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POTENCIAL DE APLICAÇÃO DE LEVEDURAS COMO ADSORVENTE DE 

AFLATOXINA B1 E PROBIÓTICOS EM PISCICULTURA 

 

RESUMO  

 

A utilização de leveduras na agricultura tem um grande potencial em reduzir o dano econômico 

causado por fungos toxigênicos, podendo atuar como agentes de biocontrole e ainda, na redução 

da contaminação de matérias-primas por micotoxinas. Neste sentido, a busca por compostos 

naturais, que possam exercer tais funções é importante para o desenvolvimento tecnológico, 

econômico e para a sanidade em aquicultura. Deste modo objetivou-se isolar e identificar 

leveduras presentes nos intestinos de tambatinga cultivados em tanques comerciais de 

piscicultura e da ração dos ambientes de cultivo; verificar in vitro o potencial probiótico e 

adsorvente de Saccharomyces cerevisiae para aflatoxina B1 e avaliar os efeitos da adição de 

Saccharomyces cerevisiae em rações contaminadas com aflatoxina B1 sobre o desempenho e 

sanidade de alevinos de tambaqui. A identificação molecular das leveduras da ração e intestino 

de tambatingas foi realizada pela reação de PCR e amplificação por NL1/NL4 e sequenciamento 

das regiões D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA. Foram identificadas 16 leveduras da 

espécie Candida nivariensis no intestino dos peixes. Nas amostras de ração, foram isoladas e 

identificadas as espécies: Hyphopichia burtonii (23,08%), Lodderomyces elongisporus (15,39%) 

e Trichosporon asahii (15,39%), Candida nivariensis (7,69%), Candida orthopsilosis (7,69%), 

Candida parapsilosis (7,69%), Rhodotorula minuta (7,69), Sterigmatomyces elviae (7,69), 

Cryptococcus liquefaciens (7,69). As cepas de S. cerevisiae A8L2, RC1 e RC3 foram submetidas 

aos seguintes testes in vitro para avaliação de seu potencial probiótico: inibição homóloga, auto-

agregação, co-agregação, atividade antibacteriana, viabilidade às condições gastrointestinais e 

adsorção de AFB1. Constatou-se que as cepas A8L2, RC1 e RC3 possuem potencial probiótico e 

adsorvente de AFB1. Em testes in vitro, a estirpe A8L2 foi mais eficiente que as demais por ter 

melhor capacidade de adsorção de AFB1, apresentar atividade antibacteriana e ser viável em 

condições simuladas do trato gastrointestinal de tambaqui. Foram também avaliados os seguintes 

parâmetros: qualidade da água, desempenho zootécnico, análises histopatológicas, contagem e 

isolamento das leveduras da ração e intestino. Constatou-se que a cepa A8L2 de Saccharomyces 

cerevisiae na concentração de 10
6
 UFC.g

-1
 foi capaz de colonizar o intestino dos alevinos de 

tambaqui, entretanto, sua inclusão associada com 100 µg.kg
-1 

de
 
AFB1 em rações não promoveu 

melhorias nos parâmetros de GPM, GCM, TCE, Fator K e histopatológicos desses animais. 

 

Palavras-Chave: Adsorção; Aquicultura; Biologia molecular; Cepas viáveis; Colossoma 

macropomum; Saccharomyces cerevisiae. 
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POTENTIAL APPLICATION OF YEAST AS ADSORBENT OF AFLATOXIN B1 AND 

PROBIOTICS IN FISH FARMING 

ABSTRACT 

 

The use of yeasts in agriculture has great potential in reducing the economic demage caused by 

toxicigenic fungi which can act as biocontrol agents and of yeasts in reducing contamination of 

raw materials for mycotoxins. In this way, the search for natural compounds which can perform 

such functions is important to the tecnological and economic developement in aquaculture 

sanity. The aim of the study was to identify yeasts species from feed and intestine of fish 

tambatinga intended at fish farming; to evaluate in vitro the probiotic potential and absorption of 

Saccharomyces cerevisiae for aflatoxin B1 and to evaluate the effects of the addition of 

Saccharomyces cerevisiae in feeds contaminated with aflatoxin B1 on the performance and sanity 

of fingerlingers of tambaqui. The molecular identification was performed by the PCR reaction 

and amplification NL1 / NL4 and sequencing of the regions D1/D2 of the large subunit rRNA 

gene. Sixteen Candida nivariensis strains in the intestinal tract were identified. The feed fish 

samples had a higher variability of yeast species. Were isolated species such as Hyphopichia 

burtonii (23.08%), Lodderomyces elongisporus (15.39%) and Trichosporon asahii (15.39%) and 

less frequently Candida nivariensis, C. orthopsilosis, C. parapsilosis, Rhodotorula minuta, 

Sterigmatomyces elviae, Cryptococcus liquefaciens. Strains of S. cerevisiae A8L2, RC1 e RC3 

were subjected to the following in vitro tests: (homologous inhibition, self-aggregation, co-

aggregation, antibacterial activity, gastrointestinal conditions tolerance and adsorption of AFB1. 

Thus, it was observed that the strains of Saccharomyces cerevisiae A8L2, RC1 and RC3 and 

have potential probiotic and adsorbent of AFB1. In vitro tests the A8L2 strain is more efficient 

than the others by having better AFB1 adsorption capacity, providing antibacterial activity and 

being viable in simulated conditions of the gastrointestinal tract of tambaqui. The following 

parameters were evaluated: the quality of the water, zootechnical performance, histopathological 

analysis , counting and isolation of yeasts of the feed and intestine. It was found that the A8L2 

strain Saccharomyces cerevisiae in the concentration of 10
6
 UFC g

-1
 was able to colonize the 

intestine of the of fingerlings of tambaqui, however, its inclusion associated with 100 µg kg
-1 

of 

AFB1 in feeds did not promote improvements in GPM, GCM, TCE, Factor K and 

histopathological parameters  of these animals. 

 

Keywords: Adsorption; Aquaculture; Molecular biology; Viable strains; Colossoma 

macropomum; Saccharomyces cerevisiae. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A demanda mundial por alimentos de qualidade vem mudando o cenário atual das 

pesquisas, visando uma maior inter-relação entre as diversas áreas que cuidam da sanidade 

animal e buscando fontes de alimentação saudáveis com o intuito de estabelecer melhorias 

aplicáveis para a produção animal. 

De acordo com os últimos relatórios da Organização das Nações Unidas para a 

Agricultura e Alimentação, o Brasil destaca-se como o 12º maior produtor mundial em 

aquicultura (FAO, 2012). A produção mundial de pescado em 2012 foi de 158 milhões de 

toneladas, dos quais 136,2 milhões de toneladas foram utilizados no consumo humano (FAO, 

2012). Os peixes foram os organismos aquáticos mais cultivados, com uma produção de 44,1 

milhões de toneladas. 

Segundo os dados oficiais do Ministério da Pesca e Aquicultura, a produção brasileira de 

pescado em 2013 foi de 1.241.807 toneladas, sendo a região Nordeste a maior produtora em 

2013, com 140.748 toneladas de pescado (BRASIL, 2015). Dentro da piscicultura regional e 

brasileira, o tambaqui (Colossoma macropomum) e seu híbrido tambatinga, têm destaque 

consolidado em função da adaptação aos sistemas de cultivo locais e as suas características 

desejáveis como hábito alimentar onívoro, além de ter grande importância na gastronomia do 

estado do Piauí.  

Para atender à crescente demanda por pescado, a piscicultura vem tornando-se cada vez 

mais intensiva favorecendo assim, o aparecimento de doenças e afetando o desenvolvimento 

econômico da atividade em muitas regiões. Esta problemática, muitas vezes, está associada à 

alimentação destes animais, por questões de deficiências no armazenamento e seleção de 

ingredientes inadequados para elaboração de rações. Em uma escala global uma alta 

porcentagem de matérias-primas e rações destinadas à piscicultura estão contaminadas por 

metabólitos secundários produzidos por fungos, denominados micotoxinas. Dentre as 

micotoxinas, as aflatoxinas são predominantes nos ingredientes usados em rações e destacam-se 

por serem potentes compostos cancerígenos naturais para os animais. 

Os estudos disponíveis sobre os efeitos das micotoxinas em piscicultura mostram que o 

desempenho e o estado de saúde destes animais são afetados negativamente, além de gerar 

perdas econômicas. O grande número de contaminações por micotoxinas nos produtos agrícolas 

tem motivado pesquisadores de todo o mundo a desenvolver métodos de prevenção e de 

desintoxicação destes compostos tóxicos. As soluções para esta problemática devem ser 
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desenvolvidas com o intuito de minimizar o impacto negativo das micotoxinas sobre o 

desempenho e a saúde dos peixes expostos. Além disso, o risco para os consumidores também 

deve ser levado em conta, visto que resíduos de micotoxinas já foram encontrados em 

musculatura de peixes.  

Diferentes estratégias de prevenção e controle sobre a contaminação de micotoxinas têm 

sido desenvolvidas, tais como: a utilização de procedimentos físicos, químicos e biológicos que 

propiciem redução de contaminantes tóxicos nos alimentos.  Uma das alternativas disponíveis 

para atenuar o efeito de alguns grupos de micotoxinas, o das aflatoxinas é a descontaminação 

biológica realizada por bactérias e leveduras que tenham propriedades probióticas. Estes micro-

organismos quando adicionados aos alimentos contaminados, são capazes de sequestrar e 

eliminar micotoxinas do trato gastrointestinal. Sendo assim, a proposta de buscar novos 

compostos com atividade antifúngica e antimicotoxígena, com potencial ação preventiva visando 

diminuir os efeitos deletérios das micotoxicoses sobre a sanidade dos animais é imprescindível.  

A inclusão de cepas benéficas à dieta dos animais se dá pela administração de 

probióticos, que são micro-organismos vivos que conferem efeitos benéficos ao consumidor, 

melhorando seu balanço microbiano a nível intestinal. Desta forma, vale ressaltar o importante 

papel das cepas de Saccharomyces cerevisiae, que são úteis na remoção de micotoxinas, sendo 

objetos de estudo por parte de laboratórios de referência. Muitos trabalhos estudam a eficiência 

dos probióticos na saúde animal e outros acerca do processo de adsorção. Em poucos destes 

trabalhos, no entanto, verifica-se o estudo complementar sobre o papel de estirpes probióticas no 

processo de adsorção de micotoxinas. Neste sentido, a busca por compostos naturais, que possam 

exercem tais funções é importante para o desenvolvimento tecnológico, econômico e para a 

sanidade animal. 

Baseado nestes fatos formulou-se a seguinte hipótese: As cepas de Saccharomyces 

cerevisiae isoladas em diferentes ambientes possuem potencial probiótico e adsorvente de 

aflatoxina B1 (AFB1) para serem incluídas na alimentação animal, influenciando no desempenho 

e sanidade de alevinos de tambaqui. Para testar a hipótese, os objetivos do presente trabalho 

foram: Isolar e identificar leveduras presentes nos intestinos de tambatinga cultivados em 

tanques comerciais de piscicultura e da ração dos ambientes de cultivo; Testar in vitro o 

potencial probiótico e adsorvente de Saccharomyces cerevisiae para aflatoxina B1; Avaliar os 

efeitos da adição de Saccharomyces cerevisiae em rações contaminadas com aflatoxina B1 sobre 

o desempenho e sanidade de alevinos de tambaqui.  
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O trabalho foi dividido estruturalmente em três capítulos, apresentados na forma de artigos 

científicos: Capítulo I: “Ocorrência e diversidade das leveduras de ração e intestino de 

tambatingas”; Capítulo II: “Saccharomyces cerevisiae como agente probiótico e adsorvente para 

aflatoxina B1”; Capítulo III: “Efeitos da adição de Saccharomyces cerevisiae em rações 

contaminadas com aflatoxina B1 sobre os parâmetros de desempenho e sanidade de alevinos de 

tambaqui”. Os artigos foram elaborados respectivamente de acordo com as normas das revistas: 

Aquaculture International, Annals of Microbiology e Semina - Ciências Agrárias, às quais serão 

submetidos para publicação. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

Agentes probióticos 

Os probióticos são micro-organismos vivos que, uma vez administrados em quantidades 

adequadas, conferem efeitos benéficos ao consumidor, melhorando seu balanço microbiano a 

nível intestinal e na prevenção de doenças. (FULLER, 1989; MATTAR et al., 2001). Constituem 

uma das alternativas ao uso de antibióticos no controle de doenças (GRAM et al., 1999; 

NIKOSKELAINEN et al., 2001).  

O probióticos são amplamente utilizados na produção animal proporcionando uma redução 

nas doenças, melhoria no desempenho dos animais e na aquicultura, através da atuação na saúde 

dos peixes e na microbiota aquática (MIRANDA, 2012). Dentre os requisitos necessários para 

seleção de cepas com capacidade probiótica estão: viabilidade no trato gastrointestinal, não ser 

considerado um organismo patogênico, especificidade de hospedeiro e sua proximidade com o 

ecossistema. (FULLER, 1989; GATESOUPE, 1999). Existem vários atributos que um micro-

organismo deve ter para atuar como agente probiótico, no entanto, para seleção de uma cepa 

probiótica, esta deve possuir o máximo de características positivas ou mesmo ser utilizada 

juntamente com outras espécies, com efeito sinérgico, para proporcionar efeitos benéficos ao 

hospedeiro de forma complementar sobre o desempenho e saúde animal (MERRIFIELD et al., 

2010). 

De acordo com Fuller (1989), a atuação de produtos comerciais formados por micro-

organismos desencadeia a produção de compostos antimicrobianos; promovem alteração do 

metabolismo microbiano pelo aumento ou diminuição da atividade enzimática e estímulo da 

imunidade do hospedeiro. Podem ainda, desencadear efeitos fisiológicos, como o 

desenvolvimento de células epiteliais do trato gastrointestinal, aumentando a espessura da 

mucosa intestinal e a superfície de absorção (TSUKAHARA et al., 2003). 

Além de todas as propriedades mencionadas, as cepas probióticas devem possuir 

certificados de segurança alimentar para que possam ser inseridas na alimentação sem 

representar riscos à saúde.  Neste sentido, todos os aditivos alimentares que sejam considerados 

seguros devem ser aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), dos Estados Unidos e 

recebem a denominação GRAS, (do inglês Generally Recognized as Safe). Uma substância pode 

ser GRAS somente se o seu reconhecimento geral de segurança atender aos nos pareceres de 

peritos qualificados para avaliar sua segurança. O status GRAS pode basear-se em uma história 

de uso seguro dessa substância em alimentos ou baseado em procedimentos científicos (FDA, 
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2015). No caso de micro-organismos, as cepas recebem esta classificação baseada em várias 

avaliações de toxicidade e não podem ser patogênicas. Segundo Lane; Morrissey (2010), as 

indústrias têm optado por micro-organismos que não tragam riscos à saúde, de modo que se 

utilizem apenas os que estão listados na categoria GRAS. A Food and Drug Administration 

(FDA) e a Farmacopeia Japonesa (NITTA; KOBAYASHI, 1999) classificaram Saccharomyces 

cerevisiae como um micro-organismo GRAS. Este fato permite o uso seguro desta espécie como 

células ativas, como probióticos ou por meio de componentes da parede celular em suplementos 

alimentares, proporcionando resultados satisfatórios em avaliações in vivo. 

Outra classificação de importância na indústria de alimentos é o status QPS, (do inglês 

Qualified Presumption of Safety), “Presunção de Segurança Qualificada”, que é habilitado pela 

Autoridade de Segurança Alimentar Européia (EFSA) aos micro-organismos que passaram por 

uma sistemática de avaliações de sua segurança, antes de serem comercializados, para 

estabelecimento de sua identidade, patogenicidade e o uso pretendido das cepas. O Comitê 

Científico da EFSA publicou uma lista de micro-organismos recomendados para Presunção 

Qualificada de lista de Segurança (QPS) em 2007, que vem sendo atualizada conforme 

solicitação para inclusão de novas cepas. Atualmente este status QPS é dado a algumas leveduras 

de importância na área de biotecnologia e dentre elas encontra-se a Saccharomyces cerevisiae 

(EFSA, 2015). 

 

Leveduras como agentes probióticos em piscicultura 

As leveduras são fungos unicelulares, aeróbios e facultativos, raramente anaeróbios, 

eucarióticos e ubíquos, podendo ser encontradas no ar, solos, água, vegetais e animais (LIMA et 

al., 2001; SOUZA et al., 2011). O conteúdo celular, também denominado extrato de levedura, é 

rico em proteína (37% a 45%), possui um excelente balanço de aminoácidos essenciais, 

principalmente em lisina total, tornando-as valiosas para serem utilizadas em combinação com 

grãos de cereais (LAZZARI et al., 2006; GONÇALVES; CARVALHO; VIEGAS, 2010; 

ROSTAGNO et al., 2011). Devido a sua riqueza em vitaminas do complexo B, as leveduras têm 

sido utilizadas como suplemento vitamínico em dietas para animais monogástricos. Além de seu 

excelente valor nutricional, possuem uma elevada velocidade de multiplicação para produção de 

biomassa, sendo utilizada em uma grande variedade de processos industriais e podem ser 

produzidas nos mais diferentes substratos (PEREYRA et al., 2015).  
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As leveduras, sejam elas vivas ou não, possuem em sua composição uma fração de 

carboidratos (20 a 40%), que, na grande maioria, faz parte da parede celular, composta 

principalmente por glucanas e mananas, as quais parecem ter impacto no sistema imunológico e 

na habilidade em prevenir a colonização por bactérias patogênicas no trato gastrointestinal 

(HISANO et al., 2004; SILVA et al., 2009). 

Um dos grandes diferenciais das leveduras é que raramente são tóxicas ou causadoras de 

doenças e por isso são largamente utilizadas nas dietas de humanos e de animais (SOUZA et al., 

2011). Os exemplos mais comuns de micro-organismos eucarióticos com propriedades 

probióticas incluem os gêneros: Saccharomyces, Pichia, Metschnikowia, Yarrowia, Candida, 

Debaryomyces, Isaatchenkia e Kluyveromyces. (NAYAK, 2011). Dentro do gênero 

Saccharomyces, destacam-se S. cerevisiae e S. boulardii (HOLZAPFEL et al., 2001). Dentre 

todas essas espécies, Saccharomyces cerevisiae é mais conhecida e tornou-se o organismo 

escolhido para estudos de metabolismo, genética molecular, sendo, portanto, o primeiro 

eucarioto com o genoma completamente sequenciado (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2007). 

O uso de levedura como probiótico tem proporcionado resultados significativos em 

humanos e animais. No entanto, seus efeitos são pouco estudados em organismos aquáticos 

(PATRA; MOHAMED, 2003). As leveduras vivas favorecem a saúde do trato gastrointestinal 

dos animais multiplicando-se muito pouco e transitando juntamente com o bolo alimentar, 

atuando como probiótico, vindo a diminuir a pressão exercida pelos microrganismos patogênicos 

(COSTA, 2004). Segundo Ohashi; Ushida (2009), a levedura não possui a capacidade de 

colonizar o trato gastrointestinal dos animais e, portanto, a administração na dieta deve ser 

contínua. 

