 2012), pode ser considerada como o micro-organismo probiotico de escolha
na aquicultura, melhorando as taxas de sobrevivéncia em cultivos com baixa salinidade,
auxiliando a resposta a multiplos fatores causadores de estresse e atuando no sistema
imunoldgico dos animais cultivados (MARTINEZ-ANTONIO et al., 2019)

O processo de adsor¢do de micotoxina pela levedura ocorre na parede celular,
provavelmente pela presenca de B-glucanos e pela sua capacidade de ligagdo seletiva com as
micotoxinas polares e apolares, que sdo inativadas por forgas intermoleculares (pontes de
hidrogénio e forcas de Van der Waals). (CAMPAGNOLLO et al., 2020). A parede celular de
leveduras (Saccharomyces cerevisiae), conseguem atuar como adsorventes, podendo ligar-se
a diversas micotoxinas como aflatoxina, fumonisina e zearalenona (CORASSIN et al., 2013).

Os componentes da parede celular t€ém suas limitagdes quanto ao numero de polos de
ligacdes para aflatoxinas e outras micotoxinas, podendo ficar limitado a inativagdo, devido a
saturacdo de polos da parede celular (PIZZOLITTO et al., 2012), dessa forma quanto maior a

quantidade de B-glucanos disponivel, maior sera a inativag¢ao da aflatoxina.
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3. MATERIAL E METODOS

Para o experimento foi utilizada a cepa Saccharomyces cerevisiae A8L3 pertencente
a cole¢do de micro-organismos do Laboratorio de Controle Microbioldgico, do Nucleo de
Estudos, Pesquisas e Processamento de Alimentos (NUEPPA), Centro de Ciéncias Agrarias
(CCA), Universidade Federal do Piaui (UFPI). Essa cepa foi isolada da agua de viveiros de
piscicultura e estocado sob estas condi¢des: tubo de ensaio contendo meio agar extrato de
malte (MEA) e armazenada em refrigeracao (4,0 °C).

Para iniciar o experimento a cepa foi reativada da seguinte forma: com a alca de
platina transferiu-se parte da cultura para trés tubos de ensaio contendo 9,0 mL de caldo
extrato de levedura peptona dextrose (YPD), que permaneceram em mesa agitadora a 150
rpm/min por 48 horas a temperatura ambiente (aproximadamente 30,0°C). Em seguida, de
cada tubo foram transferidas aliquotas com 1,0 mL para tubos de ensaio com 9,0 mL de agua
peptonada 0,1%, realizando-se dilui¢des decimais consecutivas até 107 células/mL. Para
confirmar a quantidade de células de levedura por mL foi utilizada cdmara de Neubauer com
leitura em microscopio otico com objetiva de 40x (adaptado de VAN DER AA KUHLE et
al., 2005).

A partir dessas diluicdes foram realizados os testes com a cepa S. cerevisiae A8L3:
viabilidade in vitro as condigdes gastrointestinais de Tilapia (Oreochromis niloticus); avaliagdo
da adsor¢do de aflatoxina Bi da cepa in vitro e obtengdo de biomassa, extracao da parede

celular da cepa e teste de adsor¢ao de aflatoxina B pela parede celular de aflatoxina B;.
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3.1  Teste de viabilidade in vitro da cepa de S. cerevisiae A8L3 as condi¢des de pH do

trato gastrointestinal da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

a) Tolerancia ao acido cloridrico em pH 2,0

Para simular as condi¢des de acidez do estdmago da tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), foi realizado o teste de tolerancia ao acido cloridrico em pH 2,0 de acordo com
PIZZOLITTO et al., 2012 com adaptacdes. Transferiu-se 100 pL. da diluicao previamente
preparada com 107 células/mL! para tubos contendo 900 pL de caldo (YPD), adicionou
solucdo de 4acido cloridrico para ajustar ao pH 2,0 medido em pHmetro de bancada
(QUIMIS®). Essa operacao foi realizada em triplicata.

