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POTENCIAL DE APLICACAO DE LEVEDURAS COMO ADSORVENTE DE
AFLATOXINA B; E PROBIOTICOS EM PISCICULTURA

RESUMO

A utilizagdo de leveduras na agricultura tem um grande potencial em reduzir o dano econdémico
causado por fungos toxigénicos, podendo atuar como agentes de biocontrole e ainda, na redugéo
da contaminacdo de matérias-primas por micotoxinas. Neste sentido, a busca por compostos
naturais, que possam exercer tais fungdes € importante para o desenvolvimento tecnoldgico,
econémico 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 racdo dos ambientes de cultivo; verificar in vitro o potencial probiotico e
adsorvente de Saccharomyces cerevisiae para aflatoxina B; e avaliar os efeitos da adicdo de
Saccharomyces cerevisiae em ragdes contaminadas com aflatoxina B; sobre o desempenho e
sanidade de alevinos de tambaqui. A identificacdo molecular das leveduras da ragéo e intestino
de tambatingas foi realizada pela reacdo de PCR e amplificacdo por NL1/NL4 e sequenciamento
das regibes D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA. Foram identificadas 16 leveduras da
espécie Candida nivariensis no intestino dos peixes. Nas amostras de racdo, 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 avaliacdo de seu potencial probidtico: inibicdo homologa, auto-
agregacao, co-agregacdo, atividade antibacteriana, viabilidade as condi¢bes gastrointestinais e
adsorcdo de AFB;. Constatou-se que as cepas A8L2, RC1 e RC3 possuem potencial probiotico e
adsorvente de AFB;. Em testes in vitro, a estirpe A8L2 foi mais eficiente que as demais por ter
melhor capacidade de adsorcdo de AFB;, apresentar atividade antibacteriana e ser viavel em
condicdes simuladas do trato gastrointestinal de tambaqui. Foram também avaliados 0s seguintes
parametros: qualidade da &gua, desempenho zootécnico, analises histopatologicas, contagem e
isolamento das leveduras da racao e intestino. Constatou-se que a cepa A8L2 de Saccharomyces
cerevisiae na concentragdo de 10° UFC.g™ foi capaz de colonizar o intestino dos alevinos de
tambaqui, entretanto, sua inclusio associada com 100 pg.kg™ de AFB; em ragdes ndo promoveu
melhorias nos parametros de GPM, GCM, TCE, Fator K e histopatoldgicos desses animais.

Palavras-Chave: Adsorcdo; Aquicultura; Biologia molecular; Cepas viaveis; Colossoma
macropomum; Saccharomyces cerevisiae.
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POTENTIAL APPLICATION OF YEAST AS ADSORBENT OF AFLATOXIN B; 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 B; and to evaluate the effects of the addition of
Saccharomyces cerevisiae in feeds contaminated with aflatoxin B; 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 AFB;.
Thus, it was observed that the strains of Saccharomyces cerevisiae A8L2, RC1 and RC3 and
have potential probiotic and adsorbent of AFB;. In vitro tests the A8L2 strain is more efficient
than the others by having better AFB; 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° UFC g™ was able to colonize the
intestine of the of fingerlings of tambaqui, however, its inclusion associated with 100 pg kg™ of
AFB; 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. INTRODUCAO

A demanda mundial por alimentos de qualidade vem mudando o cenario atual das
pesquisas, visando uma maior inter-relacdo entre as diversas areas que cuidam da sanidade
animal e buscando fontes de alimentacdo saudaveis com o intuito de estabelecer melhorias
aplicaveis para a producdo animal.

De acordo com os ultimos relatérios da Organizacdo das Nacbes Unidas para a
Agricultura e Alimentacdo, o Brasil destaca-se como 0 12° maior produtor mundial em
aquicultura (FAO, 2012). A producdo mundial de pescado em 2012 foi de 158 milhdes de
toneladas, dos quais 136,2 milhdes de toneladas foram utilizados no consumo humano (FAO,
2012). Os peixes foram os organismos aquaticos mais cultivados, com uma producdo de 44,1
milhdes de toneladas.

Segundo os dados oficiais do Ministério da Pesca e Aquicultura, a producéo brasileira de
pescado em 2013 foi de 1.241.807 toneladas, sendo a regido 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 hibrido tambatinga, tém destaque
consolidado em funcdo da adaptacdo aos sistemas de cultivo locais e as suas caracteristicas
desejaveis como habito alimentar onivoro, além de ter grande importancia na gastronomia do
estado do Piaui.