As cepas de leveduras podem ser utilizadas na nutrição animal de diversas formas. O 

fornecimento da dieta pode ser feito diretamente a partir de resíduos de fermentados industriais 

ou então como probióticos a partir da ingestão direta de células viáveis que visam estimular a 

microbiota intestinal. A sua capacidade de atuar como probiótico dependerá do uso contínuo e do 

fornecimento de quantidade suficiente de células vivas (CUARÓN, 2000). 

As paredes celulares das leveduras podem agir também como substâncias sequestrantes 

de micotoxinas, ao se ligarem a elas, promovendo dessa forma a detoxificação. Entretanto, para 

que a detoxificação seja mais ou menos completa, é preciso que alguns fatores, entre eles, o 

tempo de permanência do bolo alimentar e o comprimento do trato digestivo do animal, estejam 

condizentes para tal ligação (COSTA, 2004). 
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Micotoxinas 

As micotoxinas são metabólitos secundários de baixo peso molecular produzidos por 

alguns fungos filamentosos. Os fungos mais prevalentes responsáveis pela ocorrência de 

micotoxinas são pertencentes aos gêneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Já foram 

relatadas mais de 400 micotoxinas diferentes e estas podem ser agrupadas em cinco classes 

principais: aflatoxinas, ocratoxinas, fumonisinas, zearalenonas e tricotecenos (CAST, 2003). 

As aflatoxinas são as micotoxinas mais predominantes nos ingredientes usados nas rações 

para animais no Brasil e no mundo (KUBITZA, 2010). As aflatoxinas são toxinas produzidas por 

fungos do gênero Aspergillus, principalmente pelas espécies A. flavus, A. parasiticus e A. 

nominus. A aflatoxina B1 é o mais importante carcinógeno formado (KLICH, 2007), responsável 

por desencadear toxicidade aguda e crônica e gerar danos cancerígenos, mutagênicos, 

hepatotóxicos e imunossupressores aos homens e animais (ŁAZICKA; ORZECHOWSKI, 2010). 

São metabólitos tóxicos importantes em piscicultura, pois sua presença exerce um impacto 

econômico negativo relevante, podendo gerar graves problemas de saúde às espécies aquáticas, 

após exposição à alimentação contaminada. Deste modo, vários pesquisadores passaram a 

monitorar a micobiota e o nível de contaminação das micotoxinas em rações para aquicultura 

(CARDOSO FILHO et al., 2013; CALVET et al., 2015; NUNES et al., 2015). 

Os efeitos tóxicos das micotoxinas são variáveis, dependendo de sua estrutura química, 

concentração, duração de exposição, espécie, sexo, idade e vulnerabilidade do animal afetado. 

Geralmente os animais monogástricos jovens são mais sensíveis às micotoxinas do que os 

ruminantes e de maior idade (DENLI; PERÉZ, 2006). Desta forma, a presença de micotoxinas 

em matérias-primas ou alimentos prontos, como rações, requer um monitoramento eficaz para 

prevenir o aparecimento de micotoxicoses na produção animal, reduzir perdas econômicas e 

minimizar os riscos para a saúde humana (PINHEIRO et al., 2015). 

 

Estratégias para controle biológico de micotoxinas 

A utilização de matéria-prima de origem vegetal em rações para animais possibilita que 

alguns ingredientes contaminados sejam utilizados em suas formulações (SANTOS et al., 2010). 

Apesar dos bons programas de triagem, seleção de matérias-primas de alta qualidade e 

ingredientes para alimentação animal e boas condições de armazenamento, é muito difícil 

garantir a ausência de micotoxinas em alimentos para o setor de aquicultura. Por isso, é mais 

importante encontrar formas adequadas para enfrentar o problema através de uma gestão eficaz 
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dos riscos decorrentes de contaminações por micotoxinas. (SANTOS et al., 2010). As 

micotoxinas geram um impacto econômico ao longo de toda indústria de alimentos para 

humanos e animais. Devido esses prejuízos, vários métodos foram elaborados para evitar a 

contaminação de alimentos por micotoxinas ou para descontaminar produtos (PFLIEGLER et al., 

2015).  

Diferentes estratégias foram propostas para prevenir a contaminação dos cultivos e das 

matérias-primas por fungos durante seu armazenamento, assim como para reduzir o impacto da 

contaminação dos ingredientes por micotoxinas. Dentre as estratégias de detoxificação destacam-

se os diferentes procedimentos físicos, químicos e biológicos, voltados para destruir ou adsorver 

as micotoxinas no trato gastrointestinal dos animais, impedindo a sua absorção (DENLI; PERÉZ, 

2006). 

Um processo comercial viável de detoxificação, além de ser efetivo contra uma gama de 

micotoxinas, também deve ser econômico, utilizar uma tecnologia acessível, gerar produtos 

atóxicos e não alterar as propriedades nutricionais dos alimentos. (HUWIG et al.,  2001; DIAZ et 

al., 2004).  

Uma estratégia já amplamente utilizada na gestão de risco de micotoxinas é a inclusão de 

ligantes ou adsorventes na ração. Ligantes ou adsorventes foram utilizados para neutralizar os 

efeitos de micotoxinas, impedindo a sua absorção a partir do trato digestivo do animal (HUWIG 

et al., 2001). Os aglutinantes mais comuns são argilas, bentonitas, zeólitos, sílicas e silicatos de 

alumínio. No entanto, esta estratégia não funciona bem para todos os grupos de micotoxinas, 

tendo particularidades entre elas (SANTOS et al., 2010). 

De acordo com Mallman et al. (2006), do ponto de vista técnico, para que um produto 

seja selecionado como adsorvente de micotoxinas são necessárias avaliações in vitro e in vivo. 

As avaliações in vitro de um adsorvente têm por objetivo principal, determinar a capacidade que 

um produto tem de adsorver as micotoxinas presentes em um meio líquido e torná-las 

indisponíveis. Estas metodologias têm sido estudadas por diversos pesquisadores, no entanto, 

quando no organismo animal, o adsorvente é submetido a muitas situações que não estão 

presentes nos ensaios in vitro, como variações no pH das soluções e presença de enzimas e 

outras substâncias.  

Estes propósitos estimulam os pesquisadores a buscar novas estratégias de 

descontaminação que evitem o uso de agentes químicos e reduzam as perdas e o valor nutritivo 

dos alimentos descontaminados, sem diminuir o desempenho produtivo.  
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Leveduras no controle de micotoxinas 

Uma das estratégias promissoras é a detoxificação ou adsorção através do uso de 

produtos de origem biológica, que são adicionados aos alimentos durante o processo de 

formulação destes (PINHEIRO et al., 2015). Estes produtos atuam posteriormente sequestrando 

as toxinas no trato gastrointestinal reduzindo a biodisponibilidade das mesmas. Atualmente 

diversos micro-organismos vêm sendo usados com esta finalidade, como é o caso das bactérias 

ácido-láticas e algumas leveduras (BOVO et al., 2010; JUODEIKIENE et al., 2012). 

A utilização de leveduras na agricultura tem um grande potencial em reduzir o dano 

econômico causado por fungos toxigênicos, podendo atuar como agentes de biocontrole em 

vários processos tecnológicos e ainda, na redução da contaminação de matérias-primas por 

micotoxinas (PFLIEGLER et al., 2015). Este fato reflete sobre a produção animal, visto que os 

animais que são alimentados com dietas contaminadas por estes metabólitos ficam sujeitos a 

inúmeras patologias, podendo levar a morte. 

As espécies de leveduras, tais como Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizadas como 

aditivos naturais na alimentação de animais de produção. A presença de macromoléculas na sua 

parede celular tais como manoproteínas e β -glucanos constitui uma boa fonte de adsorventes 

(SHETTY; JESPERSEN, 2006). Podem ser utilizadas na forma ativa, inativa ou a partir da 

extração de seus componentes. Na forma de parede celular, várias espécies de levedura são 

capazes de adsorver micotoxinas de produtos agrícolas, bem como produtos que contenham 

células de levedura probiótica também são aplicados para neutralizar micotoxicoses em animais 

(PFLIEGLER et al., 2015). A adição destes componentes em produtos comerciais ainda tem 

como benefícios a capacidade de suportar altas temperaturas, sendo fator importante, visto que as 

rações passam por processos de peletização e também são capazes de resistir às condições 

químicas e físicas do trato digestivo dos animais (PERRY, 1995). Segundo Juodeikiene et al. 

(2012), cepas de S. cerevisiae com capacidade de ligação com micotoxinas, podem ser utilizadas 

como aditivos para muitos alimentos de origem humana e animal, sem alterar as características 

do produto final. 

A idéia de aliar a capacidade probiótica de Saccharomyces cerevisiae, juntamente com seu 

potencial adsorvente de micotoxinas pode trazer melhorias para a sanidade e o desempenho de 

peixes. Ensaios in vitro e in vivo são ferramentas poderosas para a seleção de agentes probióticos 

e adsorventes. Neste sentido, a busca por compostos naturais, que possam exercem tais funções é 

importante para o desenvolvimento tecnológico, econômico e para a sanidade em aquicultura. 
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3. Capítulo I
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1 Elaborado conforme normas da revista Aquaculture International 
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RESUMO. O conhecimento das leveduras existentes na alimentação e no trato intestinal de peixes 

auxilia a compreender sua participação na saúde e nutrição destes animais em diferentes ambientes, 

que pode resultar em melhorias nas condições sanitárias e no desempenho da produção dos mesmos. 

Desta forma, objetivou-se identificar leveduras de ração e dos intestinos de tambatinga (Colossoma 

macropomum x Piaractus brachypomum) cultivados em tanques comerciais de piscicultura. Para 

tanto, foram adquiridos 20 tambatingas e 30 amostras de ração de diferentes marcas em ambientes 

produtivos do estado do Piauí, Brasil. Os intestinos foram divididos em três regiões iguais: anterior, 

média e posterior, das quais foram seccionados proporcionalmente fragmentos de 10 cm de cada parte, 

totalizando 60 amostras. As leveduras foram isoladas no Ágar Extrato de Levedura Peptona Dextrose 

(YPD) e Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC). A identificação molecular foi realizada 

pela reação de PCR, amplificação por NL1/NL4 e sequenciamento das regiões D1/D2 da subunidade 

maior do gene do rRNA. Foram identificadas 16 leveduras da espécie Candida nivariensis na região 

intestinal, com maior frequência (50%) na porção anterior. Nas amostras de ração analisadas, obteve-

se um maior número de espécies como: Hyphopichia burtonii (23,08%), Lodderomyces elongisporus 

(15,39%) e Trichosporon asahii (15,39%), Candida nivariensis (7,69%), Candida orthopsilosis 

(7,69%), Candida parapsilosis (7,69%), Rhodotorula minuta (7,69), Sterigmatomyces elviae (7,69), 

Cryptococcus liquefaciens (7,69). Conclui-se que nem sempre leveduras encontradas em ração são 

isoladas do trato intestinal de tambatingas. Candida nivariensis pode estar presente no bioma intestinal 

de tambatingas em diferentes ambientes de cultivo e na ração. As espécies de levedura Hyphopichia 

burtonii, Lodderomyces elongisporus, Trichosporon asahii, Candida nivariensis, Candida 

orthopsilosis, Candida parapsilosis, Rhodotorula minuta, Sterigmatomyces elviae, Cryptococcus 

liquefaciens podem ser encontradas em amostras de ração para piscicultura. A identificação molecular 

permitiu o isolamento de espécies de leveduras que ainda não haviam sido relatadas em ração e 

intestino de tambatingas. 

 

Palavras-chave: Identificação molecular, piscicultura, Candida nivariensis, Colossoma macropomum, 

Piaractus brachypomum. 
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ABSTRACT. Know the yeast inherent of feed and fish intestinal tract; understand their participation 

in fish health and nutrition of different environments can improve the sanitary conditions and fish 

production performance. The aim of the study was to identify yeasts species from feed and intestine of 

fish tambatinga (Colossoma macropomum x Piaractus brachypomum) intended at fish farming. 

Twenty tambatingas fish and 30 feed samples from diferents brands were acquired from two 

productive locals of the state of Piauí, Brazil. The intestines were divided in three equal parts, anterior, 

medium and posterior, sectioned at a proportionally of 10 cm fragments, totaling 60 samples. The 

yeasts were isolated using agar yeast extract peptone dextrose (YPD) and dichloran rose bengal 

chloramphenicol (DRBC). The molecular identification was performed by the PCR reaction and 

amplification NL1 / NL4 and sequencing of the regions D1/D2 of the large subunit rRNA gene. 

Sixteen Candida nivariensis strains in the intestinal tract were identified; the initial portion (50%) of 

the intestine was the highest frequency. The feed fish samples had a higher variability of yeast species. 

Were isolated species such as Hyphopichia burtonii (23.08%), Lodderomyces elongisporus (15.39%) 

and Trichosporon asahii (15.39%) and less frequently Candida nivariensis, C. orthopsilosis, C. 

parapsilosis, Rhodotorula minuta, Sterigmatomyces elviae, Cryptococcus liquefaciens. It was 

concluded that yeast founded in feed is not always detected isolated at the intestinal tract of 

tambatingas. Candida nivariensis may be present in the intestinal biome of tambatingas in different 

culture environments and feed.  The yeast species Hyphopichia burtonii, Lodderomyces elongisporus, 

Trichosporon asahii, Candida nivariensis, Candida orthopsilosis, Candida parapsilosis, Rhodotorula 

minuta, Sterigmatomyces elviae, Cryptococcus liquefaciens may be found in fish farming feed 

samples. Molecular identification allowed the isolation of yeast species that had not been reported in 

feed and intestine of tambatingas. 

 

Keywords: Molecular identification, fish farming, Candida nivariensis, Colossoma macropomum, 

Piaractus brachypomum. 

 

INTRODUÇÃO 
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Conforme a Organização das Nações Unidas para a Agricultura e Alimentação (FAO 2014), a 

produção pesqueira e de aquicultura em nível mundial foi de 158 milhões de toneladas em 2012, 

considerada assim, o setor de produção de alimentos que mais cresce no mundo. O peixe continua a 

ser um dos alimentos mais comercializados em nível mundial, tendo atingido o valor de cerca de 130 

milhões de dólares em 2012 (FAO 2014). 

O tambatinga, um peixe híbrido obtido do cruzamento do tambaqui (Colossoma 

macropomum) e o pirapitinga (Piaractus brachypomus), está entre os peixes redondos mais cultivados 

na piscicultura nacional, especialmente nas regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil (Ibama 

2008). A produção nacional dos peixes redondos, grupo que engloba as espécies dos gêneros 

Colossoma e Piaractus, entre eles o tambaqui, pacu, pirapitinga e híbridos, apresentou uma 

surpreendente expansão no cultivo, com uma produção de 186 mil toneladas em 2014 (Kubitza 2015). 

O tambatinga, apresenta grande importância para a piscicultura e na gastronomia (Pessoa 2009) e com 

o intuito de conhecer melhor sobre o hábito alimentar da espécie sua descrição anatômica foi realizada 

por Ferreira et al. (2013).  

A conformidade anatômica do trato intestinal e o tipo de alimento ingerido podem afetar 

diretamente a microbiota (Ringo et al. 2010). O trato gastrointestinal contém micro-organismos 

variáveis que integram um complexo ecossistema que reflete o ambiente, a composição microbiana da 

água e a dieta fornecida (Fjellheim et al. 2007; Nayak 2010). A conservação do equilíbrio microbiano 

é fundamental para manutenção da nutrição e a saúde do hospedeiro. Essas comunidades microbianas 

complexas podem ser interrompidas e alteradas por diferentes dietas na alimentação animal, sendo 

uma das principais causas de infecção dos peixes (Ringo et al. 2010; Omar et al. 2012). 

O controle microbiológico da ração destinada à alimentação animal é de suma importância, 

visto que a ingestão deste alimento contaminado por micro-organismos patogênicos pode interferir na 

sanidade dos peixes, acarretando prejuízos na produção e desempenho dos animais e também torná-los 

vetores de contaminação para o homem (Andriguetto et al. 2002). 

Dentre os principais micro-organismos encontrados, as leveduras participam de diversos 

processos nos ecossistemas, estabelecendo relações ecológicas com outros organismos. Leveduras 

foram identificadas como parte da microbiota de peixes selvagens e cultivados interferindo na nutrição 
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e sanidade dos peixes (Gatesoupe 2007; Navarrete e Tovar-Ramírez 2014). Espécies de leveduras têm 

sido isoladas de vários ecossistemas aquáticos, com maior prevalência os gêneros: Candida, 

Cryptococcus, Hansenula, Rhodotorula, Torulopsis, Saccharomyces e Trichosporon (Rawls et al. 

2004; Gadanho e Sampaio 2005; Kutty et al. 2013).  

Inicialmente, a identificação de espécies de leveduras era baseada nas propriedades 

morfológicas e fisiológicas dos isolados de leveduras. Posteriormente, a identificação passou a ser 

realizada pela análise da sequência de DNA. Esta evolução resultou na identificação de maior 

diversidade de leveduras e aumento de duas vezes no número de cepas descritas ao longo da última 

década (Navarrete e Tovar-Ramírez 2014). 

A microbiota bacteriana dos peixes exerce efeito benéfico por participar de processos 

biológicos importantes, tais como: processamento de nutrientes e desenvolvimento do sistema 

imunológico das mucosas (Rawls et al. 2004). A ictiofauna brasileira é abundante e por esse motivo, 

as leveduras que fazem parte da microbiota intestinal dos peixes de cultivo precisam ser mais 

investigadas, para compreender sua participação na saúde e nutrição dos peixes de diferentes 

ambientes, visando melhorar as condições sanitárias e desempenho produtivo. Desta forma objetivou-

se identificar leveduras presentes nos intestinos de tambatinga cultivados em tanques comerciais de 

piscicultura e da ração utilizada em cultivos de peixes. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Coleta de amostras 

A metodologia adotada para o desenvolvimento desta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de 

Ética e Experimentação no Uso de Animais da Universidade Federal do Piauí (CEUA/UFPI), 

Teresina, PI, sob o protocolo nº 013/14. De maio a junho de 2014 foram capturados 20 exemplares 

adultos de tambatinga, provenientes de dois ambientes de cultivo: (I) Estação de Piscicultura Ademar 

Braga, pertencente ao Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS) do município de 

Piripiri, PI e (II) dos viveiros de Piscicultura do Departamento de Zootecnia (DZO), do Centro de 



28 
 

 

Ciências Agrárias (CCA), da UFPI, Teresina, PI, Brasil. As médias dos pesos dos tambatingas 

analisados nos ambientes I e II foram de 839,2g ± 272,5 e 591,0g ± 151,4, respectivamente. 

Em cada ambiente, foram coletados dez peixes, os quais foram insensibilizados e 

acondicionados em recipientes de polipropileno com 20 litros de água, sendo 10 mL de solução 

alcoólica de eugenol a 5,0%. Após insensibilização os peixes foram eutanasiados por secção medular e 

depois armazenados em sacos plásticos, identificados e em seguida acondicionados em recipiente 

isotérmico com gelo reciclável para transporte até o Laboratório de Microbiologia do Núcleo de 

Estudo, Pesquisa e Processamento de Alimentos (NUEPPA), do Departamento de Morfofisiologia 

Animal, CCA, UFPI, Teresina, PI para realização das análises microbiológicas. Foram também 

coletadas amostras de rações de três marcas comerciais diferentes (A, B e C) que eram fornecidas aos 

peixes dos ambientes de cultivo pesquisados, bem como de outras propriedades próximas que 

possuíam tanques de piscicultura, perfazendo um total de 30 amostras de ração. 