Em seguida de cada triplicata foram transferidas aliquotas com 100 puL. dos cultivos
para a contagem das células viaveis da cepa S. cerevisiae ASL3 em cadmara de Neubauer
(semelhante ao descrito anteriormente) e outras aliquotas com 100 pL foram transferidas para
semeadura em superficie de placas dgar YPD. Essa etapa foi realizada em duplicata. A
contagem inicial foi considerada como o tempo 0,0 (controle).

Na sequéncia, as triplicatas dos tubos contendo caldo YPD foram levados para mesa
agitadora modelo SL-180/DT (Solab®) com agitagdo constante (150 rpm) em temperatura
ambiente (aproximadamente 30,0°C). Os tubos permaneceram em agitacdo por quatro horas
até serem retirados para contagens e semeadura em placas, conforme realizada no tempo zero.
Em seguida retornaram para a agitagdo e essa operagao foi repetida as oito e as 12 horas de

cultivo.

b) Tolerancia aos sais biliares (pH 7,0)

Para simular as condi¢des da porcdo anterior do intestino da tildpia do Nilo
(Oreochromis sp) (ROTTA, 2003), foi realizado o teste de tolerancia e de viabilidade da cepa
S. cerevisiae A8L3. Essa testagem foi realizada de forma semelhante ao realizado no item
3.1a descrita anteriormente. Transferiu-se 100 pL da diluigdo previamente preparada com 10’
células/mL™! para tubos contendo 900 pL de caldo YPD em triplicata.

Em seguida, o pH dos meios foram ajustados nos tubos de ensaio para 7,0 utilizando-
se solucao de hidroxido de sédio a 0,1 M/l medido em pHmetro de bancada (QUIMIS®). Essa
operacao foi realizada para obtencao do grupo de pH 7,0, e semeado em superficie 4gar YPD
nos mesmos tempos do item anterior 3.1a.

Para o teste de tolerancia aos sais biliares, foi realizada de forma semelhante a descrita

anteriormente. Transferiu-se 100 puL da dilui¢do previamente preparada com 107 células/mL"
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! para tubos contendo 900 pL de caldo YPD em triplicata. Com o pH ajustado para pH 7,0,
foi adicionada solugdo de bile bovina a 0,5% (Sigma — Aldrich®), em seguida foram retiradas
outras aliquotas com 100 puL onde foram transferidas para semeadura em superficie de placas
agar YPD e contagem, nos tempos determinados de acordo com o item 3.1*. Essa operagao

foi realizada em triplicata.
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3.2 Adsorcao de AFB1 pela cepa S. cerevisiae A8L3 sob condi¢oes simuladas do trato
gastrointestinal de tilapia in vitro

Para avaliagdo da capacidade da cepa S. cerevisiae A8L3 adsorver aflatoxina Bl
(PEREYRA et al. 2017 com adaptagdes), transferiu-se 100,0 uL. da dilui¢do previamente preparada
com 107 células/mL"! para dois tubos contendo 900,0 uL de caldo YPD. Transcorrido o tempo
de incubacao, de cada tubo foram transferidas aliquotas com 1,0 mL para quatro microtubos,
que a seguir foram centrifugados por 10 minutos a 5000 rpm/min em microcentrifuga
(SIGMA®). Apos isso, o sobrenadante foi descartado para obtencao do sedimento, constituido
pelas células das leveduras (pellet).

Em seguida, para eliminar o caldo YPD residual dos microtubos foi adicionada 1,0 mL
de dgua destilada estéril e procedeu-se nova centrifugacao por 10 minutos a 5000 rpm/min em
microcentrifuga (SIGMA®), o procedimento foi realizado duas vezes. Apods descarte do
sobrenadante, foi adicionado em cada microtubo 1,0 mL de solu¢do Tampao Fosfato Salino
(PBS) pH 2,0 ajustado com d&cido cloridrico, para simular a acidez estomacal tilapia
(Oreochromis sp). Os microtubos foram transferidos para mesa agitadora a 150 rpm/min por
sessenta minutos e realizou-se nova centrifuga¢ao a 5000rpm/min em microcentrifuga por 10
minutos.