Para atender a crescente demanda por pescado, a piscicultura vem tornando-se cada vez
mais intensiva favorecendo assim, o aparecimento de doengas e afetando o desenvolvimento
econémico da atividade em muitas regides. Esta problematica, muitas vezes, estd associada a
alimentacdo destes animais, por questdes de deficiéncias no armazenamento e selecdo de
ingredientes inadequados para elaboracdo de racdes. Em uma escala global uma alta
porcentagem de matérias-primas e racGes destinadas a piscicultura estdo contaminadas por
metabolitos secundarios produzidos por fungos, denominados micotoxinas. Dentre as
micotoxinas, as aflatoxinas sdo predominantes nos ingredientes usados em racoes e destacam-se
por serem potentes compostos cancerigenos naturais para 0s animais.

Os estudos disponiveis sobre os efeitos das micotoxinas em piscicultura mostram que o
desempenho e o estado de salde destes animais sdo afetados negativamente, além de gerar
perdas econdmicas. O grande nimero de contaminagdes por micotoxinas nos produtos agricolas
tem motivado pesquisadores de todo o mundo a desenvolver métodos de prevencdo e de

desintoxicacdo destes compostos toxicos. As solugdes para esta problematica devem ser
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desenvolvidas com o intuito de minimizar o impacto negativo das micotoxinas sobre o
desempenho e a saude dos peixes expostos. Além disso, o risco para 0s consumidores também
deve ser levado em conta, visto que residuos de micotoxinas ja foram encontrados em
musculatura de peixes.

Diferentes estratégias de prevencdo e controle sobre a contaminacdo de micotoxinas tém
sido desenvolvidas, tais como: a utilizacdo de procedimentos fisicos, quimicos e biolégicos que
propiciem reducdo de contaminantes toxicos nos alimentos. Uma das alternativas disponiveis
para atenuar o efeito de alguns grupos de micotoxinas, o das aflatoxinas é a descontaminagéo
bioldgica realizada por bactérias e leveduras que tenham propriedades probioticas. Estes micro-
organismos quando adicionados aos alimentos contaminados, sdo capazes de sequestrar e
eliminar micotoxinas do trato gastrointestinal. Sendo assim, a proposta de buscar novos
compostos com atividade antifingica e antimicotoxigena, com potencial agcdo preventiva visando
diminuir os efeitos deletérios das micotoxicoses sobre a sanidade dos animais é imprescindivel.

A inclusdo de cepas benéficas a dieta dos animais se da pela administracdo de
probidticos, que sdo micro-organismos vivos que conferem efeitos benéficos ao consumidor,
melhorando seu balango microbiano a nivel intestinal. Desta forma, vale ressaltar o importante
papel das cepas de Saccharomyces cerevisiae, que sdao Uteis na remocao de micotoxinas, sendo
objetos de estudo por parte de laboratérios de referéncia. Muitos trabalhos estudam a eficiéncia
dos probioticos na sadde animal e outros acerca do processo de adsor¢do. Em poucos destes
trabalhos, no entanto, verifica-se o estudo complementar sobre o papel de estirpes probidticas no
processo de adsorcdo de micotoxinas. Neste sentido, a busca por compostos naturais, que possam
exercem tais funcdes & importante para o desenvolvimento tecnoldgico, econdmico e para a
sanidade animal.

Baseado nestes fatos formulou-se a seguinte hipdtese: As cepas de Saccharomyces
cerevisiae isoladas em diferentes ambientes possuem potencial probidtico e adsorvente de
aflatoxina B, (AFB;) para serem incluidas na alimentacdo animal, influenciando no desempenho
e sanidade de alevinos de tambaqui. Para testar a hipdtese, os objetivos do presente trabalho
foram: lIsolar e identificar leveduras presentes nos intestinos de tambatinga cultivados em
tanques comerciais de piscicultura e da racdo dos ambientes de cultivo; Testar in vitro o
potencial probidtico e adsorvente de Saccharomyces cerevisiae para aflatoxina B;; Avaliar os
efeitos da adi¢do de Saccharomyces cerevisiae em ragdes contaminadas com aflatoxina B, sobre

0 desempenho e sanidade de alevinos de tambaqui.



15

O trabalho foi dividido estruturalmente em trés capitulos, apresentados na forma de artigos
cientificos: Capitulo I: “Ocorréncia e diversidade das leveduras de racdo e intestino de
tambatingas ”; Capitulo II: “Saccharomyces cerevisiae como agente probidtico e adsorvente para
aflatoxina B;”; Capitulo III: “Efeitos da adicdo de Saccharomyces cerevisiae em ragdes
contaminadas com aflatoxina B; sobre os parametros 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 - Ciéncias Agrérias, as quais serao

submetidos para publicacao.
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2. REFERENCIAL TEORICO
Agentes probioticos

Os probioticos sdo micro-organismos vivos que, uma vez administrados em quantidades
adequadas, conferem efeitos benéficos ao consumidor, melhorando seu balanco microbiano a
nivel intestinal e na prevencgdo de doencas. (FULLER, 1989; MATTAR et al., 2001). Constituem
uma das alternativas ao uso de antibidticos no controle de doencas (GRAM et al., 1999;
NIKOSKELAINEN et al., 2001).