 

Isolamento e caracterização das cepas de leveduras 

 

a) Dos intestinos de tambatingas 

O isolamento das leveduras foi realizado no Laboratório de Microbiologia do NUEPPA, CCA, 

UFPI. Após a eutanásia, os peixes foram pesados em balança semi-analítica (Edutec®) e em seguida, 

com os peixes em decúbito lateral foi realizada assepticamente uma incisão longitudinal desde o 

opérculo até a região perianal para remoção da musculatura e melhor exposição do conteúdo cavitário. 

Logo após os intestinos foram separados dos demais componentes do tubo digestório e 

individualizados em três diferentes regiões: anterior, média e posterior. A delimitação das regiões 

intestinais foi baseada na localização anatômica topográfica do segmento e pelo aspecto morfológico 

da mucosa. Foram seccionados fragmentos de 10 cm de cada porção do trato e feito um corte 

longitudinal em cada fragmento, expondo assim, a mucosa.  

Posteriormente, cada amostra foi inoculada em 150 mL de caldo extrato de levedura peptona 

dextrose (YPD) para enriquecimento da amostra por 48h em estufa a 37ºC (Armando et. al. 2011; 



29 
 

 

Keller 2012). O isolamento foi realizado segundo metodologia de diluição decimal seriada com 

semeadura por espalhamento em superfície. Diluições decimais seriadas foram realizadas em tubos 

com caldo extrato de levedura peptona dextrose (YPD) até 10
-5
. Alíquotas de 0,1 mL das respectivas 

diluições foram semeadas nos meios Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) e em Agar 

YPD para o isolamento seletivo de leveduras. Todas as placas foram incubadas a 37ºC por 48 h em 

estufas microbiológicas com controle de temperatura (Pitt e Hocking 2009).  

Para a obtenção de cultivos puros, cada colônia de levedura isolada foi repicada em placas de 

YPD pelo método de esgotamento em placas por estrias e logo após os cultivos semeados em Agar 

Extrato de Malte (MEA) para posterior identificação das espécies (Kurtzman e Fell 1998; Pitt e 

Hocking 2009).  

 

b) Das rações comerciais 

O isolamento das leveduras de rações comerciais foi realizado segundo metodologia de 

diluição decimal seriada com semeadura por espalhamento em superfície, onde 10 gramas de cada 

amostra de ração foram homogeneizadas com 90 mL de água peptonada 0,1% estéril, obtendo-se a 

diluição inicial de 10
-1

. As demais diluições decimais seriadas foram realizadas até 10
-3

. De cada 

diluição, alíquotas de 0,1 mL foram semeadas em Agar extrato de levedura peptona dextrose (YPD) 

para o isolamento seletivo de leveduras. Em seguida, todas as placas foram incubadas a 25ºC por até 

sete dias em estufas microbiológicas. Para obter isolados puros, cada colônia de levedura foi repicada 

em placas de YPD pelo método de esgotamento em placas por estrias. Logo após, os isolados obtidos 

a partir de uma única UFC foram transferidos para tubos inclinados de Agar extrato de malte (MEA) 

para sua posterior identificação em espécies (Kurtzman e Fell 1998; Pitt e Hocking 2009).  

 

Identificação molecular e seleção das cepas 

c) Extração de DNA 

A extração de DNA das leveduras foi realizada no Laboratório de Ecologia e Biotecnologia de 

Leveduras (ICB/UFMG). As colônias puras foram ressuspendidas em 100 µL de tampão de lise, 
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incubadas em banho-maria a 65°C por 35 minutos. No protocolo de extração, foi utilizado: 200 µL de 

clorofórmio: álcool isoamílico (24:1), 70 μL de isopropanol, 200 µL de etanol a 70%. Os tubos 

contendo o pellet foram deixados em temperatura ambiente para secagem “overnight”, sendo o pellet 

depois eluído em 50 µL Buffer TE (TRIS-HCL 10 mM, EDTA 1,0 mM, pH 8), sendo incubados em 

estufa a 37ºC. A seguir, o DNA obtido foi dosado em espectrofotômetro NanoDrop® (ND-1000; 220-

750nm) da Thermo Scientific e diluído até atingir a concentração aproximada de 200 ng/ μL. 

 

d) Impressão digital de DNA utilizando o iniciador EI1  

Para o agrupamento das leveduras em perfis similares foi utilizada a impressão digital pela 

técnica de PCR utilizando o iniciador EI1 (5’- CTGGCTTGGTGTATG-3’), segundo protocolo 

descrito por Barros Lopes et al. (1996, 1998). A reação de PCR foi realizada utilizando-se 2,5 µL de 

tampão 10X (MBI Fermentas), 1 µL de dNTP 2,5 mM (Invitrogen, USA), 1,5 µL de MgCl2 25 mM 

(MBI Fermentas),  2 µL do iniciador EI1 10 pmol (Invitrogen USA), 0,2 µL de taq DNA polimerase 

1,25 U (MBI Fermentas) e 1,0 µL de DNA.  

O volume final da reação foi completado com água deionizada, para 25 µL. A PCR foi 

realizada em um termociclador mastercycler (Eppendorf) nas seguintes condições: desnaturação inicial 

a 94°C por três minutos, 33 ciclos de desnaturação a 94°C por um minuto, anelamento a 45°C por dois 

minutos e extensão a 74°C por um minuto e meio, seguidos de extensão final a 74°C por 5 minutos. 

Após as reações de amplificação, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

(Eurobio) a 1,5% em tampão Tris-Borato-EDTA 0,5% (TBE – 89 mM Tris, 89 mM ácido bórico, 2,0 

mM EDTA) a 80 V. As amostras foram coradas pela adição de GelRed (Biotium USA) e visualizadas 

sob luz ultravioleta e fotografadas utilizando um sistema de foto-documentação (Vilber Lourmat 

França). Os padrões de impressão das bandas dos isolados foram comparados para agrupamento de 

perfis similares. 

 

e)  Purificação dos produtos de PCR e reações de sequenciamento 
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De cada um dos perfis moleculares obtidos, um isolado foi selecionado e submetido ao 

sequenciamento da região D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA como descrito por Lachance 

et al. (1999). Para a reação de PCR foram utilizados os iniciadores NL-1 (5’- 

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-4 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’). A 

reação foi realizada em um volume final de 50 µL contendo 5,0 µL de tampão de PCR 10X (MBI 

Fermentas), 3,0 µL de MgCl2 25 mM (MBI Fermentas), 1,0 µL de dNTP 2,5 mM (Invitrogen, USA), 

1,0 µL do primer NL1 10 pmol (Invitrogen, USA), 1,0 µL do primer NL4 10 pmol (Invitrogen USA), 

0,2 µL de taq DNA polimerase 1,25 U (MBI Fermentas) e 1,0 µL de DNA. O volume da reação foi 

ajustado com a adição de água deionizada.  

A reação foi realizada em um termociclador PCR Express (Valpo.protect - Eppendorf) e 

ocorreu nas seguintes condições: desnaturação inicial a 95°C por dois minutos, 35 ciclos de 

desnaturação a 95°C por 15 segundos, anelamento a 54°C por 25 segundos e extensão a 72°C por 20 

segundos, seguidos de extensão final a 72°C por 10 minutos. Os amplicons foram separados em gel de 

agarose (Pronadisa Espanha) a 1% em tampão TBE 0,5% a 80 V. As amostras foram coradas pela 

adição de GelRed (Biotium, USA) e visualizadas sob luz ultravioleta e fotografadas utilizando um 

sistema de foto-documentação (Vilber Lourmat França). 

Os amplicons gerados pela reação de PCR foram purificados utilizando-se EDTA. Ao produto 

de PCR com volume de 45 μL, foram adicionados 11,25 μL de EDTA 125 mM e 135 μL de etanol 

absoluto. Esta mistura foi submetida à centrifugação com rotação de 13.000 rpm durante 25 minutos. 

O sobrenadante foi descartado e para lavagem do precipitado foi adicionado 120 μL de etanol 70% e 

realizado homogeneização por inversão. Após centrifugação a 13.000 rpm por 10 minutos, o 

sobrenadante foi descartado novamente e o restante do etanol foi secado por 20 minutos a 37ºC. O 

DNA então foi ressuspendido em 10 μL de água deionizada estéril q.s.p. O produto obtido foi dosado 

em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Thecnologies) para ser utilizado nas reações de sequenciamento.  

As reações de sequenciamento de DNA foram realizadas utilizando o Kit Big Dye versão 3.1 

(Applied Biosystems EUA) em combinação com o sistema de sequenciamento automatizado ABI 

3730. As sequências foram analisadas utilizando o programa BLASTn (Basic Local 562 Alignment 
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Serch Tool - versão 2.215 do BLAST 2.0) disponível no portal NCBI (http:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), sendo comparadas com aquelas depositadas no GenBank. 

RESULTADOS 

Na Figura 1 pode ser observado gel correspondente a reação de PCR por Fingerprint 

utilizando o iniciador EI1.  

 

Figura 1. Perfil de bandas obtido com a reação de PCR utilizando o iniciador EI1. Da esquerda para a 

direita: (Pd) padrão de peso molecular, cepas de leveduras P1 a P16 isolados do intestino de tambaquis 

e ração para peixes R19 a R31 e (c-) controle negativo 

Os padrões de impressão das bandas dos isolados foram comparados para agrupamento de 

perfis similares. Apresentaram o mesmo perfil de bandas as amostras: P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P8, 

P9, P10, P11, P12, P13, P14, P15, P16; R20 e R21; R28 e R29. Logo após, foram selecionadas as 

amostras que tinham as bandas diferenciadas para a realização da reação de PCR com os iniciadores 

NL1/NL4 e os isolados com perfil molecular iguais foram selecionados para o sequenciamento da 

região D1/D2 da subunidade maior do gene rRNA. De um total de 60 amostras de intestino de 
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tambatinga, 16 leveduras foram caracterizadas pela biologia molecular e após o sequenciamento foram 

identificadas como Candida nivariensis, sendo a porção anterior (50,00%) do intestino a de maior 

frequência da levedura, seguida pela porção média (31,25%) e a posterior com 18,75% (Tabela 1). 

Tabela 1. Espécies de levedura isoladas do intestino de tambatingas de dois ambientes de cultivo 

Leveduras Porção do intestino Números de isolados Frequência (%) 

Candida nivariensis anterior 8 50,00 

Candida nivariensis média 5 31,25 

Candida nivariensis posterior 3 18,75 

Total   16 100,0 

 

Nas diferentes marcas de ração encontradas nos ambientes de cultivo pesquisados, obteve-se 

um maior número de espécies de leveduras, com um total de nove cepas, conforme a identificação 

descrita na Tabela 2.  

 

Tabela 2. Frequência de leveduras isoladas em diferentes marcas comerciais de ração para peixes  

Marcas Leveduras Diâmetro da ração*/fase 

de cultivo 

Números de 

isolados 
 

Frequência (%) 

 

A  Hyphopichia 

burtonii 

6,0 a 8,0 mm/ crescimento 3 23,08 

A e C Lodderomyces 

elongisporus 

6,0 a 8,0 mm /crescimento 2 15,39 

B Cryptococcus 

liquefaciens 

6,0 a 8,0 mm/ crescimento 1 7,69 

A Candida 

nivariensis 

4,0 a 6,0 mm/ juvenil 1 7,69 

A Sterigmatomyces 
elviae 

2,0 a 4,0 mm/ juvenil 1 7,69 

A Candida 

orthopsilosis 

1,0 a 2,0 mm/ alevino 1 7,69 

A Trichosporon 

asahii 

1,0 a 2,0 mm/ alevino 2 15,39 

B Candida 

parapsilosis 

< 1,0 mm/ pós-larva 1 7,69 

B Rhodotorula 

minuta 

< 1,0 mm / pós-larva 1 7,69 

 Total  13 100,00 

*= intervalo de granulometria de acordo com a fase de cultivo dos peixes; rações extrusadas 

A marca A apresentou o maior número de isolados de levedura (Hyphopichia burtonii, 

Sterigmatomyces elviae, Lodderomyces elongisporus, Candida nivariensis, Candida orthopsilosis e 
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Trichosporon asahii) totalizando nove cepas, seguida pela marca B com três isolados (Cryptococcus 

liquefaciens, Candida parapsilosis e Rhodotorula minuta) e a marca C apresentou apenas um único 

isolado (Lodderomyces elongisporus) (Tabela 2). As rações com maiores diâmetros fornecidas durante 

a fase de crescimento dos peixes (6,0 a 8,0 mm) apresentaram um maior número de isolados em 

relação às rações de menor granulometria utilizadas nas fases: juvenil (2,0 a 6,0 mm), alevinos (1,0 a 

2,0 mm) e pós-larva (< 1,0 mm). 

A espécie Candida nivariensis encontrada no intestino das tambatingas coletadas nos dois 

ambientes de cultivo foi isolada a partir da ração de marca A com granulometria de 4,0 a 6,0 mm que 

era fornecida aos peixes na fase juvenil. As demais espécies de leveduras identificadas na ração não 

foram encontradas no intestino dos tambatingas. 

 

DISCUSSÃO 

As pisciculturas comerciais de grande escala exigem uma elevada densidade de peixes 

estocados, sendo comum o surgimento de doenças causadas por estresse durante o cultivo, o que 

implica em uma alta mortalidade e perdas econômicas para o produtor (Garcia-Marengoni e Menezes-

Albuquerque 2015). Este fato associado ao conhecimento das características morfofisiológicas, 

comportamentais e ao manejo alimentar das espécies de peixes é fundamental para o sucesso da 

aquicultura (Rotta 2003). 

A colonização intestinal dos peixes tem papel importante na estimulação do desenvolvimento 

do sistema imune e, seu desequilíbrio tem sido associado à susceptibilidade a infecções e desordens 

imunes, quando ocorre um predomínio de cepas patogênicas (Almeida et al. 2008; Walker 2008). A 

ocorrência de leveduras no intestino de peixes é variável e pode ser encontrada desde níveis não 

detectáveis até 10
7
 CFU/g de conteúdo intestinal. Os ascomicetos Debaryomyces hansenii, Candida 

sp., e Saccharomyces cerevisiae, e os basidiomicetos Leucosporidium sp., e Rhodotorula tem sido 

frequentemente isolados como leveduras dominantes do intestino de truta arco-íris (Gatesoupe 2007). 

O gênero Rhodotorula, conhecidas como leveduras vermelhas, são comumente encontrados na 

microbiota de peixes, assim como Cryptococcus e Trichosporon (Gatesoupe 2007). Estes três gêneros 
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de levedura também foram encontrados nesta pesquisa, contudo, estavam presentes somente nas 

rações que eram fornecidas aos peixes nas diferentes fases de cultivo. 

O presente estudo mostrou a prevalência de Candida nivariensis no intestino de tambatingas, 

com uma frequência de 50% destas leveduras encontradas na porção inicial do intestino. As infecções 

fúngicas invasivas causadas por Candida spp. continuam sendo a maior causa de morbidade e 

mortalidade em hospedeiros imunocomprometidos (Wright e Wenzel 1997; Ruhnke 2006). Um 

aumento no número de infecções foi atribuído aos fungos C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. 

tropicalis, C. lusitaniae, and C. krusei emergindo, nos últimos anos, como importantes patógenos 

oportunistas (Nucci e Marr 2005). As primeiras cepas de C. nivariensis foram relatadas em humanos e 

reportadas como agentes oportunistas, apresentando resistência a muitos agentes antifúngicos (Alcoba-

Florez et al. 2005). Desta forma, a C. nivariensis é considerada uma levedura patogênica emergente 

clinicamente importante (Borman et al. 2008). De acordo com os estudos de Gatesoupe (2007) sobre a 

importância das leveduras no intestino dos peixes, o mesmo descreve que a maioria dos estudos das 

espécies em água doce como a truta arco-íris ou o Oncorhynchus spp. tem encontrado a Debaryomyces 

hansenii com frequência, no entanto as espécies Candida sp., Saccharomyces cerevisiae e 

Leucosporidium sp. também foram predominantes em algumas amostras intestinais de trutas. 

 Segundo Navarrete e Tovar-Ramírez (2014), pisciculturas intensivas têm resultado em uma 

crescente problemática de infecções bacterianas, levando ao uso intensivo de antimicrobianos no 

tratamento. Sendo assim, a produção é prejudicada pelas mortalidades imprevisíveis que podem 

ocorrer devido às interações negativas entre peixes e bactérias patogênicas. A presença de Candida 

nivariensis tem sido reportada como agente causador de infecções, entretanto, essas espécies podem 

ser habitantes naturais dos intestinos de tambatingas, sendo responsáveis, juntamente com as bactérias, 

pelo equilíbrio dos processos fisiológicos, tendo em vista que não foram observados processos 

patológicos nos peixes utilizados nesta pesquisa. Entretanto, não foram encontrados relatos de sua 

ocorrência neste habitat, levando em conta que ainda há pouco conhecimento das espécies de 

leveduras em peixes devido à existência de uma ampla variedade de espécies, habitats e alimentos. 

As espécies de leveduras encontradas nas rações para peixes analisadas (Tabela 2) foram: 

Hyphopichia burtonii (23.08%), Lodderomyces elongisporus (15,39%), Trichosporon asahii 
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(15,39%), Candida nivariensis (7,69%), Candida orthopsilosis (7,69%), Candida parapsilosis 

(7,69%), Rhodotorula minuta (7,69%), Sterigmatomyces elviae (7,69%), Cryptococcus liquefaciens 

(7,69%).  A marca A apresentou uma maior frequência de isolados (61,54%), seguida das marcas B 

(23,08%) e C (7,69%). Algumas destas espécies, como as dos gêneros Candida, Cryptococcus, 

Malassezia, Trichosporon e Geotrichum têm sido relatadas como patogênicas aos animais (Girmenia 

et al. 2005; Cabañes 2010). Candida sp., Cryptococcus sp., e Trichosporon sp. foram isoladas em 

desordens patológicas de peixes, ocasionando lesões internas, inchaço da bexiga natatória com 

presença de material denso e exoftalmia (Gatesoupe 2007).  

A maioria dos estudos que identifica leveduras de alimentos visa a procura por espécies 

probióticas. Neste sentido, Armando et al. (2011), ao buscar estratégias para descontaminação 

biológica de micotoxinas a partir de micro-organismos nativos na produção animal, foi capaz de isolar 

as seguintes cepas de leveduras da ração de suínos: Trichosporon asahii, Pichia guillermondii, 

Issatchenkia orientalis, Criptococcus sp e S. cerevisiae. 

Alguns ascomicetos, como a Candida spp. são tipicamente espécies ubíquas encontradas nos 

oceanos e em outros ambientes aquáticos. Dentre os basidiomicetos, algumas espécies de 

Cryptococcus, Rhodotorula e Sporobolomyces são bastante difundidas por várias regiões oceânicas 

(Kandasamy et al. 2012). Os componentes das leveduras, β-glucanos e mananoproteínas, podem 

estimular os sistemas imunológicos e antioxidantes dos hospedeiros. Compreender a participação das 

leveduras na saúde e nutrição dos peixes pode melhorar tanto as condições sanitárias quanto a 

performance da produção de pescados (Navarrete e Tovar-Ramírez 2014). 