Apos descarte do sobrenadante com PBS pH 2,0, adicionou-se aos microtubos 1,0 mL
de solugdo (PBS) pH 7,0 adicionado solucdo de hidréxido de sodio para ajuste de pH, e
contendo AFB1 conforme os tratamentos: 0,0 ng/mL (controle); 25,0 ng/mL; 50,0 ng/mL e
75,0 ng/mL. Os microtubos foram transferidos para mesa agitadora a 150 rpm/min por
sessenta minutos, na sequéncia, os microtubos foram centrifugados a 5000 rpm/min e o
sobrenadante foi transferido para outro microtubo para leitura da toxina livre por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e determinar as taxas de adsorcao.
(PEREYRA et al., 2017).

A solugao AFBI inicial usada no ensaio foi ressuspensa em 1000 puL de acetonitrila a
partir de um extrato nicleo de concentragdo conhecida (761,58ug AFBI1). A partir disso foi
preparado a solugdo estoque de 10pg/mL e solugdes de trabalho (25,0; 50,0; 75,0 ng/mL)
AFBI, preparadas em Tampao Fosfato Salino (PBS), pH 7,0.

A deteccao e quantificagdo de AFB1 foram realizadas de acordo com a metodologia
proposta por Trucksess et al. (1994), utilizando um cromatografo SHIMADZU®, modelo
PROMINENCE com detector de fluorescéncia modelo RF-10AXL SUPER. Uma aliquota de

200 pL do extrato da amostra foi derivatizada com 700 ul de acido trifluoroacético: acido
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acético: agua (20:10:70, v/v/v). As separagdes cromatograficas serdo realizadas em uma
coluna de fase reversa (de silica gel, 150 x 4,6mm id., 5,0 um de tamanho de particulas,
VARIAN, Inc. Palo Alto, EUA). A fase movel utilizada sera acetonitrila, metanol e agua
(17:17:66 v/v/v) a uma vazdo de 1,5 mL min™!. A fluorescéncia de derivados de aflatoxina
serd gravada em comprimentos de onda de excitacdo e emissdao de A 360 nm e 460 nm A,
respectivamente. Esta toxina foi quantificada pela correlagdo das alturas dos picos do extrato
da amostra com o da curva de calibragdo elaborada para estudos analiticos dos padrdes de
AFBI1 (BRASIL, 2017), onde a curva padrao foi construida em diferentes niveis de AFB1. O
limite de detec¢do do método analitico foi de 0,4ng. g-1 e o limite de quantificacdo foi
estabelecido como sendo trés vezes o limite de detec¢do 1,2ng. g-1.

Os resultados para os testes de adsorcao de AFB1 foram expressos em quantidade de
micotoxina adsorvida (ng/mL) e percentual de micotoxina adsorvida (%). O teste foi feito em

quatro repeti¢des duplicadas.
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33 Obtencao de biomassa e extracio da parede celular da cepa S. cerevisiae ASL3

A obtencdo de biomassa foi realizada com o objetivo de extracdo da parede celular das
cepas A8L3 de S. cerevisiae, segundo metodologia de Nguyen et al., (1998) com
modificagoes.

Para a extracdo da parede celular, as culturas da cepa de S. cerevisiae ASL3 cultivadas
em caldo YPD diluigdo previamente preparada com 107 células/mL!, foram transferidas para
tubos conicos, centrifugadas e lavadas com agua destilada estéril para se obter um pellet de
todas as células crescidas. O pellet foi lavado duas vezes com Solugao Tampao Fosfato Salino
(PBS). Em seguida, foi para a estufa de circulagdo de ar forcada a 35° C, durante 20 min para
obtenc¢ao do pellet seco. Apds a secagem, foi adicionado novamente solu¢ao PSB e pérolas de
vidro (4,0mm) MYLABOR, agitando-se por 30 segundos para permitir a ruptura das células,
esse procedimento se repetiu por cinco vezes. Em seguida as pérolas de vidro foram separadas
por decantacdo, e a solugdo colocada em um tubo conico e centrifugada para separar a parede
celular. O contetido da parede foi seco em estufa de ar forgada a 35,0 © C, durante 20 min para

obtencao do pellet seco (NGUYEN et al.,1998).