O probidticos sdo amplamente utilizados na produgéo animal proporcionando uma reducéao
nas doengas, melhoria no desempenho dos animais e na aquicultura, atraves da atuacdo na saude
dos peixes e na microbiota aquatica (MIRANDA, 2012). Dentre 0s requisitos necessarios para
selecdo de cepas com capacidade probiotica estdo: viabilidade no trato gastrointestinal, ndo ser
considerado um organismo patogénico, especificidade de hospedeiro e sua proximidade com o
ecossistema. (FULLER, 1989; GATESOUPE, 1999). Existem varios atributos que um micro-
organismo deve ter para atuar como agente probiotico, no entanto, para selecdo de uma cepa
probidtica, esta deve possuir 0 maximo de caracteristicas 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 saude animal (MERRIFIELD et al.,
2010).

De acordo com Fuller (1989), a atuacdo de produtos comerciais formados por micro-
organismos desencadeia a producdo de compostos antimicrobianos; promovem alteracdo do
metabolismo microbiano pelo aumento ou diminui¢do da atividade enzimatica e estimulo da
imunidade do hospedeiro. Podem ainda, desencadear efeitos fisiolégicos, como o
desenvolvimento de células epiteliais do trato gastrointestinal, aumentando a espessura da
mucosa intestinal e a superficie de absorcdo (TSUKAHARA et al., 2003).

Além de todas as propriedades mencionadas, as cepas probidticas devem possuir
certificados de seguranca alimentar para que possam ser inseridas na alimentacdo sem
representar riscos a salde. 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 denominacdo GRAS, (do inglés Generally Recognized as Safe). Uma substancia pode
ser GRAS somente se 0 seu reconhecimento geral de seguranca atender aos nos pareceres de
peritos qualificados para avaliar sua seguranca. O status GRAS pode basear-se em uma histéria

de uso seguro dessa substancia em alimentos ou baseado em procedimentos cientificos (FDA,
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2015). No caso de micro-organismos, as cepas recebem esta classificacdo baseada em vérias
avaliacOes de toxicidade e ndo podem ser patogénicas. Segundo Lane; Morrissey (2010), as
indUstrias tém optado por micro-organismos que ndo tragam riscos a salde, de modo que se
utilizem apenas os que estdo 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 probidticos ou por meio de componentes da parede celular em suplementos
alimentares, proporcionando resultados satisfatorios em avaliagdes in vivo.

Outra classificacdo de importancia na industria de alimentos € o status QPS, (do inglés
Qualified Presumption of Safety), “Presungdo de Seguranca Qualificada”, que ¢ habilitado pela
Autoridade de Seguranca Alimentar Européia (EFSA) aos micro-organismos que passaram por
uma sistematica de avaliacbes de sua seguranca, antes de serem comercializados, para
estabelecimento de sua identidade, patogenicidade e o uso pretendido das cepas. O Comité
Cientifico da EFSA publicou uma lista de micro-organismos recomendados para Presuncao
Qualificada de lista de Seguranca (QPS) em 2007, que vem sendo atualizada conforme
solicitacdo para inclusdo de novas cepas. Atualmente este status QPS € dado a algumas leveduras
de importancia na area de biotecnologia e dentre elas encontra-se a Saccharomyces cerevisiae
(EFSA, 2015).

Leveduras como agentes probioticos em piscicultura

As leveduras sdo fungos unicelulares, aerobios e facultativos, raramente anaerdbios,
eucarioticos e ubiquos, podendo ser encontradas no ar, solos, agua, vegetais e animais (LIMA et
al., 2001; SOUZA et al., 2011). O contetdo celular, também denominado extrato de levedura, é
rico em proteina (37% a 45%), possui um excelente balangco de aminoacidos essenciais,
principalmente em lisina total, tornando-as valiosas para serem utilizadas em combinacdo com
grdos de cereais (LAZZARI et al.,, 2006; GONCALVES; CARVALHO; VIEGAS, 2010;
ROSTAGNO et al., 2011). Devido a sua riqueza em vitaminas do complexo B, as leveduras tém
sido utilizadas como suplemento vitaminico em dietas para animais monogastricos. Além de seu
excelente valor nutricional, possuem uma elevada velocidade de multiplicacdo para producédo 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 ndo, possuem em sua composicdo uma fragdo 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 imunoldgico e
na habilidade em prevenir a colonizacdo por bactérias patogénicas no trato gastrointestinal
(HISANO et al., 2004; SILVA et al., 2009).