A microbiota intestinal dos organismos aquáticos, em especial dos peixes, está fortemente 

relacionada à microbiota aquática e esta, por sua vez, mantém estreita relação, tanto quantitativa 

quanto qualitativamente, com aspectos físico-químicos e microbiológicos do ambiente (Pupo 2006). 

Candida parapsilosis, Rhodotorula minuta e Hyphopichia burtonii foram espécies isoladas dos 

ambientes marinhos, de peixes e águas de acordo com alguns relatos (Roth et al. 1962; Lachance e 

Starmer 1998; Gadanho e Sampaio 2005). Desta forma, a distribuição das espécies de leveduras 

depende da concentração e dos tipos de matéria orgânica disponíveis em águas de viveiros e ração 

para peixes.   
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Neste sentido, verificou-se que uma cepa de Candida nivariensis foi isolada a partir da ração 

de marca A fornecida durante a fase juvenil dos peixes. O pequeno número de isolados desta espécie 

pode ter ocorrido em virtude de terem sido coletadas apenas as rações abertas que estavam sendo 

fornecidas nos ambientes de cultivo. Verificou-se que a mesma marca de ração que foi identificada 

esta cepa era utilizada nos dois ambientes de cultivo pesquisados. Entretanto, os peixes utilizados no 

estudo estavam em fase de terminação, sendo assim estavam recebendo uma ração diferente da que foi 

identificada a cepa de Candida nivariensis. Contudo, a cepa pode estar presente na água e substrato 

dos viveiros, tendo em vista que as sobras de rações são depositadas nos fundos dos viveiros e pode 

permanecer viáveis devido à elevada carga de matéria orgânica neste ambiente. 

Embora a microbiologia, especificamente a bacteriologia do trato intestinal de peixes 

marinhos e de água doce, tenha sido investigada por muitos autores (Balcázar et al 2008; Jatobá et al. 

2008; Makino et al. 2012), há pouco relatos sobre a diversidade microbiana em relação à pesquisa de 

leveduras (Oliveira Santos 2015). Segundo Kurtzman e Fell (2006), apenas 1% das espécies de 

levedura foram descritas. Esse estudo propiciou o isolamento de novas espécies de leveduras do 

intestino e das rações de peixes. Essa informação juntamente com outras identificações disponíveis em 

banco de dados por meio de estratégias moleculares e um estudo mais aprofundado sobre a ocorrência 

de novas espécies permitiu uma melhor caracterização da população de leveduras em habitats e nos 

intestinos de peixes.  

 

CONCLUSÕES 

Nem sempre leveduras encontradas em ração são isoladas do trato intestinal de tambatingas. 

Candida nivariensis pode estar presente no bioma intestinal de tambatingas em diferentes ambientes 

de cultivo e na ração. As espécies de levedura Hyphopichia burtonii, Lodderomyces elongisporus, 

Trichosporon asahii, Candida nivariensis, Candida orthopsilosis, Candida parapsilosis, Rhodotorula 

minuta, Sterigmatomyces elviae, Cryptococcus liquefaciens podem ser encontradas em amostras de 

ração para piscicultura. A identificação molecular permitiu o isolamento de espécies de leveduras que 

ainda não haviam sido relatadas em ração e intestino de tambatingas. 
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RESUMO – Objetivou-se, com esta pesquisa, avaliar in vitro o potencial probiótico e adsorvente de 

Saccharomyces cerevisiae para aflatoxina B1. Foram utilizadas três cepas de leveduras, sendo duas 

provenientes de cachaçaria: S. cerevisiae RC1 e S. cerevisiae RC3 e uma de ambiente de piscicultura: 

S. cerevisiae A8L2. As leveduras selecionadas foram submetidas aos seguintes testes in vitro: inibição 

homóloga, auto-agregação, co-agregação, atividade antibacteriana, viabilidade às condições 

gastrointestinais e adsorção de AFB1. Os ensaios de viabilidade às condições gastrointestinais foram 

realizados simulando artificialmente as condições de pH e o tempo de passagem do alimento no 

aparelho digestório de tambaqui. Todas as estirpes de S. cerevisiae mostraram boa capacidade de auto-

agregação e co-agregação com bactérias patogênicas (Pseudomonas spp., Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus e Salmonella). Apenas a cepa A8L2 foi capaz de inibir a Salmonella spp. no 

teste de atividade antibacteriana. Todas as estirpes de levedura foram capazes de sobreviver às 

condições gastrointestinais. Em condições ácidas, os fatores (cepa x tempo) tiveram interação 

(P=0,0317), resultando em variações significativas entre as cepas testadas nos períodos de tempo 

analisados. Observou-se que também houve interação (P=0,0062) em condições intestinais, havendo 

um aumento do número de células no período de 12h para todas as cepas avaliadas. No ensaio de 

adsorção, a estirpe A8L2 foi a mais eficaz estatisticamente (P<0,005), para as duas concentrações de 

AFB1 avaliadas neste estudo (10 e 25 ng. mL
-1

). Desta forma, conclui-se que as cepas de 

Saccharomyces cerevisiae A8L2, RC1 e RC3 possuem potencial probiótico e adsorvente de AFB1. Em 

testes in vitro a estirpe A8L2 foi mais eficiente que as demais por apresentar melhor capacidade de 

adsorção de AFB1, possuir atividade antibacteriana contra Salmonella spp. e ser viável em condições 

simuladas do trato gastrointestinal de tambaqui. 

 

Palavras-chave: Adsorção. Atividade antibacteriana. Agregação. Inibição homóloga. Viabilidade. 

 

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate in vitro the probiotic potential and absorption of 

Saccharomyces cerevisiae for the aflatoxin B1. Three yeast strains were used, two from cachaçaria: S. 

cerevisiae RC1 and S. cerevisiae RC3 and one from a fish farming environment: S. cerevisiae A8L2. 

The selected yeasts were subjected to the following in vitro tests: (homologous inhibition, self-

aggregation, co-aggregation, antibacterial activity, gastrointestinal conditions tolerance and adsorption 

of AFB1. The gastrointestinal conditions tolerance tests were conducted to simulate artificially the 

conditions of pH and time of passage of food in the digestive apparatus of tambaqui. All S. cerevisiae 

strains showed good capability of self-aggregation and co-aggregation with pathogenic bacteria 

(Pseudomonas spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Salmonella). Only A8L2 strain was 

able to inhibit Salmonella spp. in the antibacterial activity test. All yeast strains were able to survive 

the gastrointestinal conditions. In acidic conditions, the factors (strain vs. time) had interaction (P = 

0.0317), resulting in significant variation among the strains tested in the time periods analyzed. It was 

observed that there was also interaction (P = 0.0062) in intestinal conditions, with an increased 
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number of cells in the 12-hour period for all strains tested. In the adsorption test, the A8L2 strain was 

statistically more effective (P <0.005) for both AFB1 concentrations evaluated in this study (10 and 25 

ng. mL
-1

). Thus, it was observed that the strains of Saccharomyces cerevisiae A8L2, RC1 and RC3 

and have potential probiotic and adsorbent  of AFB1. In in vitro tests the A8L2 strain is more efficient 

than the others by having better AFB1 adsorption capacity, providing antibacterial activity and being 

viable in simulated conditions of the gastrointestinal tract of tambaqui.  

 

Keywords: Adsorption. Antibacterial activity. Aggregation. Homologous inhibition. Viability. 

 

INTRODUÇÃO 

As micotoxinas são metabólitos secundários produzidos por alguns fungos filamentosos, sendo 

responsáveis por causar uma resposta tóxica denominada micotoxicose, quando ingerida por animais e 

seres humanos (Pitt 2000). A maioria das micotoxinas de interesse são produzidas por três gêneros 

fúngicos, Aspergillus, Penicillium e Fusarium, além de gêneros de fungos dematiáceos (Alternaria, 

Helminthosporium, Drechslera, Phoma, Zygosporium) (Ismaiel e Papenbrock 2015). A qualidade dos 

produtos utilizados na alimentação animal pode ser afetada já que os ingredientes são substratos ideais 

para o crescimento de fungos e sob condições propícias, podem favorecer a síntese de micotoxinas 

(Poloni et al. 2015). 

As aflatoxinas são toxinas produzidas por fungos do gênero Aspergillus, principalmente pelas 

espécies A. flavus, A. parasiticus e A. nominus. As aflatoxinas são metabólitos tóxicos importantes em 

piscicultura, pois sua presença exerce um impacto econômico negativo relevante, podendo gerar 

graves problemas de saúde às espécies aquáticas, após exposição à alimentação contaminada. A 

contaminação de micotoxinas em espécies aquáticas se dá principalmente pela ingestão de rações 

contaminadas, visto que o aumento de uso de vegetais como ingredientes de ração proporciona o 

aparecimento destas substâncias tóxicas (El-Sayed et al. 2009; Calvet et al. 2015; Nunes et al. 2015). 

O grande número de contaminações por micotoxinas nos produtos agrícolas tem motivado 

pesquisadores de todo o mundo a desenvolver métodos de prevenção e de desintoxicação destes 

compostos tóxicos (Hernandez-Mendoza et al. 2009; Armando et al. 2011; Pizzolitto et al. 2011; 

Pereyra et al. 2015). Devido a grande importância da aflatoxina B1 (AFB1) na produção animal e por 

ser cancerígena e hepatotóxica, tem crescido a busca por adsorventes capazes de capturar estas toxinas 

no trato gastrointestinal e diminuir os efeitos deletérios das micotoxicoses sobre a sanidade dos 

animais (Cast 2003). A utilização de mecanismos de controle físicos, químicos e biológicos vem sendo 

constantemente pesquisada, propiciando respostas significativas para a redução de contaminantes 

tóxicos de alimentos (Turbic et al. 2002; Cast 2003; Gimeno e Martins 2011; Rahaie et al. 2012, 

Pereyra et al. 2015). 
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Entre os métodos biológicos, a detoxificação microbiana é uma alternativa promissora para a 

redução dos níveis de micotoxinas. Sua efetividade fundamenta-se na ação de compostos químicos 

específicos produzidos por um determinado micro-organismo. A utilização de alimentos funcionais 

que contenham micro-organismos benéficos pode auxiliar no processo de descontaminação de 

micotoxinas (Pinheiro et al. 2015). Quando possuem cepas viáveis, são denominados probióticos e 

atuam beneficamente no organismo do animal, promovendo o equilíbrio de sua microbiota intestinal 

(Fuller 1989).  Estes micro-organismos devem apresentar características aceitáveis ao serem utilizados 

para tal fim. As cepas probióticas formadas por micro-organismos GRAS (Generally Recognized as 

Safe) são classificadas como seguras e constituem uma das ferramentas importantes da biotecnologia, 

tornando-se uma alternativa válida na descontaminação de micotoxinas. Saccharomyces cerevisiae e 

bactérias produtoras de ácido láctico (BAL) têm sido utilizadas em alimentos funcionais como 

probióticos e como potenciais micro-organismos para descontaminação de micotoxinas pela sua 

capacidade de ligar-se a AFB1 (Baptista et al. 2004, Armando et al. 2011; Pizzolitto et al. 2012; 

Pereyra et al. 2015).  

A levedura da cana-de-açúcar (S. cerevisiae) vem sendo utilizada na dieta de diferentes espécies 

animais, incluindo peixes. Segundo Hisano et al. (2004), leveduras e derivados do seu processamento 

se destacam por sua biossegurança e fácil incorporação à mistura durante o processamento da ração. 

Além de seu excelente valor nutricional, leveduras produzem uma elevada quantidade de biomassa 

que é utilizada em vários processos industriais e como fonte de proteínas para alimentação animal 

(Shetty e Jespersen 2006; Pereyra et al. 2015). Este tipo de suplemento gera benefícios em termos de 

melhora nos parâmetros produtivos e na saúde dos animais (Shety e Jepersen 2006). 

De acordo com Juodeikiene et al. (2012) estirpes dos componentes de S. cerevisiae com 

capacidade elevada de ligação de micotoxinas, podem ser empregadas como aditivos em pequenas 

quantidades para muitos alimentos, sem alterar as características do produto final. A inclusão de cepas 

viáveis na dieta dos peixes modifica a microbiota intestinal por meio da produção de substâncias 

antimicrobianas e enzimas e por competição por sítios de adesão e nutrientes com os micro-

organismos indesejáveis (Fuller 1989; Cyrino et al. 2010).  

Uma cepa para ser considerada como probiótica deve cumprir alguns princípios: sobreviver às 

condições ácidas e básicas do trato gastrointestinal; aderir às mucosas; proliferar em condições 

intestinais, competindo com a microbiota naturalmente presente; ser viável a altas concentrações (10
6
 

a 10
8
 UFC. mL

-1
); não estar associada com enfermidades; possuir estabilidade genética durante o 

processamento; ausência de propriedades organolépticas indesejáveis nos alimentos. Deve, ainda, ter 

capacidade de exercer propriedades benéficas, tais como produção de substâncias antimicrobianas, 

auto-agregação, co-agregação com patógenos intestinais e produção de compostos bioativos (Fuller 

1989; Klaenhammer e Kullen 1999; Morelli 2000; Forestier et al. 2001; Isolauri et al. 2001; D’Aimmo 

et al. 2007).  
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A eficiência dos probióticos na saúde animal tem sido pesquisada com frequência. Entretanto, 

além da capacidade probiótica, torna-se necessário avaliar o papel de diferentes cepas no processo de 

adsorção de micotoxinas (Armando et al. 2011; Pizzolitto et al. 2011). Neste sentido, a busca por 

compostos naturais que possam exercer tais funções é importante para o desenvolvimento tecnológico, 

econômico e para a sanidade animal. Pelo exposto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar in vitro o 

potencial probiótico e adsorvente de Saccharomyces cerevisiae para aflatoxina B1.  

MATERIAL E MÉTODOS 

Cepas de leveduras 

Foram utilizadas três cepas de leveduras, sendo duas provenientes de cachaçaria: S. cerevisiae 

RC1 e S. cerevisiae RC3 e uma de ambiente de piscicultura: S. cerevisiae A8L2, pertencentes à 

coleção de culturas do Laboratório de Microbiologia de Alimentos do Núcleo de Pesquisa e 

Processamento de Alimentos (NUEPPA/CCA/UFPI). As cepas selecionadas foram utilizadas para os 

ensaios probióticos e de adsorção de AFB1. 

Cepas de bactérias patogênicas 

Para os ensaios de co-agregação e atividade antibacteriana foram utilizadas quatro cepas de 

bactérias patogênicas cedidas pelo Laboratório de Microbiologia Veterinária, do Centro de Ciências 

Agrárias (CCA), da Universidade Federal do Piauí (UFPI). As cepas utilizadas foram: Escherichia 

coli; Salmonella spp.; Staphylococcus aureus e Pseudomonas spp. 

Ensaios para a seleção de cepas de leveduras com potencial probiótico e adsorvente 

As leveduras selecionadas foram submetidas aos testes in vitro para avaliação de seu potencial 

probiótico: inibição homóloga, auto-agregação, co-agregação, atividade antibacteriana, viabilidade às 

condições gastrointestinais. Posteriormente, as leveduras foram submetidas ao teste de adsorção de 

AFB1. Os ensaios de viabilidade às condições gastrointestinais foram realizados simulando 

artificialmente as condições de pH e o tempo de passagem do alimento utilizado para os tambaquis. 

Inibição homóloga entre as cepas de Saccharomyces cerevisiae 

Para este ensaio foram utilizadas as três cepas de Saccharomyces cerevisiae e utilizou-se o 

método de estrias cruzadas descrito por Muzzolón (2010). Cada cepa era semeada, uma por vez, em 

linha reta da borda superior da placa até a borda inferior, de forma centralizada, nas placas de Petri 

contendo agar extrato de levedura peptona dextrose (YPD), sendo posteriormente incubadas a 37ºC 

por 48 h. Em seguida, após crescimento da estria central de cada placa, estas foram inativadas por 

exposição a vapores de clorofórmio durante 20 minutos. Posteriormente, as diferentes cepas foram 
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semeadas por estrias cruzadas até a borda da estria central. As placas foram incubadas por 24 h a 37ºC. 

Transcorrido o tempo proposto, as placas foram analisadas, sendo consideradas positivas quando havia 

a presença de halos de inibição de crescimento (≥ 5 mm) ao redor da estria central, e negativas quando 

detectava-se ausência de halo ou inibição (< 5 mm).  

Auto-agregação 

A capacidade de auto-agregação foi realizada segundo a metologia descrita por Kos et al. 

(2003). Previamente realizou-se a contagem de células de Saccharomyces utilizando uma Câmara de 

Neubauer dupla espelhada (Herka®) para padronização inicial do inóculo em escala de 10
7
 

células.mL
-1

. As cepas de leveduras foram incubadas durante 24h a 37ºC em 4,0 mL de caldo YPD. 

Após o período de incubação foram centrifugadas a 5000 rpm durante 10 minutos, sendo o 

sobrenadante descartado e as células lavadas com tampão fosfato salino (PBS) com pH 7,2. Os pellets 

resultantes foram ressuspendidos em 4,0 mL do mesmo PBS e submetidos a homogeneização em 

agitador tipo vórtex.  

Para avaliar a capacidade de autoagregação, o conteúdo foi incubado sem agitação por duas 

horas a 37ºC em estufa de cultura modelo 002CB (Fanem LTDA®) com controle de temperatura. Em 

seguida, foram coletados 2,0 mL da parte superior da solução para medição da densidade óptica (DO) 

em espectrofotômetro (Biospectro Modelo SP-220) a 600nm. A DO inicial foi padronizada para 

aproximadamente 0,5. A porcentagem de auto-agregação foi expressa pela seguinte fórmula: 1-(At/A0) 

x 100, sendo as densidades (DO) medidas no tempo 0 (A0) e duas horas após o período de repouso 

(At). A interpretação do ensaio de auto-agregação foi classificada de acordo com a tabela 1. 

Tabela 1. Interpretação dos resultados de auto-agregação de cepas de Saccharomyces cerevisiae. 

Resultado Observação 

(-) % Agregação ≤ 60 

(+) % Agregação < 80 >60 

(++) % Agregação ≥ 80 

                      Fonte: Kos et al. (2003). 