3.3.1 Adsorc¢ao de AFBi1 pela parede celular da cepa S. cerevisiae ASL3

A adsor¢ao de AFB; pela parede celular foi realizada de acordo com (PEREYRA et al.,
2017) com adaptagdes nas concentragdes de AFB1. Foram realizadas suspensdes de PBS pH
2,0 e PBS pH 7,0 com AFBI nas concentragdes: 0,0; 25,0; 50,0 e 75,0 ng/mL de toxina. Os
ensaios foram realizados da mesma maneira que o ensaio de adsor¢cao usando a levedura
inteira. A cada microtubo com o pellet, foi adicionado 1,0 mL de solugdo pH 2,0 e apds o
tempo de sessenta minutos e centrifugacdo com descarte do sobrenadante, foi adicionado 1,0
mL de solugdo com pH 7,0 com AFB1, simulando as condi¢des de pH do trato gastrointestinal
de tilapia do Nilo (Oreochromis sp), apds periodo de incubacgao, as suspensdes de mistura da
parede celular (pellet) e toxina foram centrifugadas a 100 rpm e o sobrenadante contendo a
toxina livre transferido para outro microtubo, para deteccdo e quantificagdao da toxina livre
(ndo adsorvida) foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), seguindo a
metodologia descrita por Trucksess et al. (1994). Todos os tratamentos foram realizados com
quatro repeticoes. Os resultados para os testes de adsor¢dao de AFB1 foram expressos em

quantidade de micotoxina adsorvida (ng/mL) e percentual de micotoxina adsorvida (%).
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4. ANALISE ESTATISTICA

O delineamento experimental utilizado para os ensaios de teste de viabilidade in vitro da
cepa S. cerevisiae A8L3 as condigdes gastrointestinais de tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus) e ensaio de adsor¢do de AFB; pela cepa S. cerevisiae A8L3 e de sua parede celular
foi o delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 3 x 4, com trés niveis
de pH e quatro tempos destintos com trés repeticoes, totalizando 36 unidades amostrais e
esquema fatorial 2 x 4, duas formas de aplicacdo referem-se a levedura inteira e a parede
celular da levedura S. cerevisiae A8L3 e quatro concentragdes de AFB1 (0; 25,0; 50,0 e 75,0
ng/mL), perfazendo um total de 8 tratamentos com quatro repeti¢des, totalizando 32 unidades
amostrais. As contagens de colonias obtidas no teste de viabilidade as condigdes
gastrointestinais foram analisadas e o nimero de cé¢lulas de leveduras transformados em escala

logaritmica logjo ®* V.

Em seguida os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), utilizando o
procedimento PROC GLM, do software SAS® University Edition. O teste de comparagao de

médias foi o Tukey a 5,0 % de significancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Teste de tolerancia e viabilidade in vitro da cepa S. cerevisiae A8L3 ao pH do trato
gastrointestinal de tilapia do nilo (Oreochromis niloticus)

Em testes realizados com a adi¢do de Saccharomyces cerevisiae como probidticos nas
dietas de peixes, foi possivel observar que elas sdo capazes de sobreviver e de se multiplicar
nas condi¢des de pH gastrointestinais de peixes (PEREYRA et al., 2015, PINHEIRO et al.,
2020). A cepa S. cerevisiae A8L3A, que foi isolada no sedimento de cultivo de peixes, foi
tolerante aos valores de pH testados permanecendo viavel nessas condi¢des durante periodo
experimental (tabela 01). Pode-se observar ainda, que as contagens de leveduras aumentaram
apds quatro horas de incubagdo com os maiores resultados apds 12 horas de incubagao
(P<0,05), mostrando potencial de colonizacdo no trato gastrointestinal.