Capacidade de co-agregação com micro-organismos patógenos de peixes 

O método para preparação das leveduras para co-agregação foi o mesmo utilizado para o 

ensaio de auto-agregação e a metodologia empregada foi proposta por Xu et al. (2009). Foram 

utilizadas quatro cepas de bactérias associadas a infecções em peixes: Escherichia coli; Salmonella 

spp.; Staphylococcus aureus e Pseudomonas spp. Os inóculos de cada bactéria patogênica foram 

obtidos em Caldo Nutriente após 24h em estufa com controle de temperatura a 37ºC. Logo após, a 
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suspensão de bactérias foi submetida à centrifugação de 5000 rpm durante 10 minutos, sendo o 

sobrenadante descartado e as células ressuspendidas com PBS (pH 7,2). Realizou-se uma 

padronização inicial tanto da suspensão de leveduras quanto das bactérias em espectofotômetro a 

600nm para uma DO de 0,7, sendo a densidade ajustada com adição de PBS para as suspensões mais 

concentradas. Volumes iguais (2,0 mL) das cepas de leveduras e das bactérias patogênicas foram 

transferidos para um tubo de ensaio para serem homogeneizados em agitador tipo vórtex e incubados a 

37ºC durante duas horas sem agitação. Então, a absorvância da mistura (DOmix) foi quantificada por 

espectofotômetro a 600nm. A co-agregação foi calculada de acordo com a equação a seguir:  

Co-agregação % = [1 − DOmix/(DOlevedura+ DO bactéria)/2] × 100 

Atividade antibacteriana frente a patógenos 

A atividade antibacteriana foi realizada pelo método Slab test no ágar YPD de acordo com a 

metodologia de Strus (1998). As cepas de bactérias patogênicas utilizadas neste ensaio foram: 

Escherichia coli; Salmonella spp.; Staphylococcus aureus e Pseudomonas spp. Padronizou-se a 

suspensão de bactérias com auxílio de espectofotômetro a 600nm para uma D.O. de 0,7. Após 

padronização, as bactérias foram semeadas em placas de ágar Nutriente e incubadas a 37ºC por 48 h. 

Pedaços do ágar YPD de 14 mm de diâmetro contendo as leveduras crescidas após 48h a 25ºC foram 

cortados em condições assépticas e adicionados às placas contendo as cepas de bactérias. Cada 

tratamento foi realizado em duplicata. A interpretação dos resultados foi realizada após 24 h de 

incubação a 37ºC, pelo surgimento ou não de zonas claras ao redor, indicando o efeito inibitório de um 

micro-organismo sobre o outro. Os diâmetros de zonas de inibição do crescimento em torno das placas 

de agar foram medidos e os resultados dados em mm, subtraindo-se o diâmetro da placa de ágar. 

Teste de viabilidade às condições gastrointestinais 

a) Tolerância a pH baixo (pH 2,0) 

Foram realizadas suspensões de cada uma das cepas isoladas de S. cerevisiae (RC1, RC3 e 

A8L2) em água peptonada para obter a concentração de 10
7
 células.mL

-1
  utilizando uma câmara de 

Neubauer, seguindo a proposta de Van der Aa Kuhle et al. (2005), com algumas modificações. Logo 

em seguida, 100 µL desta solução foram adicionados a 900 µL de caldo YPD ajustado a pH 2 pela 

adição de ácido clorídrico P.A para simular as condições estomacais de tambaqui (Rotta 2003).  

As soluções contendo os inóculos foram submetidas a agitação constante de 150 rpm em mesa 

agitadora modelo SL-180/DT (Solab®) com temperatura da sala mantida em torno de ± 30ºC. Os 

cultivos foram recolhidos nos tempos: 4, 8 e 12h para retirada de alíquotas de 100 µL e contagem de 
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células viáveis através da diluição decimal e semeadura por espalhamento em superfície de ágar YPD. 

O ensaio foi realizado em duplicata.  

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

Para a determinação da viabilidade e tolerância das cepas de leveduras as condições biliares do 

intestino de tambaqui, realizou-se o teste utilizando-se a metodologia semelhante ao teste de tolerância 

as condições de pH baixo. Para isso foi utilizado o caldo YPD suplementado com bile de boi a 0,5% 

(Sigma – Aldrich®) ajustado para pH 7,0 (pela adição de solução de hidróxido de sódio 1M) 

simulando as condições intestinais de peixes onívoros (Rotta 2003). 

Ensaio de adsorção de AFB1 

O ensaio de adsorção de AFB1 foi realizado de acordo Bueno et al. (2007) e Poloni et al. 

(2015), incluindo algumas modificações. A solução inicial de AFB1 utilizada no ensaio foi ressuspensa 

em acetonitrila a partir de um extrato seco de núcleo com concentração conhecida (14,7µg AFB1). 

Soluções estoques de AFB1 (10 e 25 ng.mL
-1

) foram preparados em PBS (pH 2,0 e 7,0). As leveduras 

utilizadas no ensaio foram previamente preparadas em caldo YPD e logo após o seu crescimento 

foram padronizadas com o auxílio da câmara de Neubauer em 10
7 

células.mL
-1

. Em seguida, 1,0mL 

desta solução foi colocado em microtubos, submetidos a centrifugação durante 15 min a 5000 rpm à 

temperatura ambiente. Logo após, foram lavados com água destilada e submetidos novamente a 

centrifugação. Foram adicionados 1mL da solução de PBS contendo AFB1, inicialmente em pH 2,0, 

para simular a acidez do estômago de tambaqui e incubados a 30ºC por 30 minutos e agitados 

manualmente. Em seguida, foram centrifugados e os pellets adicionados à 1,0mL de PBS em pH 7,0 

contendo AFB1 nas concentrações testadas (10 e 25 ng.mL
-1

).  

Os microtubos foram incubados a 60 minutos por 30ºC e submetidos a agitação manual a cada 

cinco minutos. Após este período, as células foram sedimentadas por centrifugação durante 15 min a 

5000 rpm à temperatura ambiente, e o sobrenadante contendo micotoxinas não ligadas foi recolhido e 

armazenado para análise do percentual de adsorção por cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE). Os controles positivos (somente AFB1) e controles negativos (somente PBS) foram  incluídos 

no ensaio. O experimento foi conduzido em duplicata. 

Para a detecção e quantificação de AFB1, utilizou-se um Cromatógrafo Líquido de Alta 

Eficiência (Waters e2695; Waters, Milford, MA, USA), com excitação e emissão de 360 nm e 440 nm, 

respectivamente (Trucksess et al. 1994), equipado com coluna de fase reversa de sílica gel C18 (150 x 

4,6 mm, 5,0 µm de tamanho de partícula, Phenomenex, Luna, Torrance, CA, USA). Para análise, 

utilizou-se uma alíquota de 100 µL do extrato da amostra, que foi acrescida de 350 µL de solução 

derivatizante, composta por ácido trifluoroacético: ácido acético glacial: água (20:10:70, v/v). Como 
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fase móvel, utilizou-se um sistema isocrático acetonitrila: metanol: água (17:17:66 v/v) a uma vazão 

de 1,5 mL.min
-1

.  

A curva de quantificação da toxina foi realizada por medição das alturas e sua interpolação a 

uma curva de calibração construída com diferentes concentrações de padrão de AFB1, dissolvida em 

acetonitrila, de onde foram extraídos os limites de detecção e quantificação da técnica. As 

quantificações de AFB1 adsorvidas foram estabelecidas por meio da correlação entre as áreas dos 

picos das amostras e da curva padrão. Para o cálculo dos percentuais de adsorção, utilizou-se a 

seguinte fórmula: 

Adsorção % = (área do sobrenadante / área da toxina no controle positivo) x 100. 

Análise estatística 

Os tratamentos foram distribuídos em um delineamento inteiramente casualizado em esquema 

fatorial 3x4 (três cepas de leveduras; quatro tempos de viabilidade) para o teste de viabilidade e 3x2 

(três cepas de leveduras; duas concentrações de AFB1) para o teste de adsorção, com duas repetições 

por tratamento. As contagens de colônias obtidas no teste de viabilidade às condições gastrointestinais 

foram analisadas e o número de células de levedura transformado em escala logarítmica log10
(x + 1)

 e 

depois aplicada à análise de variância. Os dados obtidos (co-agregação, viabilidade e adsorção de 

AFB1) foram analisados segundo os procedimentos do SAS 9.0 e submetidos à análise de variância e 

comparação de médias pelo SNK considerando-se um nível de 5% de significância. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

No ensaio de inibição homóloga, constatou-se que as cepas de Saccharomyces cerevisiae 

testadas A8L2, RC1 e RC3 desenvolveram-se naturalmente entre as estrias nas placas sem a presença 

de halo entre elas. Por outro lado, Muzzolón (2010) constatou que 31% das cepas de Enterococcus sp. 

avaliadas em seu estudo foram capazes de inibir o desenvolvimento de todas as cepas de BAL 

avaliadas. Esta propriedade de inibição homóloga é importante, pois permite a utilização de uma 

mescla de cepas para atuarem juntas como probióticas (De Angelis et al. 2006). A partir destes 

resultados, observa-se que as três cepas podem ser utilizadas em conjunto, visto que elas não 

apresentaram poder de inibição frente às outras, desta forma, caso sejam utilizadas em conjunto, 

podem propiciar a potencialização de seus efeitos. 

No teste de auto-agregação (Tabela 2) a cepa RC3 foi a mais eficiente com percentual de 

87,1%, sendo considerada agregação forte, já as cepas A8L2 e RC1 obtiveram percentuais de 76,0% e 

78,1%, respectivamente, sendo consideradas como positivas conforme classificação de Kos et al. 

(2003).  
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Tabela 2. Média e desvio padrão da capacidade de auto-agregação entre cepas de Saccharomyces 

cerevisiae obtidas em diferentes ambientes 

Cepas  DO600 (t0)
 1
 DO600 (t1)

 2
 1- (DO600 t1/ DO600 

t0) x 100 

Escore de 

Agregação
3
 

A8L2 0,586 ± 0,013 0,140 ± 0,050 76,0 ± 9,10 + 

RC1 0,545 ± 0,007 0,119 ± 0,004 78,1 ± 0.62 + 

RC3 0,576 ± 0,022 0,074 ± 0,022 87,1 ± 3,33 ++ 
1Densidade óptica inicial; 2Densidade óptica após duas horas; 3(-): agregação ≤ 60, (+): agregação < 80 > 60, (++): agregação 

≥ 80 

Estes resultados vão de encontro aos apresentados por Pizzolitto et al. (2012), que isolaram 

cepas de alimentos para frangos com capacidade de auto-agregação de 68,4 a 84,7%. Em outro estudo, 

Armando et al. (2011) encontraram valores próximos, variando de 85,3 a 97,9%. Os percentuais de 

auto-agregação encontrados apontam que as cepas apresentam boa capacidade para unir-se, 

representando uma característica desejável para espécies probióticas (Muzzolón 2010). Os resultados 

de inibição homóloga e poder de auto-agregação são favoráveis à possível utilização destas cepas em 

uma mesma formulação de produtos comerciais. 

Apesar de todas as cepas utilizadas pertencerem a espécie Saccharomyces cerevisiae pode-se 

observar que ocorreu uma variação individual (P<0,05) entre as estirpes quanto a capacidade de co-

agregação (Tabela 3) com as bactérias patogênicas utilizadas no ensaio.  

Tabela 3. Ensaio de co-agregação entre cepas de Saccharomyces cerevisiae e cepas de patógenos 

Cepas Co-agregação (%) 

Escherichia coli Salmonella spp. Staphylococcus aureus Pseudomonas spp. 

A8L2 50,70
a
 36,14

a
 16,76

b
 49,49

b
 

RC1 40,64
c
 30,98

b
 45,29

a
 58,53

a
 

RC3 45,71
b
 35,35

a
 42,01

a
 59,52

a
 

CV (%) 1,69 2,58 3,39 2,64 

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste SNK (p<0,05). 

Para a Escherichia coli, a estirpe A8L2 foi a mais eficiente, enquanto para a Salmonella foram 

às cepas A8L2 e RC3. Nos testes com Staphylococcus aureus e Pseudomonas spp. as cepas RC1 e 

RC3 apresentaram melhores percentuais de co-agregação com esses patógenos (Tabela 3). Em termos 

gerais, a cepa RC3 foi a mais efetiva, pois apresentou melhores percentuais de co-agregação para três 

patógenos testados. Estes resultados foram mais efetivos do que os obtidos por Pizzolito et al. (2012), 

que encontraram valores entre 25,3% a 36,0% de co-agregação para cepas de Saccharomyces 

cerevisiae e Staphylococcus aureus. Ainda neste ensaio, apenas uma de suas cepas foi capaz de atingir 

um nível de agregação razoável (entre 15 a 26%) com os patógenos usados no ensaio, dos quais três 

deles foram testados neste estudo (Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella). Os 
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resultados apresentados estão abaixo dos valores encontrados nesta pesquisa, sendo que a melhor cepa 

para este ensaio conseguiu atingir valores que variaram entre 42,01% a 59,52%. De acordo com 

Camargo e Andrade (2007) as cepas de Saccharomyces cerevisiae têm sido estudadas na dieta de 

frangos, demonstrando que o seu uso frequente pode reduzir a carga de bactérias patogênicas, como 

exemplo a Salmonella spp., E. coli, Pseudomonas sp., Staphylococcus aureus e de alguns vírus, 

parasitas e fungos. 

Os resultados de co-agregação entre as cepas estudadas sugerem que pode ser estabelecida 

uma barreira pelas cepas de S. cerevisiae para evitar a colonização por micro-organismos patogênicos, 

constituindo um mecanismo de defesa contra possíveis infecções. Neste sentido, segundo Mello 

(2012), complementa em seu estudo que, compostos ou processos que possam prevenir a aderência de 

bactérias patogênicas por competição de sítios no trato gastrointestinal de peixes, são eficazes em 

reduzir a colonização de patógenos. 

Para o teste de atividade antibacteriana, apenas a cepa A8L2 mostrou-se capaz de inibir a 

Salmonella spp.,  com um diâmetro de inibição de 11 mm, não apresentando efeito sobre as demais 

cepas testadas. A cepa A8L2 também apresentou um dos melhores percentuais (36,14%) de co-

agregação com a bactéria Salmonella spp. Este resultado é importante, tendo em vista que para uma 

cepa ser considerada probiótica ela deve ser capaz de inibir patógenos que ocorrem no trato digestivo 

dos animais (Fuller 1989). De Keersmaecker et al. (2006) em seu estudo também observaram a 

ocorrência de atividade antimicrobiana por uma cepa de Lactobacillus rhamnosus contra Salmonella 

entérica.  

Em relação às cepas RC1 e RC3, não foram constatados halos de inibição com as bactérias 

testadas. Para Draksler et al. (2004) em seu estudo, somente 0,7% das cepas de Bifidobacterium, 

Lactobacillus e Enterococcus utilizadas como probióticos em alimentos para cabras, apresentaram 

atividade antimicrobiana contra S. typhimurium e E.coli. Os 93,3% restantes não apresentaram 

qualquer atividade. Segundo Meurer et al. (2007), para que haja uma maior eficiência num sistema 

produtivo de peixes, os micro-organismos que compõem os probióticos devem ter especificidade para 

o hospedeiro. Desta forma, podem promover um estímulo do sistema imunológico do hospedeiro e os 

mecanismos não imunitários pelo antagonismo/competição com eventuais patógenos. Neste sentido, a 

cepa que apresenta melhor especificidade para o hospedeiro seria a A8L2 por ter sido isolada de 

ambiente de piscicultura, sendo que as demais RC1 e RC3 foram provenientes de cachaçaria. 

Entretanto, estes parâmetros não foram avaliados neste estudo, sendo necessários estudos in vivo para 

uma melhor compreensão destes aspectos.  

Por outro lado, a levedura S. cerevisiae linhagem UFMG 905, isolada da produção de cachaça, 

foi capaz de colonizar e sobreviver no trato gastrointestinal de camundongos, além de proteger esses 

animais contra um desafio oral com Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium e 

Clostridium difficile (Martins et al. 2005). Estes resultados apontam que cepas originadas de outros 
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ambientes também podem exercer efeitos benéficos em diferentes hospedeiros, sendo esta capacidade 

dependente das características próprias de cada cepa. 

Nas tabelas 4 e 5 observa-se a capacidade de sobrevivência de cepas de S. cerevisiae no testes 

de viabilidade às condições in vitro simuladas do trato gastrointestinal de tambaqui. Estes resultados 

são essenciais para seleção de cepas probióticas, uma vez que estes compostos devem ser tolerantes à 

presença de ácido no estômago e aos sais biliares no intestino (Gueimonde e Salminen 2006).  

Tabela 4. Efeito da passagem simulada pelo pH do estômago (pH 2,0) de tambaqui na viabilidade de 

cepas de Saccharomyces cerevisiae 

Variável Cepas Tempo (horas) 

                     

 Média
1
 CV(%) 

  0h 4h 8h 12h   

Viabilidade  

(log10 UFC.mL
-1

) 

(cepa/tempo) 

A8L2 

 

7,57 ª
A 

7,56
abA 

7,74 ª
A 

7,56 
cA 

7,61 5,03 

RC1 
 

8,17 ª
A 

6,84 
bC 

7,48 ª
B 

7,82
bAB 

7,58  

RC3 8,16 ª
A
 8,16 ª

A
 6,83 

bB
 8,06 ª

A
 7,80  

Média
1
  7,97 7,52 7,35 7,81   

Médias seguidas por letras minúsculas diferentes na mesma coluna, para o mesmo tempo, diferem significativamente entre si 
pelo teste SNK (p<0,05). 
Médias seguidas por letras maiúsculas diferentes na mesma linha, para a mesma cepa, diferem entre si pelo teste SNK 
(p<0,05). 

Todas as estirpes testadas mostraram um percentual ótimo de sobrevivência (Tabela 4) às 

condições simuladas do pH do estômago de tambaqui  (pH 2,0). No entanto, os fatores (cepa x tempo) 

tiveram interação (P=0,0317), resultando em variações significativas entre as cepas testadas nos 

períodos de tempo analisados. A cepa A8L2 mostrou ser a mais estável (P>0,05) desde o início do 

teste até o período final de 12h. RC1 e RC3 apresentaram variações ao longo do período testado, onde 

houve uma redução das células viáveis após 4h para a cepa RC1. A cepa RC3 apresentou diferença 

(P<0,05) no período de 8h (6,83 UFC. mL
-1

), que logo foi restabelecida com um aumento da 

viabilidade destas cepas, culminando no valor final de 8,06 UFC.mL
-1
 (após 12h), próximo ao valor 

inicial que era de 8,16 UFC. mL
-1 

para esta cepa. A acidez do pH neste teste pode ter influenciado na 

viabilidade das cepas RC1 e RC3 no intervalo de tempo entre 4h e 8h, havendo uma redução na 

contagem neste período. Logo após, entretanto, as células viáveis apresentaram certa estabilidade, que 

possivelmente permitiu a multiplicação de algumas células neste meio, demonstrada no aumento da 

contagem final.  

Este teste permitiu uma simulação do pH do estômago de tambaqui, mas o intervalo de tempo 

de passagem do alimento pelo trato gastrointestinal, em condições in vivo, varia entre as espécies, 

além de ter influências do conteúdo alimentar e de fatores ambientais como a temperatura da água 

(Silva et al. 2003). Deste modo, observa-se a importância de verificar as variações ocorridas nos 

intervalos de tempo analisados (4h, 8h), não excluindo a relevância do período total, tendo em vista 
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que este resultado também pode ser útil para outras espécies de peixes que possuam uma digestão mais 

prolongada (Dias-Koberstein et al. 2005; Braga et al. 2007). 

Quando as cepas de S. cerevisiae foram expostas as condições intestinais (Tabela 5) simuladas 

(pH 7,0) de tambaqui por um período de 12 horas, as estirpes apresentaram um comportamento 

diferente daquele apresentado na tabela 4, afinal verifica-se que houve um aumento do número de 

células viáveis no período de 12h para todas as cepas avaliadas.  