Tabela 01. Média e desvio padrdo das contagens de Saccharomyces cerevisiae A8L3 isoladas em
ambientes de piscicultura, submetidas a testes com pH e presenca de sais biliares

Contagem (UFC/g em log10) / Tempo (Horas)

pH (X £ DP)

0 4 8 12
2,0 721°¢+£0,33  7,79°*+£0,14  8,022+0,12  8,41*4+0,08
7,0 733€+£0,04  7,99°+0,13 8,24*B+0,09 8,47*+0,08
7,0 (Bile) 7,53°¢+£0,01  8,063+£0,08  8,13B+0,14  8,73*4+0,04

X: média, DP: desvio padrio. Médias seguidas por letras mintsculas diferentes na mesma coluna e letras
maiusculas diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05).
Contagens de células viaveis (log UFC.mL™").
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5.2 Avaliacido da adsorc¢iao de aflatoxina B1 pela cepa S. cerevisiae ASL3 e sua

parede celular in vitro

As curvas de calibracdo elaboradas para padronizar os experimentos (figura 4), sao
utilizadas em estudos analiticos, onde representam uma relacao entre a concentragao de uma
substancia teste ¢ a intensidade do sinal observado. Para a constru¢do de uma curva de
calibragdo um minimo de cinco concentracdes diferentes deve ser testado (em triplicata), uma
equagao da reta de regressao de y em x deve ser estimada pelo método dos minimos quadrados

e um grafico de dispersdo apresentado (BRASIL, 2017).

Figura 4. Curva de calibragdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com AFBI
nas concentragdes (10,0; 25,0;50,0; 75,0;100,0 ng/mL).
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A capacidade da cepa de S. cerevisiae A8L3 isolada de ambiente de cultivo e sua parede
celular em adsorver AFB1 in vitro, nas trés concentracdes testadas foi descrita na tabela 02.
Em todas as concentragdes testadas, a parede celular de S. cerevisiae ASL3 adsorveu maior
quantidade de AFB1 (P<0,05) do que a levedura vidavel. Observou-se ainda que ambas
adsorveram AFBlsatisfatoriamente em todas as concentracdes, especialmente na maior (75,0
ng/mL) quando observamos os valores absolutos. A legislacdo vigente (BRASIL, 1988)

admite que para ragdes possam conter até 50,0 ng/kg™!. Fazendo-se uma estimativa, quando
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utilizada a parede celular da S. cerevisiae A8L3, a quantidade provavel de toxina

remanescente no meio sobrenadante seria proxima ao estabelecido pela legislagao.

Figura 05. Leitura realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) do tratamento
parede celular 25ng de AFBI1.
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Tabela 02. Média e desvio padrao do valor absoluto e do percentual de adsor¢do de aflatoxina B; em diferentes concentragdes pela Saccharomyces cerevisiae
AS8LS3 e pela sua parede celular.

Aflatoxina B, adsorvida em valor absoluto (ng/mL)

~ Concentragdo - - - -
A L . .
d‘jf;%‘? de inicial de AFBI1 S;iﬁﬁigeigﬁgrgdé 8;12/‘5" Quantidade provavel de Pgrl;zr:g:ﬁl ‘i;d(s’(?g;iliacie;ao Quantidade provavel de
(ng mL1) em log 10) (% i’ DP) & AFB1 remanescente (*) UFClg em log 10) (x £ DP’) AFBI1 remanescente (**)
Quantidade 25,0 9,708 +£ 0,3 15,3 16,10¢ £ 1,0 8,9
adsorvida 50,0 10,80°2 + 0,3 39,2 20,208 £ 0,3 29,8
75,0 15,502+ 0,4 59,5 24,85 £ 1,0 50,15

Percentual de Aflatoxina B; adsorvida (ng/mL)