Tabela 5. Efeito da passagem simulada pelo pH do intestino (pH 7,0) de tambaqui, pela adição de bile 

a 0,5% na viabilidade de cepas de Saccharomyces cerevisiae 

Variável Cepas Tempo (horas) 

                     

 Média
1
 CV(%) 

  0h 4h 8h 12h   

 

Viabilidade  

(log10 UFC.mL
-1

) 
(cepa/tempo) 

A8L2 

 

7,65 
aD

 7,91
aC

 8,72 
aB

 9,07 
aA

 8,34 2,64 

RC1 
 

6,65 
bC 

 
6,53

bC 

 
7,27 

bB 

 
7,85 

cA 

 
7,08  

RC3 7,47 
aB

 6,30
bC

 7,57 
bB

 8,52 
bA

 7,47  

Média
1
  7,26 6,91 7,85 8,48   

Médias seguidas por letras minúsculas diferentes na mesma coluna, para o mesmo tempo, diferem significativamente entre si 
pelo teste SNK (p<0,05). 
Médias seguidas por letras maiúsculas diferentes na mesma linha, para a mesma cepa, diferem entre si pelo teste SNK 
(p<0,05). 

Observa-se que também houve interação entre os fatores analisados (P=0,0062). A estirpe 

A8L2 demonstrou ser a mais eficaz nestas condições, tendo em vista que seu aumento foi crescente 

em todos os tempos (4h, 8h e 12h), apresentando um valor final de 9,07 UFC. mL
-1

. Neste sentido, 

Nayak (2010) argumenta que, um probiótico ideal é aquele capaz de se estabelecer, multiplicar-se e 

colonizar o epitélio de revestimento do intestino do hospedeiro. 

Estes resultados de tolerância às condições simuladas do estômago (Tabela 4) e intestino 

(Tabela 5) de tambaquis estão de acordo com os descritos por Armando et al. (2011), visto que todas 

as quatro cepas de S. cerevisiae isoladas de alimentos e intestino de suínos testadas em sua pesquisa 

foram capazes de sobreviver em condições gastrointestinais simuladas de animais de produção. 

Segundo Keller (2012), a sobrevivência das cepas probióticas ingeridas nas diferentes porções do trato 

gastrointestinal difere de um organismo para o outro. Algumas são rapidamente inibidas no estômago, 

enquanto outras podem atingir o intestino com elevadas concentrações. Desta forma, a cepa A8L2 foi 

capaz de resistir às condições ácidas simuladas do estômago e apresentou elevadas concentrações no 

intestino ao final do teste. 

Na Tabela 6 pode ser observada a capacidade de adsorção de AFB1 por três cepas de S. 

cerevisiae. As leveduras foram testadas em duas diferentes concentrações de AFB1 (10% e 25%). 

Tabela 6. Adsorção (%) de diferentes níveis (10 e 25 ng. mL
-1

)
 
de aflatoxina B1  por cepas de 

Saccharomyces cerevisiae  
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Variável Cepas Concentração 

(ng. mL
-1

) 

Média
1
 CV(%) 

  10  25   

 
Adsorção (%) 

(cepa/concentração) 

 
A8L2 21,19 

 
19,77 20,48

a
 

 
21,18 

 RC1 14,53  4,69 9,61
b
  

 RC3 13,75  15,20 14,47
b
  

Média
1
  16,49

a
  13,22

a
   

1Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste SNK (P<0,05). 
 

 Para esta variável não houve interação entre os fatores analisados (P>0,05). A cepa A8L2 foi 

a mais eficaz estatisticamente (P<0,005), com percentuais de adsorção de 21,19% e 19,77%, para as 

duas concentrações testadas, respectivamente, resultando em uma média geral de 20,48%. Valores 

próximos foram relatados por Pinheiro (2013) ao simular o pH do estômago e do intestino de tilápias 

do Nilo (Oreochromis niloticus) com soluções tampão fosfato salino (PBS). O autor verificou que a 

eficiência da capacidade anti-micotoxina de leveduras secas de cervejaria da espécie S. cerevisae em 

diferentes valores de pH foi de 12,4 a 21,6% em uma concentração de 1000 ng.mL
-1

 de AFB1.  

No entanto, percentuais mais altos foram encontrados nos ensaios de adsorção desenvolvidos 

por Pizzolitto et al. (2011). Utilizando uma concentração de 500 ng.mL
-1 

de AFB1 obtiveram valores 

de 18,4% a 65,7% para cepas viáveis de S. cerevisiae. Armando et al. (2011) ao utilizarem as mesmas 

concentrações de células de leveduras deste estudo detectaram que as percentagens de adsorção de 

AFB1 variaram entre estirpes de S. cerevisiae e conforme a concentração de AFB1 utilizada em seu 

estudo, encontrando valores de 16,4 a 82% para 50 ng.mL
-1
; 21,3 a 48,7% para 100 ng.mL

-1 
e 20,2 a 

65,5% para 500 ng.mL
-1

. Entretanto, contrapondo-se aos resultados apresentados por estes 

pesquisadores, não houve diferença (P>0,05) entre os valores de adsorção das cepas de S. cerevisiae 

nos níveis 10 e 25 ng. mL
-1 

neste estudo. Contudo, os valores testados por Pizzolitto et al. (2011) e 

Armando et al. (2011) foram relativamente maiores (50 ng. mL
-1 

a 500 ng. mL
-1

) do que os utilizados 

nesta pesquisa e desta forma a diferença entre os percentuais de adsorção de AFB1 por cepas viáveis de 

S. cerevisiae pode ser alterada quando são utilizados níveis mais altos da toxina.  

Diante destes dados, percebe-se que a quantidade de toxina adsorvida nos diferentes estudos é 

dependente da concentração e do nível de ligação, variando entre as estirpes, indicando a natureza 

específica do micro-organismo no processo de adsorção (Pizzolitto et al. 2012). Deste modo, a melhor 

forma de avaliar a eficiência da adsorção de um micro-organismo é utilizando mais de uma 

concentração de toxina.  

As diferenças no processo de adsorção observadas entre diferentes estirpes de S. cerevisiae 

quando expostas a diferentes condições de meios, pode ser explicada pela variabilidade estrutural da 

parede da levedura, que é formada por beta-glucanos e mananoproteínas, sítio específico para ligação 

de toxinas e bactérias patogênicas (Yiannikouris et al. 2004; Zaghini et al. 2005; Shetty e Jespersen 

2006). Pinheiro (2013) sugere que em ensaios de adsorção, além de avaliarem diferentes 

concentrações de micotoxinas, deve-se também analisar se diferentes concentrações de micro-
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organismos interferem na atividade anti-micotoxina. No entanto, Pizzolitto et al. (2011) observaram 

que o aumento das concentrações de bactérias ou leveduras, na presença de uma concentração fixa de 

AFB1, promovem um aumento na ligação destes compostos, mas ainda insuficiente para ligar todas as 

toxinas presentes.  

Com base nos resultados constatou-se que as cepas de S. cerevisiae testadas possuem 

características desejáveis para atuarem como probióticos e capacidade de adsorção de AFB1. Deste 

modo, a inclusão destas cepas em dietas para tambaquis pode possibilitar uma melhoria nos aspectos 

de sanidade e, também reduzir a quantidade de AFB1 ingerida ocasionalmente em rações 

contaminadas. No entanto, estudos in vivo com estas espécies devem ser conduzidos para uma 

avaliação mais completa de seu uso na piscicultura.  

CONCLUSÕES 

As cepas de Saccharomyces cerevisiae A8L2, RC1 e RC3 possuem potencial probiótico e 

adsorvente de AFB1. Em testes in vitro a estirpe A8L2 foi mais eficiente que as demais por ter melhor 

capacidade de adsorção de AFB1, apresentar atividade antibacteriana e ser viável em condições 

simuladas do trato gastrointestinais de tambaqui. 
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 25 

RESUMO. Objetivou-se, com este trabalho, avaliar os efeitos da adição de Saccharomyces cerevisiae em 26 

rações contaminadas com aflatoxina B1 sobre o desempenho e sanidade de alevinos de tambaqui. Utilizou-se 27 

um delineamento inteiramente casualizado, representados por quatro tratamentos: (T1) com 0,0 µg kg
-1

 de 28 

AFB1 e 0,0 UFC g
-1
 de levedura (controle); (T2) com 0,0 µg kg

-1
 de AFB1 e 10

6
 UFC g

-1
 de levedura; (T3) 29 

com 100 µg.kg
-1

 de AFB1 e 0,0 UFC g
-1

 de levedura e (T4) com 100 µg kg
-1

 de AFB1 e 10
6
 UFC g

-1
 de 30 

levedura, sendo quatro repetições por tratamento. Durante um período de 34 dias, foram utilizados 192 31 

alevinos com peso inicial de 2,9 ± 0,2 g e comprimento 26,1 ± 1,3 mm, sendo 12 peixes por unidade 32 

experimental, distribuídos em 16 caixas d’águas de polipropileno com capacidade para 250 litros cada. Para 33 

formulação da ração experimental foi adicionado um núcleo de AFB1 (T3 e T4) e uma cepa de Sacharomyces 34 

cerevisae A8L2 à ração comercial (T2 e T4). Os seguintes parâmetros foram avaliados: qualidade da água, 35 

desempenho zootécnico, análises histopatológicas, contagem e isolamento das leveduras da ração e intestino. 36 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste SNK a 5% de 37 

significância. Os parâmetros de qualidade da água mantiveram-se dentro dos padrões, não influenciando 38 
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sobre os parâmetros zootécnicos. Não foram observadas diferenças significativas (P>0,05) na taxa de 39 

crescimento específico, ganho de comprimento médio e fator de condição de Fulton dos alevinos de 40 

tambaqui no período experimental. Em relação ao ganho de peso médio, pôde-se observar que houve 41 

diferença (P<0,05) entre os tratamentos. As alterações histopatológicas nos tecidos hepáticos e renais dos 42 

alevinos de tambaqui foram mais acentuadas no T3 e T4, indicando comprometimento destes órgãos. Com 43 

base nos aspectos histopatológicos, sugere-se que a levedura não foi capaz de reduzir os efeitos 44 

característicos de aflatoxicoses em alevinos de tambaqui alimentados com 100 µg kg
-1 

de AFB1. Constatou-45 

se que a cepa A8L2 de Saccharomyces cerevisiae na concentração de 10
6
 UFC g

-1
 foi capaz de colonizar o 46 

intestino dos alevinos de tambaqui, mas sua inclusão associada com 100 µg kg
-1 

de
 
AFB1 em rações não 47 

promoveu melhorias nos parâmetros de GPM, GCM, TCE, Fator K e histopatológicos desses animais. 48 

Palavras-chave: adsorção, análises histopatológicas, isolamento de leveduras, parâmetros zootécnicos. 49 

ABSTRACT. The objective of this study was to evaluate the effects of the addition of Saccharomyces 50 

cerevisiae in feeds contaminated with aflatoxin B1 on the performance and sanity of fingerlingers of 51 

tambaqui. It was used a completely randomized design, represented by four treatments: (T1) with 0,0 µg kg
-1

 52 

of AFB1 and 0,0 UFC g
-1 

of
 
yeast (control); (T2) with 0,0 µg kg

-1
 of AFB1 and 10

6
 UFC g

-1
 of yeast; (T3) with 53 

100 µg kg
-1

 of AFB1 and 0,0 UFC g
-1

 of yeast and (T4) with 100 µg kg
-1

 of AFB1 and 10
6
 UFC g

-1
 of yeast, 54 

with four repetitions per treatment. Over a period of 34 days, it was used 192 fingerlings with initial weight 55 

of 2.9 ± 0.2 g and 26.1 ± 1.3 mm and length 26,1 ± 1,3 mm, 12 fish per experimental unit, distributed in 16 56 

polypropylene water storage tanks with capacity of 250 liters each. For the formulation of the experimental 57 

feed was added a core of AFB1 (T3 and T4) and one strain of Sacharomyces cerevisae A8L2 commercial 58 

feed (T2 and T4). The following parameters were evaluated: the quality of the water, zootechnical 59 

performance, histopathological analysis, counting and isolation of yeasts of the feed and intestine. Data were 60 

subjected to analysis of variance and average compared by SNK test at 5% of significance level. The water 61 

quality parameters remained within the standards not influencing on the zootechnical parameters. No 62 

significant differences were observed (P> 0.05) in the specific growth rate, average length gain and Fulton 63 

condition factor of tambaqui fingerlings in the trial period. In relation to the average weight gain can be 64 

observed that there was no difference (P <0.05) among the treatments. Histopathological changes in liver and 65 

kidney tissues of fingerlings of tambaqui were more pronounced in T3 and T4, indicating damage of these 66 

organs. Based on histopathological findings, it is suggested that the yeast was not able to reduce the 67 

characteristic effects of aflatoxicosis in tambaqui fingerlings fed with 100 µg kg
-1 

of AFB1. It was found that 68 

the A8L2 strain Saccharomyces cerevisiae in the concentration of 10
6
 UFC g

-1
 was able to colonize the 69 

intestine of the of fingerlings of tambaqui, however, its inclusion associated with 100 µg kg
-1 

of AFB1 in 70 

feeds did not promote improvements in GPM, GCM, TCE, Factor K and histopathological parameters of 71 

these animals. 72 

 73 

Keywords: adsorption, histopathological analysis, isolation of yeasts, zootechnical parameters. 74 
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INTRODUÇÃO 75 

O Brasil é considerado um dos países de maior potencial para aquicultura, graças ao forte potencial de 76 

mercado, elevada produção de grãos, presença de muitas indústrias de ração, com boa disponibilidade hídrica 77 

e áreas favoráveis para a construção de tanques e açudes (KUBITZA, 2015). O tambaqui (Colossoma 78 

macropomum) é a principal espécie nativa produzida em âmbito nacional e juntamente com outros peixes 79 

redondos, que incluem todas as espécies dos gêneros Colossoma e Piaractus, apresentaram grande expansão 80 

no cultivo, com uma produção de 186 mil toneladas em 2014 (KUBITZA, 2015). 81 

A piscicultura brasileira apresentou melhorias consideráveis nos últimos anos, em função dos avanços 82 

nutricionais, genéticos e de manejo, aliado ao aumento do consumo de pescado. Dessa forma, qualquer fator 83 

que afete negativamente a produção pode gerar prejuízos econômicos para o cultivo. A presença de 84 

contaminantes em rações destinadas à piscicultura destaca-se como um dos fatores primordiais que afetam o 85 

desempenho de várias espécies de peixes (NUNES et al., 2015; TOLA et al., 2015). 86 

O termo micotoxinas é usado para designar um grupo de compostos produzidos por algumas espécies 87 

de fungos que podem contaminar os alimentos destinados ao consumo humano e animal, provocando efeitos 88 

teratogênicos, hepatotóxicos, mutagênicos e carcinogênicos (KLICH, 2007). Entre as principais micotoxinas, 89 

a aflatoxina B1 (AFB1) destaca-se por ser o carcinógeno hepático mais potente demonstrado em várias 90 

espécies de animais.  Alimentos contaminados com aflatoxinas são responsáveis por causar danos em várias 91 

espécies cultivadas em ambiente aquático, gerando desequilíbrios fisiológicos, redução do crescimento, 92 

alterações histológicas, morfológicas, principalmente no fígado, além de oferecer riscos à saúde do 93 

consumidor, pela presença da toxina na musculatura de peixes (BOONYARATPALI et al., 2001; 94 

GOPINATH et al., 2012), causando prejuízos econômicos como redução no desempenho produtivo, queda 95 

na produção e mortalidade dos animais (KUBITZA, 2010). 96 

Diferentes estratégias de prevenção e controle sobre a contaminação de micotoxinas têm sido 97 

desenvolvidas (MALLMANN et al., 2006). Uma das alternativas promissoras é a descontaminação biológica 98 

realizada por bactérias e leveduras que tenham propriedades probióticas (PINHEIRO et al., 2015, POLONI 99 

et al., 2015). Estes micro-organismos quando adicionados aos alimentos contaminados são capazes de 100 

adsorver micotoxinas no trato gastrointestinal para serem eliminadas pelas fezes.  101 

A inclusão de cepas benéficas à dieta dos animais se dá pela administração de probióticos que são 102 

micro-organismos vivos e uma vez administrados em quantidades adequadas conferem efeitos benéficos ao 103 

consumidor, melhorando seu balanço microbiano em nível intestinal (FULLER, 1989; FAO, 2009). Cepas de 104 

Saccharomyces cerevisiae são úteis na remoção de micotoxinas, sendo objeto de estudo por parte de 105 

laboratórios de referência (BAPTISTA et al., 2004; PFLIEGLER et al., 2015; POLONI et al., 2015). 106 

Algumas pesquisas têm relatado seus efeitos benéficos como aditivo melhorador de desempenho e sua 107 

capacidade de sequestrar micotoxinas presentes na dieta. Como estas propriedades são cepa-dependentes, 108 

torna-se necessária a avaliação de cada cepa nova ou produto derivado das mesmas (KELLER, 2012).  109 

Ensaios in vitro e in vivo são ferramentas poderosas para a seleção de agentes probióticos e 110 

adsorventes de micotoxinas. Entretanto, as avaliações in vitro simulando as condições presentes no 111 
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organismo animal não inibem a necessidade de corroborar sua efetividade in vivo, tendo em vista que se uma 112 

cepa é efetiva como adsorvente in vitro não necessariamente implica que tenha a mesma eficácia in vivo 113 

(GARCIA et al., 2004). 114 

Alguns trabalhos recomendam a utilização de cepas nativas para estes testes, ou seja, aquelas 115 

advindas do mesmo local de onde atuam naturalmente. Torna-se imperativo esse tipo de investigação, na 116 

busca por compostos naturais, que possam exercer tais funções, visando melhorias no desempenho animal e 117 

contribuições para o desenvolvimento tecnológico, econômico e para a sanidade animal. Assim, verifica-se a 118 

importância de avaliar a possibilidade da utilização das cepas isoladas a partir de segmentos da aquicultura 119 

como descontaminantes de AFB1, em testes in vivo. Neste sentido, o presente estudo tem como objetivo 120 

avaliar os efeitos da adição de Saccharomyces cerevisiae em rações contaminadas com aflatoxina B1 sobre o 121 

desempenho e sanidade de alevinos de tambaqui. 122 

MATERIAL E MÉTODOS 123 

Delineamento 124 

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, representados por quatro tratamentos e quatro 125 

repetições, com 12 peixes por unidade experimental. Os tratamentos foram classificados em Tratamento 1 126 

(T1) com 0,0 µg kg
-1

 de AFB1 e 0,0 UFC g
-1

 de levedura (Controle); Tratamento 2 (T2) com 0,0 µg kg
-1

 de 127 

AFB1e 10
6
 UFC g

-1
 de levedura; Tratamento 3 (T3) com 100 µg kg

-1
 de AFB1 e 0,0 UFC g

-1
 de levedura e 128 

Tratamento 4 (T4) com 100 µg kg
-1

 de AFB1 e 10
6
 UFC g

-1
 de levedura.  129 

Dietas experimentais 130 

1. Preparação da ração e suplementação com levedura 131 

 Foi utilizada uma cepa de Sacharomyces cerevisae A8L2 isolada de ambiente de piscicultura, 132 

pertencente à coleção de culturas do Laboratório de Microbiologia de Alimentos do Núcleo de Pesquisa e 133 