Adsor¢do de
AFBI

Concentragdo de
aflatoxina B1

S. cerevisiae A8L3 (7,0
UFC/g em log 10) (X + DP)

Parede celular da S. cerevisiae

Percentual provavel de AFB1 ASL3 (obtida de 7,0 UFC/g

remanescente (*)

Percentual provavel de AFB1
remanescente (**)

(ng mL) em log 10) (X £ DP)
% de 25,0 38,74 £ 1,6 61,3 64,54 £ 4.8 35,5
adsorcdo 50,0 21,58 +£0,3 78,5 40,5 £ 0,3 59,5
75,0 20,7°8 + 0,5 79,3 33,1+ 1,3 66,9

AFB1= aflatoxina B1
x: média, DP: desvio padrao. Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na mesma linha e maitsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05).
(*) = Concentracdo inicial de aflatoxina B1 menos a quantidade de aflatoxina B1 adsorvida pela S. cerevisiae A8SL3

(**) = Concentragdo inicial da aflatoxina B1 menos a quantidade de aflatoxina B1 adsorvida pela parede celular de S. cerevisiae A8L3
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Entre as concentragdes de AFBI1 testadas, foi observado uma melhor adsor¢do na
concentra¢do de 25,0 ng/ml! de aflatoxina, chegando a 64,5% de adsor¢do com a parede
celular (figura 05) e 38,7% na S. cerevisiae ASL3 (tabela 02). A adsorcdo de aflatoxinas in
vitro depende da concentracgdo testada, € 0 mecanismo de a¢do antimicotoxigéncia pode variar
conforme a composi¢cdo da parede celular das leveduras (LUO et al., 2020). Cepas de S.
cerevisiae podem ter concentragdes variadas de B-glucanos e mananos na constituicao de suas
paredes celulares (PEREYRA et al., 2013; PIOTROWSKA; MASEK, 2015). Esses fatores
podem justificar a diferenca entre resultados com S. cerevisiae testada por Pinheiro et al.
(2020) que adsorveu 19,8 % de 25,0 ng/mL de AFBI e as observadas com a S. cerevisiae
AS8L3.

Nas concentracdes de 50,0 e 75,0 ng/ml! a porcentagem de adsor¢dio da S. cerevisiae
A8L3 foram semelhantes, no entanto os testes com a parede celular houve diferenga entre
eles. Porém, o percentual de adsor¢do de AFB1 da parede celular foi superior a levedura
testada. Em condigdes alcalinas a estrutura de organizagdo tridimensional dos B-glucanos,
favorecem estruturas de hélice simples e/ou espiral aleatéria, onde usando a mecanica
molecular, foi observado que o grupamento hidroxila, cetona, e os lactonas estao envolvidos
na formacao de pontes de hidrogénio e interagcdes de van der Waals entre aflatoxinas Bl e
beta-D-glucanos, com isso as diferencas na capacidade de ligagdo das micotoxinas aos beta-
D-glucanos devem-se as suas caracteristicas fisicas e quimicas especificas (YIANNIKOURIS
et al., 20006).

Motivo pelo qual foi observado no resultado da adsor¢ao da levedura e sua parede celular, na
concentragdo de 75,0ng de AFBI, foi adsorvida de 15,50ng e 24,85ng de AFBI
respectivamente e em outras concentragdes menores (50ng e 25ng) ambas ndo conseguiram

adsorver a quantidade encontrada na concentragdo de 75ng.

Verificou-se que existe uma tendéncia a maior porcentagem adsor¢do com relagdo aos
diferentes estagios de crescimento da celular da cepa S. cerevisiae, quando a célula esta em
fase exponencial (maior atividade metabolica celular) as estruturas da superficie celular ficam
mais acessiveis as ligagdes com a aflatoxina, j&4 na fase estacionaria a acessibilidade as
ligagdes ficam consideravelmente reduzidas (SHETTY; HALD; JESPERSEN, 2007). O
estagio de crescimento celular da levedura estudada nao foi analisado para o experimento.