Processamento de Alimentos (NUEPPA/CCA/UFPI) para suplementação da ração experimental de dois 134 

tratamentos (T2) e (T4). Inicialmente, a ração comercial foi moída em moinho de fluxo contínuo 135 

(Marconi®), e logo em seguida, peletizada com auxílio de máquina de moer, sendo a granulometria ajustada 136 

com auxílio de peneira Bertel® (abertura de 2,38 a 4,76 mm). Após esse processamento, as rações foram 137 

submetidas à secagem em estufa por 48h a 50ºC. Para formulação do tratamento, as rações foram aspergidas 138 

com Saccharomyces cerevisiae em caldo YPD e homogeneizados manualmente em cabine de segurança 139 

biológica. Em seguida, as rações foram colocadas em estufa de secagem por 48h a ± 30ºC. Ao final deste 140 

processo as rações foram analisadas através da diluição decimal seriada com semeadura por espalhamento 141 

em superfície, no período inicial, para verificação da quantidade de leveduras na ração. Posteriormente, as 142 

rações foram armazenadas em frascos, contendo 1,5 kg cada e permaneceram sob refrigeração durante todo o 143 

período experimental. Após 15 dias e no final do experimento as rações foram novamente analisadas para 144 

contagem total de células viáveis de levedura em UFC g
-1
. 145 

 146 
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2. Produção de AFB1 e incorporação à ração 147 

2.1 Produção de núcleos 148 

Para produção de AFB1 utilizou-se a cepa de Aspergillus parasiticus NRRL 2999 (USDA, 149 

Agricultural Research Service, Peoria, IL), conforme recomendado pela metodologia de Magnoli et al. 150 

(2011). A quantificação do núcleo de aflatoxina foi realizada utilizando a metodologia recomendada pela 151 

AOAC (1998). A detecção e quantificação de AFB1 foi realizada por cromatografia líquida de alta eficiência 152 

(CLAE), utilizando um cromatógrafo SHIMADZU
®
, modelo PROMINENCE com detector de fluorescência 153 

modelo RF-10AXL SUPER de acordo com a metodologia proposta por Trucksess et al. (1994). A curva 154 

padrão foi construída em diferentes níveis de AFB1. Esta toxina foi quantificada pela correlação das alturas 155 

dos picos do extrato da amostra com o da curva padrão.  156 

 157 

2.2 Detecção de micotoxinas nas rações comerciais de peixes 158 

Para o preparo dos tratamentos, três amostras de rações comerciais para peixes foram enviadas para 159 

detecção de AFB1 no Laboratório de Análises Micotoxicológicas da Universidade Federal de Santa Maria, 160 

RS. A amostra que apresentou níveis não detectáveis de AFB1 foi utilizada para constituir a ração controle 161 

(T1) e para formular os demais tratamentos, após ajuste com adição de AFB1 (T3 e T4) e de levedura no T2 e 162 

T4.  163 

 164 

2.3 Ajustes das dosagens de AFB1 nas rações 165 

A ração selecionada foi moída, fracionada em dois grupos de 1,5 kg e acrescida de núcleos de arroz 166 

contendo AFB1 para obter a concentração de 100 µg kg
-1
 de AFB1 nos tratamentos T3 e T4. Posteriormente, 167 

foram homogeneizadas em baldes devidamente vedados para evitar contaminação do manipulador. Em 168 

seguida, foram novamente peletizadas com auxílio da máquina de moer, através da adição de água (±30% do 169 

volume preparado) à ração, sendo, posteriormente, a granulometria ajustada com auxílio de peneira Bertel® 170 

(abertura de 2,38 a 4,76 mm). Em seguida, as rações foram levadas à estufa e permaneceram por um período 171 

de 48 horas a 50ºC. Após homogeneização, as rações foram armazenadas em temperatura refrigerada durante 172 

todo o período experimental.  173 

 174 

Fase experimental do teste in vivo  175 

1. Local e Instalações 176 

Esta pesquisa está de acordo com os princípios éticos em pesquisa com animais e foi aprovada pelo 177 

Comitê de Ética e Experimentação no Uso de Animais da Universidade Federal do Piauí (UFPI), Teresina, 178 

PI, sob o protocolo nº 013/14. O experimento foi realizado no Laboratório de Pesquisa em Piscicultura 179 

(LAPESPI/CCA/UFPI). Foram utilizadas 16 caixas d’águas de polipropileno com capacidade para 250 litros 180 
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cada, abastecidas com água de poço, supridas com aeração constante. O período de realização desta etapa foi 181 

de 34 dias, compreendidos entre os meses de novembro a dezembro de 2015.  182 

 183 

2. Conservação das dietas experimentais 184 

As rações permaneceram acondicionadas em geladeira durante o período experimental. 185 

Semanalmente era pesada uma quantidade de ração para uso. Tal quantidade era colocada em recipientes 186 

plásticos, identificados conforme o tratamento e devidamente vedados, sendo mantidos sob conservação com 187 

bolsas de gelo dentro de caixas térmicas de isopor. A cada dois dias as bolsas térmicas eram trocadas, 188 

visando preservar a qualidade das rações fornecidas aos peixes.  189 

 190 

3. Animais  191 

Inicialmente, foram adquiridos 2.000 alevinos de tambaqui (Colossoma macropomum), que foram 192 

pré-selecionados por meio de uma máquina selecionadora de peixes (Bernauer aquacultura®) e transferidos 193 

para quatro tanques iniciais de 1000L, sendo mantidos sob oxigenação com ajuda de um sistema de aeração. 194 

Os peixes permaneceram neste local para adaptação, por um período de 40 dias, sendo alimentados com 195 

ração com níveis não detectáveis de AFB1 duas vezes ao dia à vontade. Quando necessário, a limpeza das 196 

unidades experimentais era realizada por sifonamento do substrato para remoção dos resíduos existentes e a 197 

água era trocada.  198 

Após este período, realizou-se a biometria dos alevinos selecionando-se 192 animais com peso 199 

corporal (2,9 ± 0,2 g) e comprimento (26,1 ± 1,3 mm), que foram distribuídos em 16 caixas d’águas na 200 

densidade de 12 alevinos por caixa. Para realização da biometria inicial, os alevinos foram anestesiados 201 

utilizando-se a concentração de 50 mg L
-1 

de eugenol. Durante o período experimental a oferta de alimento 202 

foi realizada até a aparente saciedade do animal, três vezes ao dia (08h00, 12h00 e 17h00), de forma manual.  203 

 204 

Parâmetros analisados 205 

1. Monitoramento da qualidade da água 206 

Os parâmetros da água (pH, oxigênio dissolvido, temperatura, amônia e nitrito) foram verificados 207 

semanalmente utilizando-se o kit do produtor de água doce da ALFAKIT®, de acordo com as 208 

recomendações do manual do fabricante. Ao serem observados valores fora dos padrões indicados por Boyd 209 

(1990) para águas de piscicultura, era realizada a sifonagem dos tanques e renovação da água do sistema. 210 

 211 

2. Desempenho zootécnico 212 

Ao final do experimento os animais foram submetidos a 24 horas de jejum e, posteriormente, todos 213 

os alevinos foram anestesiados para coleta das biometrias finais. Em seguida, os animais foram eutanasiados 214 

utilizando-se a concentração de 424 mg L
-1 

de eugenol e destinados para as análises histopatológicas e de 215 
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contagem das leveduras do intestino. Para determinação dos parâmetros zootécnicos, foram selecionados três 216 

exemplares de cada repetição dos alevinos. Os dados coletados foram utilizados para determinação de: ganho 217 

de peso médio (GPM), ganho de comprimento médio (GCM), taxa de crescimento específico (TCE), e fator 218 

de condição (fator K), através das seguintes fórmulas: 219 

Ganho de peso médio (GPM) = (PMF – PMI); 220 

Ganho de comprimento médio (GCM) = (CMF – CMI); 221 

Taxa de crescimento específico (TCE) = [(Ln Pf – Ln Pi) x 100] / T; 222 

Fator de condição de Fulton (Fator K) = (GPM/GCM
3
) x 1000; 223 

em que: PMF: peso médio final; PMI: peso médio inicial; CMF: comprimento médio inicial; CMI: 224 

comprimento médio inicial; Ln Pf: logaritmo neperiano do peso final; Ln Pi: logaritmo neperiano do peso 225 

inicial; T: tempo experimental; GPM: ganho de peso médio; GCM: ganho de comprimento médio. 226 

 227 

3. Estudo histopatológico 228 

 Após a realização da biometria final, os alevinos foram eutanasiados e selecionaram-se três alevinos 229 

de cada repetição para as análises histopatológicas. Realizou-se uma análise visual dos peixes para observar 230 

alterações externas. Em seguida foram retiradas amostras da musculatura, fígado, e rins. As amostras foram 231 

transferidas para tubos, fixadas em formol tamponado a 10% e encaminhadas ao Laboratório de 232 

Histopatologia do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Piauí (UFPI) para processamento 233 

histológico. Os tecidos fixados foram processados segundo técnicas rotineiras de inclusão em parafina, 234 

cortados em micrótomo (4,0 μm) e corados pela hematoxilina e eosina (H-E) (LUNA, 1968). Os cortes 235 

histológicos foram examinados em microscópio de luz binocular (Olympus, Tóquio, Japão) com aumento de 236 

100, 200 e 400 vezes e fotografados com sistema fotomicrográfico digital. 237 

 238 

4. Contagem e isolamento das leveduras no intestino 239 

 Ao final do experimento, após insensibilização dos animais,  foram coletados duas unidades de 240 

alevinos por repetição para contagem e isolamento das leveduras presentes no intestino dos animais. Vale 241 

ressaltar que os peixes permaneceram em jejum por 24 horas para esvaziamento intestinal, com a finalidade 242 

de verificar a colonização da levedura, fornecida através da ração. Inicialmente, realizou-se assepticamente 243 

uma incisão longitudinal para melhor exposição do conteúdo cavitário. Logo após, os intestinos foram 244 

separados dos demais componentes do tubo digestório e cada amostra foi transferida para 150 mL de caldo 245 

extrato de levedura peptona dextrose (YPD) e permaneceu por 48h em estufa a 37ºC (ARMANDO et. al., 246 

2011; KELLER, 2012).  O isolamento foi realizado segundo metodologia de diluição decimal seriada com 247 

semeadura por espalhamento em superfície. Diluições decimais seriadas foram realizadas em tubos com 248 

caldo extrato de levedura peptona dextrose (YPD) até 10
-4

. Alíquotas de 0,1 mL das respectivas diluições 249 

foram semeadas em Agar YPD para o isolamento seletivo de leveduras. Todas as placas foram incubadas a 250 

37ºC por 48 h em estufas microbiológicas com controle de temperatura (PITT; HOCKING, 2009).  251 
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Após crescimento das leveduras, realizou-se a contagem das colônias totais viáveis em placas, 252 

expressas como UFC g
-1
. Para a obtenção de cultivos puros, cada colônia de levedura isolada foi repicada em 253 

placas de YPD pelo método de esgotamento em placas por estrias e, logo após, os cultivos semeados em 254 

Agar Extrato de Malte (MEA) para posterior identificação das espécies. 255 

 256 

5. Identificação molecular 257 

5.1 Extração de DNA 258 

A extração de DNA das leveduras foi realizada no Laboratório de Microbiologia do NUEPPA, CCA, 259 

UFPI. As colônias puras foram ressuspendidas em 500 µL de tampão de lise e 5 µL de B-mercaptoetanol, 260 

agitadas em vortex e  incubadas em banho-maria a 65°C por uma hora. Logo em seguida, foram adicionados 261 

500 µL de clorofórmio: álcool isoamílico (24:1), agitados até obter uma suspensão homogênea e submetidos 262 

a centrifugação a 14.000 rpm por 15 minutos em microcentrífuga Hermle (modelo Z216MK).  Na sequência, 263 

foram transferidos 200 μL do sobrenadante para um microtubo que recebeu 200 μL de isopropanol.  Para a 264 

precipitação do DNA os tubos permaneceram em repouso overnight a -20ºC. Em seguida, os microtubos 265 

foram centrifugados em microcentrífuga a 14.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante de cada tubo foi 266 

descartado por inversão e os tubos foram lavados com 500 µL de etanol a 70%, centrifugados a 14.000 rpm 267 

por 15 minutos. Logo após, a fase líquida foi retirada e os tubos foram colocados para secar em estufa 268 

Fanem® (modelo 320 – SE) à 60ºC. O pellet foi ressuspendido com 100 μL de tampão Tris- EDTA (TE) 0,1 269 

M e em seguida, o DNA obtido foi dosado em espectrofotômetro NanoDrop® (ND-1000; 220-750nm) da 270 

Thermo Scientific e diluído até atingir a concentração aproximada de 25 ng μL
-1

. 271 

 272 

5.2 PCR fingerprinting com iniciador (GTG)5 273 

Para o agrupamento das leveduras em perfis similares foi utilizada a impressão digital pela técnica de 274 

PCR utilizando o iniciador (GTG)5(5'-GTGGTGGTGGTGGTG-3'). A reação de PCR foi 275 

realizada utilizando-se 2,5 µL de tampão 10X (Ludwig Biotech Brasil), 2,5 µL de dNTP 2,0 mM (Ludwig 276 

Biotech Brasil), 0,75 µL de MgCl2 50 mM (Ludwig Biotech Brasil),  1,5 μL do iniciador (GTG)5 com 277 

concentração de 10 ρmol-1 (GBT® Oligos), 0,25 µL de taq DNA polimerase 5 U (Ludwig Biotech Brasil) e 278 

2,5 µL de DNA. O volume final da reação foi completado com água deionizada, para 25 µL. A PCR foi 279 

realizada em um termociclador (Bioer technology®) nas seguintes condições: desnaturação inicial a 94°C 280 

por dois minutos, 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 45s, anelamento a 50°C por um minuto e extensão a 281 

72°C por um minuto, seguidos de extensão final a 72°C por seis minutos. Após as reações de amplificação, 282 

os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose (Biotec®) a 1,5% em tampão Tris-Borato-283 

EDTA 0,5%. As amostras foram coradas pela adição de GelRed (Uniscience) e visualizadas sob luz 284 

ultravioleta e fotografadas utilizando um sistema de foto-documentação L.Pix (Loccus biotecnologia). Os 285 

padrões de impressão das bandas dos isolados foram comparados ao padrão da cepa de Saccharomyces 286 

cerevisiae A8L2. 287 

 288 
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Análise Estatística 289 

Para avaliação do desempenho animal os dados foram submetidos à análise de variância e o teste de 290 

comparação de médias de SNK ao nível de 5% de probabilidade, seguindo os procedimentos do programa 291 

SAS versão 9.0 (SAS, 2002). 292 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 293 

Durante o período experimental as médias das temperaturas mínimas e máximas do ambiente foram 294 

de 26 ± 0,74ºC e 38 ± 1,12 ºC, respectivamente. Os parâmetros de qualidade da água foram monitorados 295 

semanalmente; as concentrações de temperatura da água (27 ± 0,53 ºC), teor médio de oxigênio dissolvido 296 

6,9 ± 0,31 mg L
-1

; pH 7,37 ± 0,27, amônia 0,30 ± 0,07 mg L
-1 

e nitrito 0,19 ± 0,05 mg L
-1

 mantiveram-se 297 

dentro dos padrões recomendados para peixes tropicais segundo Boyd (1990). Sendo assim, pode-se afirmar 298 

que as variáveis aferidas não influenciaram nos parâmetros zootécnicos. 299 

Não foram observadas diferenças significativas (P>0,05) na taxa de crescimento específico, ganho de 300 

comprimento médio e fator de condição de Fulton dos alevinos de tambaqui no período experimental. Em 301 

relação ao ganho de peso médio pode-se averiguar que houve diferença (P<0,05) entre os tratamentos T1 302 

(controle) e T4 (AFB1 + levedura) (Tabela 1). Os demais tratamentos não apresentaram diferença entre si, 303 

para esta variável. 304 

Com esses resultados, pode-se inferir que a adição da cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae 305 

A8L2 não apresentou melhorias no desempenho dos animais. Apesar destes aspectos não terem sido 306 

avaliados neste estudo, é importante destacar que a administração de leveduras probióticas pode melhorar a 307 

sanidade do cultivo, através do estímulo da imunidade do hospedeiro e pela redução do número de infecções 308 

(FULLER, 1989).  309 

No T3, a concentração de 100 µg kg
-1

 de AFB1 na ração, não resultou em diferenças significativas 310 

para as variáveis GPM, GCM, TCE e Fator K. Em outro estudo realizado por Nunes (2014), verificou-se que 311 

a inclusão na dieta de 500 µg kg
-1

, 1.000 µg kg
-1
 e 2.000 µg kg

-1
 de AFB1 afetou significativamente o 312 

crescimento, ganho de peso e conversão alimentar, além de terem sido constatadas mortalidades durante todo 313 

o período experimental em alevinos de tambaqui cultivados sobre condições experimentais semelhantes. Anh 314 

Tuan et al. (2002)  ao utilizarem dietas com concentrações de zero, 250, 2.500, 10.000 e 100.000 µg kg
-1

 315 

para alevinos de tilápia, constatou que dietas com níveis de 100.000 µg kg
-1

 levavam a perda de peso severa 316 

e altas taxas de mortalidade, indicando assim que os efeitos da intoxicação por AFB1 dependem da dose de 317 

toxina ingerida pelos animais. Por outro lado, pesquisas relataram a resistência de algumas espécies de 318 

peixes frente às aflatoxinas, como exemplo alevinos de channel catfish (Ictalurus punctatus) em dietas de 20 319 

µg kg
-1

 (MANNING et al., 2005) e alevinos de rohu (Labeo rohhita) com aflatoxinas administradas por via 320 

intramuscular (1,25 mg kg
-1
 por peixe) (SAHOO; MUKHERJEE, 2002).  321 

Com relação ao T4, a inclusão da levedura juntamente com a toxina na ração promoveu uma redução 322 

no GPM dos alevinos, apesar de não ter influenciado o GCM, TCE e Fator K. Este fato pode ter ocorrido 323 

pela palatabilidade da dieta ou até mesmo pela dificuldade de absorção de nutrientes, conforme relatado por 324 
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Lopes et al. (2009) que, em seu estudo, constataram que alevinos de jundiá (Rhamdia quelen) não aceitaram 325 

muito bem a ração contendo adsorvente à base de aluminosilicato a 0,3 e 0,6% e com isso, houve perda de 326 

ganho de peso e de comprimento total no período experimental de 90 dias.   327 

Em estudos anteriores, a mesma cepa utilizada neste trabalho obteve percentuais de 21,19% e 328 

19,77% de adsorção quando submetida a níveis de 10 e 25 ng mL
-1 

de AFB1,  respectivamente, em condições 329 

in vitro simulando o pH do trato gastrointestinal de tambaquis. De acordo com Mallman et al., 2006, os 330 

testes in vitro são apenas uma simulação, mesmo reproduzindo as condições do meio, através dos sucos do 331 

trato gastrointestinal. Quando ingerido pelo animal, juntamente com os componentes da dieta, o adsorvente 332 

pode ter sua ação dificultada por um ou mais destes componentes, que não estão presentes nos ensaios in 333 

vitro (LEMKE et al., 2001). É possível que fatores como concentração dos micro-organismos utilizados, o 334 

processo de inclusão da cepa na ração, a presença de enzimas, as concentrações das toxinas e o tempo de 335 

contato (BOLOGNANI et al., 1997; TOMASEVIC-CANOVIC et al., 2003; EL-NEZAMI et al., 2004; 336 

PIZZOLITTO et al., 2011) possam ter interferido nos resultados desta pesquisa.  337 

Ao longo dos 34 dias experimentais, verificou-se a mortalidade de um alevino no T3 e durante a 338 

retirada dos órgãos uma das carcaças dos alevinos desse mesmo tratamento estava com coloração anêmica. 339 

Anemia e leucopenia foram observados por Rizkalla et al. (1997) em tilápias do Nilo expostas a baixas 340 

concentrações de AFB1 por longos períodos. Nunes (2014) relatou mortalidade de um alevino de tambaqui 341 

após ingestão de 500 µg kg
-1

 de AFB1 no período de 39 dias e constatou que o número de peixes mortos 342 

aumentou ao fornecer níveis mais altos de toxina na ração (1.000 µg kg
-1

 e 2.000 µg kg
-1

). Este fato pode ser 343 

reflexo dos efeitos da AFB1 sobre estes animais.  344 

As análises histopatológicas indicaram em T1 o parênquima renal, espaço de Bowman, tubular e os 345 

hepatócitos preservados (Figura 1 e 2). Foram observadas alterações histopatológicas nos tecidos hepáticos e 346 

renais dos alevinos de tambaqui no T3 e T4, apresentando maior grau de alteração e comprometimento 347 

destes órgãos (Tabela 2) (Figuras 1 e 2). O tecido muscular de todos os tratamentos não apresentou alteração 348 

histológica (Tabela 2 e Figura 3). De acordo com os estudos de Mahfouz e Sherif (2015) ao avaliarem os 349 

efeitos tóxicos de AFB1 sobre os parâmetros zootécnicos e de sanidade de Oreochromis niloticus estes 350 

detectaram que os peixes que receberam dietas de 100 µg kg
-1 

tiveram 4% de mortalidade e redução de ganho 351 

de peso após seis e 12 semanas de experimento. Esses autores ainda relataram ausência de AFB1 residual na 352 

musculatura, embora tenha sido detectada a presença de 10 µg kg
-1 

residual em fígado, várias alterações 353 

gordurosas e vacuolização nos hepatócitos do fígado
 
no período de seis semanas de ingestão de dieta 354 

contaminada.  355 

Apesar desta análise de toxina residual não ter sido realizada no presente estudo, estes dados podem 356 

ser relacionados com os achados histopatológicos, onde os alevinos de tambaqui receberam a mesma 357 

concentração de AFB1 na dieta por cinco semanas e foram encontradas alterações histopatológicas no fígado 358 

e rins, com exceção da musculatura. Por outro lado, Nunes (2014) não relatou efeitos pronunciados e 359 

residuais de AFB1 nos tecidos do fígado, rins e musculatura de alevinos de tambaqui que receberam dietas de 360 

500 µg kg
-1
, sendo encontradas alterações graves e residuais de AFB1 apenas nos que receberam dietas de 361 

1000 e 2000 µg kg
-1

. 362 
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A deposição hepatocelular de lípidos é um sinal clássico de aflatoxicoses em peixes, conforme os 363 

relatos de Zychowski et al. (2013). De acordo com os resultados observados nos cortes histológicos de T3 e 364 

T4 observa-se que ambos apresentaram vacuolização das células e degeneração do epitélio nos rins (Figura 365 

1) e vacuolização gordurosa e degeneração dos hepatócitos no fígado (Figura 2). Estes achados confirmam a 366 

hipótese de que a levedura não foi capaz de reduzir os efeitos característicos de aflatoxicoses em alevinos de 367 

tambaqui alimentados com 100 µg kg
-1 

de AFB1, visto que as alterações histopatológicas encontradas foram 368 

semelhantes nos dois tratamentos. Em contrapartida, Keller (2012) constatou redução dos efeitos promovidos 369 

por AFB1 ao administrar parede celular de levedura na concentração de 0,2% em dietas de frangos de corte, 370 

através da observação dos cortes histológicos de figado, onde descreveu redução dos danos nos hepatócitos 371 

no grupo que recebeu a suplementação com a parede celular de levedura quando comparados com os animais 372 

que receberam dietas com 1ppm (1000 µg kg
-1) de AFB1.  373 

Alguns estudos in vitro sugerem que as cepas sejam tratadas antes da inclusão na dieta, que pode ser 374 

feita através da extração da parede celular das leveduas ou por meio de tratamentos com produtos químicos, 375 

com o objetivo de selecionar os componentes específicos que atuem na adsorção. De acordo com alguns 376 

relatos, pesquisas que usaram cepas tratadas termicamente ou com adição de ácidos, tiveram eficiência para 377 

remover 90% a 100% de AFB1 (RASIC et al., 1991; SHAHIN, 2007).  378 

Outra avaliação abordada nesta pesquisa foi em relação à contagem de leveduras nas rações que 379 

foram suplementadas. Observou-se que a contagem das leveduras no primeiro dia experimental, no 15º e 34º 380 

dia, permaneceu em 10
6
 UFC g

-1
. Este fato permite constatar que a refrigeração foi capaz de conservar a 381 

quantidade de cepas viáveis na ração, não havendo interferência deste fator nos tratamentos. Desta forma, os 382 

alevinos alimentados com os tratamentos T2 e T4 apresentaram contagem de leveduras no intestino de 5,41 ± 383 

1,62 e 5,22 ± 0,87 UFC g
-1

, respectivamente, evidenciando que houve a colonização das leveduras no 384 

intestino dos alevinos que receberam a ração suplementada com Saccharomyces cerevisiae (Tabela 3). Nos 385 

demais tratamentos T1 e T3 não foram encontrados isolados de leveduras.  386 

Esse resultado pode ser comparado aos estudos desenvolvidos por Jatobá et al. (2008), que 387 

encontraram contagens maiores de bactérias ácido-láticas (5,60 e 6,31 log UFC mL
-1

) no intestino de tilápias 388 

alimentadas com rações suplementadas com 1x10
8
 UFC g

-1 
de Lactobacillus em comparação ao grupo 389 

controle (2,66 log UFC mL
-1

). Segundo Gatesoupe (2008), a microbiota do intestino de organismos aquáticos 390 

varia de acordo com o ambiente, a ecassez de nutrientes e o uso de cepas probióticas, corroborando com o 391 

que ocorreu nesta pesquisa, onde a microbiota intestinal foi influenciada pelas leveduras que foram 392 

adicionadas à ração. Por outro lado, Ohashi e Ushida (2009), afirmam que as leveduras não possuem 393 

capacidade de colonizar o trato gastrointestinal dos animais e, portanto, a administração na dieta deve ser 394 

contínua.  395 

Após a contagem das colônias totais viáveis de leveduras nos intestinos dos alevinos, observou-se que 396 

as características macroscópicas e microscópicas das cepas eram semelhantes. Desta forma foram 397 

selecionados cinco colônias isoladas e através da reação de PCR utilizando o iniciador (GTG)5, constatou-se 398 

que todos os isolados apresentaram perfis moleculares iguais  e ao serem comparados com uma cepa padrão 399 

de Saccharomyces cerevisiae apresentaram o mesmo padrão de bandas (Figura 1). Este resultado permite 400 
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comprovar que os intestinos dos tambaquis alimentados com dieta suplementada com Saccharomyces 401 

cerevisiae foram colonizados por esta cepa.  402 

Os resultados desse estudo podem ser relacionados aos de Meurer et al. (2007), que utilizararam 403 

Saccharomyces cerevisiae como probiótico em rações para alevinos de tilápia-do-nilo (Oreochromis 404 

niloticus)  e constataram que houve colonização desse micro-organismo no intestino dos peixes. Entretanto, 405 

esta colonização não foi suficiente para influenciar no desempenho produtivo e a sobrevivência neste sistema 406 

de cultivo com desafio sanitário. Contrariando os resultados obtidos neste experimento, Selim et al. (2014) 407 

encontraram efeitos significativos de adsorção de micotoxinas ao avaliarem o efeito de três adsorventes para 408 

reduzir os efeitos de AFB1 em Oreochromis niloticus. Estes pesquisadores constataram que o grupo tratado 409 

com dieta contaminada de 200 ppb de AFB1 e suplementados com 0,25% de Saccharomyces cerevisiae 410 

apresentou melhorias significativas nos parâmetros sanguíneos, de desempenho e estado imunológico, além 411 

de propiciar uma redução de AFB1 residual na musculatura destes animais.  412 

Apesar da suplementação de Saccharomyces cerevisiae não ter apresentado efeito sobre os dados de 413 

desempenho e sanidade dos alevinos de tambaqui, ressalta-se a importância da realização de novos estudos 414 

com níveis maiores de inclusão dessas cepas nas dietas ou através da extração de componentes, como a 415 

parede celular da levedura. Ainda nesse sentido, pesquisas recomendam que a associação de diferentes tipos 416 

de micro-organismos permite uma maior disponibilidade dos pólos de ligação destes com a toxina. Dessa 417 

forma, verifica-se a importância de dar continuidade a esse tipo de investigação em busca de resultados mais 418 

eficazes, que permitam melhorias no desempenho e sanidade dos peixes. 419 

CONCLUSÕES 420 

A cepa A8L2 de Saccharomyces cerevisiae na concentração de 10
6
 UFC g

-1
 foi capaz de colonizar o 421 

intestino dos alevinos de tambaqui, entretanto, sua inclusão associada com 100 µg kg
-1 

de
 
AFB1 em rações 422 

não promoveu melhorias nos parâmetros de GPM, GCM, TCE, Fator K e histopatológicos desses animais.  423 
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Tabela 1. Desempenho de alevinos de tambaqui alimentados com aflatoxina B1 (T3 e T4) e Saccharomyces 621 

cerevisiae (T2 e T4) no período de 34 dias 622 

Tratamentos 

Variáveis T1 T2 T3 T4 CV (%) 

GPM (g) 16,40
a
 14,41

ab
 13,61

ab
 13,12

b
 9,32 

GCM (mm) 49,82
a
 48,83

a
 48,40

a
 47,83

a
 5,69 

TCE (%) 5,54
a
 5,31

a
 5,09

a
 4,98

a
 6,62 

Fator K 0,13
a
 0,12

a
 0,12ª 0,12

a
 13,58 

Médias seguidas por letras diferentes nas linhas diferem pelo teste SNK (P<0,05) 623 

T1 = Controle (0,0 µg kg-1 de AFB1 e 0,0 UFC g-1 de levedura); T2 = (0,0 µg kg-1 de AFB1 e 106 UFC g-1 de levedura); T3 = (100 µg 624 

kg-1 de AFB1 e 0,0 UFC g-1 de levedura); T4 = (100 µg kg-1 de AFB1 e 106 UFC g-1 de levedura). 625 

GPM = ganho de peso médio; GCM = ganho de comprimento médio; TCE = taxa de crescimento específico; fator K = fator  de 626 

condição de Fulton. 627 

 628 

 629 

 630 

 631 

 632 

 633 

 634 

 635 

 636 

 637 

 638 

 639 

 640 

 641 

 642 

 643 
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Tabela 2. Alterações histopatológicas observadas em tecidos de alevinos de tambaquis alimentados com 644 

aflatoxina B1 (T3 e T4) e Saccharomyces cerevisiae (T2 e T4) aos 34 dias 645 

Tratamento Tecido Alteração 

T1 Muscular Sem alteração perceptível - fibras normais, 

núcleos preservados  

 Hepático Hepatócitos preservados, vasos e conjuntivo 

normais  

 Renal Tecido renal com epitélios preservados e 

conjuntivo preservado, vasos e ductos sem 

alterações  

T2 Muscular Sem alteração perceptível - fibras normais, 

núcleos preservados  

 Hepático Discreta hiperemia e moderada vacuolização 

dos hepatócitos  

 Renal Discreta vacuolização das células epiteliais e 

oclusão da luz tubular; espaço de Bowman 

preservados  

T3 Muscular Sem alteração perceptível - fibras normais,  

vasos e tecido conjuntivo preservados  

 Hepático Moderada vacuolização citoplasmática e 

degeneração dos hepatócitos, hiperemia  

 Renal Moderada vacuolização das células epiteliais, 

oclusão da luz tubular e degeneração do 

epitélio, diminuição do espaço de Bowman  

T4 Muscular Sem alteração perceptível - fibras normais, 

vasos e tecido conjuntivo preservados  

 Hepático Moderada vacuolização citoplasmática e 

degeneração dos hepatócitos, elevada hiperemia 

 Renal Moderada vacuolização das células epiteliais e 

degeneração do epitélio, oclusão da luz tubular, 

diminuição do espaço de Bowman  

T1 = Controle (0,0 µg kg-1 de AFB1 e 0,0 UFC g-1 de levedura); T2 = (0,0 µg kg-1 de AFB1 e 106 UFC g-1 de levedura); T3 = (100 µg 646 

kg-1 de AFB1 e 0,0 UFC g-1 de levedura); T4 = (100 µg kg-1 de AFB1 e 106 UFC g-1 de levedura). 647 

 648 

 649 

 650 
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Tabela 3. Média e desvio padrão da contagem de leveduras da ração e do intestino de alevinos de tambaquis 651 

alimentados com aflatoxina B1 (T3 e T4) e Saccharomyces cerevisiae (T2 e T4) aos 34 dias 652 

                                   Tratamentos 

Variáveis T1 T2 T3 T4 

Contagem de leveduras na 

ração (log UFC g
-1

)
*
 

-- 6,85 ± 0,12 -- 6,67 ± 0,10 

Contagem de leveduras no 

intestino (log UFC g
-1

) 

-- 5,41 ± 1,62 -- 5,22 ± 0,87 

T1 = Controle (0,0 µg kg-1 de AFB1 e 0,0 UFC g-1 de levedura); T2 = (0,0 µg kg-1 de AFB1 e 106 UFC g-1 de levedura); T3 = (100 µg 653 

kg-1 de AFB1 e 0,0 UFC g-1 de levedura); T4 = (100 µg kg-1 de AFB1 e 106 UFC g-1 de levedura). 654 
* Média da contagem no final do período experimental (34ºdia) 655 

(--) Não apresentou contagem 656 

 657 

 658 

 659 

 660 

 661 

 662 

 663 

 664 

 665 

 666 

 667 

 668 

 669 
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   670 

   671 

Figura 1. Fotomicrografia de tecido renal de alevino de tambaqui corada por H-E (aumento 40x). 672 

(A) T1- Parênquima renal preservado; espaço de Bowman e tubular preservados; (B) T2- Discreta 673 
vacuolização das células epiteliais e oclusão da luz tubular; (C) T3 - Moderada vacuolização das 674 

células epiteliais, diminuição do espaço de Bowman e oclusão da luz tubular; (D) T4 - Moderada 675 
vacuolização das células epiteliais e degeneração do epitélio. 676 
 677 

 678 

 679 

 680 

 681 

 682 

 683 

A B 

C D 
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   684 

    685 

Figura 2. Fotomicrografia de tecido hepático de alevino de tambaqui corada por H-E (aumento 686 

40x). (A) T1- hepatócitos cordonais; (B) T2- moderada vacuolização; (C) T3 e (D) T4 - intensa 687 
vacuolização gordurosa, degeneração de hepatócitos. 688 
 689 

 690 

 691 

 692 

 693 

 694 

 695 

 696 

 697 

A B 

C D 
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   698 

   699 

Figura 3. Fotomicrografia de tecido muscular de alevinos de tambaqui corada por H-E (aumento 700 

40x). (A)- T1; (B) - T2; (C) - T3 e (D) - T4. Tecido muscular com fibras preservadas e núcleos 701 

dispostos na periferia da célula com aspecto normal. 702 

 703 

 704 

 705 

 706 

 707 

 708 

 709 

 710 

A B 

C D 
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 711 

Figura 4. Perfil de bandas obtido com a reação de PCR utilizando o iniciador (GTG)5. Da esquerda para a 712 

direita: cepas de leveduras I, II, III, IV e V isoladas do intestino de tambaquis, (CN) controle negativo e (Sc) 713 

cepa padrão de Saccharomyces cerevisiae  714 

I II III IV V Sc CN 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Ainda existem poucos relatos sobre a diversidade microbiana nos ambientes aquícolas. 

Investigações que permitam a caracterização de leveduras na água, nos resíduos e no próprio 

animal que vive neste habitat, propiciam um melhor entendimento dos aspectos relacionados à 

sanidade animal. O isolamento de cepas nativas de ambientes de aquicultura, que sejam 

consideradas probióticas, permite a utilização destes compostos como aditivos naturais na 

alimentação das espécies que vivem neste local. Este tipo de suplementação pode gerar 

incremento nos parâmetros produtivos e na saúde dos animais. 

Em paralelo a esta proposta, a utilização de cepas de leveduras provenientes de ambientes 

naturais, que tenham capacidade de detoxificação biológica é uma das alternativas para a 

redução dos níveis de micotoxinas em aquicultura. A atuação desses compostos sequestrando as 

toxinas no trato gastrointestinal e reduzindo a biodisponibilidade destas podem propiciar 

melhorias no cultivo. Entretanto, é necessário que fatores como a concentração dos micro-

organismos utilizados e o processo de inclusão da cepa na ração sejam estudados com frequência 

em busca de obter a melhor forma de inclusão nas dietas. Em estudos futuros, deve ser levado 

em consideração não somente a redução das micotoxinas, mas também que a substância 

empregada não cause produtos de degradação tóxica, não venha a reduzir o valor nutritivo dos 

alimentos tratados e nem tampouco prejudique a palatabilidade do alimento em relação à 

apreensão dos mesmos pelos animais.  

Com base nos resultados dos testes in vitro desta pesquisa, constatou-se que as cepas de 

S. cerevisiae testadas possuem características desejáveis para atuarem como probióticos e 

capacidade de adsorção de AFB1. No entanto, em estudos in vivo desenvolvidos com alevinos de 

tambaqui alimentados com dietas contaminadas com AFB1 e suplementados com Saccharomyces 

cerevisiae isolada de ambiente de piscicultura, não foram constatadas melhorias nos parâmetros 

de desempenho e sanidade desses animais. 

Nesse sentido, ressalta-se que as avaliações in vitro simulando as condições presentes nos 

animais não inibem a necessidade de corroborar sua efetividade in vivo. As avaliações in vitro 

são de grande utilidade como métodos de pré-seleção e permitem obter uma ideia da afinidade 

pelas toxinas em um tempo relativamente curto e com um custo reduzido. Apesar do custo 

elevado e do trabalho, devem ser conduzidos experimentos in vivo com a espécie que se queira 

investigar o processo de adsorção de micotoxinas. É importante dar continuidade a esse tipo de 

investigação em busca de resultados mais eficazes que permitam melhorias no desempenho e 

sanidade dos peixes. Estudos desenvolvidos nesta temática são cada vez mais necessários para 
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complementar e apoiar de forma significativa os avanços na nutrição animal e melhorar nossa 

compreensão do papel benéfico da Saccharomyces cerevisiae e de outras leveduras na 

descontaminação de micotoxinas em alimentos. 
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