Entdo na adsor¢do podem ser encontradas mudangas que variam de acordo com os
componentes da parede celular, a ligagdao durante a fase estaciondria indica a possibilidade de

reducdo quantitativa de moléculas constituindo os sitios de ligagdo ou mudangas estruturais
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que levam ao acesso reduzido aos locais de ligagdo na parede celular para aflatoxina. Foi
relatado anteriormente que a permeabilidade da parede célula diminui eficientemente durante
a fase estacionaria devido a acumulo de manoproteinas na camada externa da parede celular.

Uma vantagem de produtos a base de parede celular de levedura, deve-se a sua capacidade
de suportar temperaturas elevadas durante processos de peletizagdo e extrusdo das ragdes, bem
como, a capacidade de resistir as condi¢des quimicas e fisicas do trato gastrointestinal
(PERRY, 1995). Fator determinante para alteragdo de adsor¢do e estrutura molecular de
ligacdo das toxinas ao beta-D-glucanas, ¢ a temperatura, onde testados o tempo de
aquecimento entre 15,0 °C e 120,0 °C, as cepas foram capazes de adsorver 79% de AFB1 a
120°C.

Mesmo com todos os fatores determinantes que podem alterar o potencial de adsor¢ao da
parede celular, a parede celular continua apresentando in vitro melhor capacidade para
adsorver AFB1 quando comparada com a levedura viavel. A parede celular da S. cerevisiae
AS8L3 tem potencial para ser administrada as ragdes devido a capacidade para adsorver e
reduzir a niveis aceitaveis para a sanidade animal a AFB1 presente em ragao que tenham sido
contaminadas com valores permitidos pela legislagao.

A S. cerevisiae ASL3, por ter potencial para ser uma levedura probidtica, a mesma deve
ser submetida a outros testes in vitro para ser determinada como probidtica no trato
gastrointestinal de tilapias. Nos testes avaliados nesse trabalho, pelo crescimento de células S.
cerevisiae A8L3 vidveis na mucosa intestinal, podemos melhorar o desempenho de adsor¢ao

de AFBI.
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6. CONCLUSOES

A cepa S. cerevisiae ASL3 permanece vidvel e se multiplica em condigdes de pH
semelhantes do trato gastrointestinal da tilapia do Nilo (Oreochromius sp).

Na adsor¢ao in vitro a S. cerevisiae A8L3 e sua parede celular adsorvem até 75,0
ng/mL de AFBI, sendo a parede celular da cepa com melhor adsor¢do obtida. Assim, a
inclusdo de aditivos a base de parede celular da cepa S. cerevisiae A8L3 em dietas de tilapia

provavelmente podem melhorar as condigdes sanitarias, reduzir a quantidade de AFBI1.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Com o avango de estudos a micro-organismos probidticos e adsorventes de aflatoxinas,
se torna necessario estudos das leveduras de Saccharomyces cerevisiae isoladas no ambiente
de piscicultura, pertencente a colegdo de micro-organismos do Laboratério de Controle
Microbiolégico, do Nucleo de Estudos, Pesquisas e Processamento de Alimentos (NUEPPA),
Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), Universidade Federal do Piaui (UFPI). Dentre algumas
cepas analisadas e testadas em trabalhos anteriores, a S. cerevisiae A8L3 tem resultados tanto
in vitro como in vivo, promissores para se tornar um futuro probiotico alimentar na
piscicultura.

Iniciando os estudos com a parede celular da S. cerevisiae AS8L3 temos resultados
prosperos, onde estudos derivados da parede celular devem ser realizados e testados, como a
composi¢ado e espessura da parede celular na influéncia da adsorcao de toxinas, melhorias nas
técnica de extra¢do da parede celular, onde possivelmente determine melhor desempenho,
desafiar a altas temperaturas cogitando um possivel processo de extrusdo quando adicionado
a formulacdo de racdo animal, assim como fazer todos os testes in vivo para uma possivel

formulacao de aditivo alimentar na piscicultura.
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