Um dos grandes diferenciais das leveduras é que raramente sdo tdxicas ou causadoras de
doencas e por isso sdo largamente utilizadas nas dietas de humanos e de animais (SOUZA et al.,
2011). Os exemplos mais comuns de micro-organismos eucariéticos com propriedades
probidticas incluem os géneros: Saccharomyces, Pichia, Metschnikowia, Yarrowia, Candida,
Debaryomyces, Isaatchenkia e Kluyveromyces. (NAYAK, 2011). Dentro do género
Saccharomyces, destacam-se S. cerevisiae e S. boulardii (HOLZAPFEL et al., 2001). Dentre
todas essas espécies, Saccharomyces cerevisiae € mais conhecida e tornou-se 0 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 probidtico tem proporcionado resultados significativos em
humanos e animais. No entanto, seus efeitos sdo pouco estudados em organismos aquaticos
(PATRA; MOHAMED, 2003). As leveduras vivas favorecem a satde do trato gastrointestinal
dos animais multiplicando-se muito pouco e transitando juntamente com o bolo alimentar,
atuando como probiotico, vindo a diminuir a pressao exercida pelos microrganismos patogénicos
(COSTA, 2004). Segundo Ohashi; Ushida (2009), a levedura ndo possui a capacidade de
colonizar o trato gastrointestinal dos animais e, portanto, a administracdo na dieta deve ser
continua.

As cepas de leveduras podem ser utilizadas na nutricdo animal de diversas formas. O
fornecimento da dieta pode ser feito diretamente a partir de residuos de fermentados industriais
ou entdo como probioticos a partir da ingestdo direta de células viaveis que visam estimular a
microbiota intestinal. A sua capacidade de atuar como probidtico dependera do uso continuo e do
fornecimento de quantidade suficiente de células vivas (CUARON, 2000).

As paredes celulares das leveduras podem agir também como substancias sequestrantes
de micotoxinas, ao se ligarem a elas, promovendo dessa forma a detoxificacdo. Entretanto, para
que a detoxificacdo seja mais ou menos completa, é preciso que alguns fatores, entre eles, o
tempo de permanéncia do bolo alimentar e o comprimento do trato digestivo do animal, estejam
condizentes para tal ligagdo (COSTA, 2004).
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Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabolitos secundérios de baixo peso molecular produzidos por
alguns fungos filamentosos. Os fungos mais prevalentes responsaveis pela ocorréncia de
micotoxinas sdo pertencentes aos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. J& 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 sdo as micotoxinas mais predominantes nos ingredientes usados nas ragoes
para animais no Brasil e no mundo (KUBITZA, 2010). As aflatoxinas sdo toxinas produzidas por
fungos do género Aspergillus, principalmente pelas espécies A. flavus, A. parasiticus e A.
nominus. A aflatoxina B; é 0 mais importante carcinégeno formado (KLICH, 2007), responsavel
por desencadear toxicidade aguda e crbnica e gerar danos cancerigenos, mutagénicos,
hepatotdxicos e imunossupressores aos homens e animais (LAZICKA; ORZECHOWSKI, 2010).
Sdo metabolitos toxicos importantes em piscicultura, pois sua presenca exerce um impacto
econémico negativo relevante, podendo gerar graves problemas de saude as espécies aquaticas,
apos exposicdo a alimentacdo contaminada. Deste modo, varios pesquisadores passaram a
monitorar a micobiota e o nivel de contaminacdo das micotoxinas em racOes para aquicultura
(CARDOSO FILHO et al., 2013; CALVET et al., 2015; NUNES et al., 2015).

Os efeitos toxicos das micotoxinas sdo variaveis, dependendo de sua estrutura quimica,
concentracdo, duracdo de exposicdo, espécie, sexo, idade e vulnerabilidade do animal afetado.
Geralmente 0s animais monogastricos jovens sdo mais sensiveis as micotoxinas do que 0s
ruminantes e de maior idade (DENLI; PEREZ, 2006). Desta forma, a presenca de micotoxinas
em matérias-primas ou alimentos prontos, como ragdes, requer um monitoramento eficaz para
prevenir o0 aparecimento de micotoxicoses na producdo animal, reduzir perdas econémicas e

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

Estratégias para controle bioldgico de micotoxinas

A utilizacdo de matéria-prima de origem vegetal em racGes para animais possibilita que
alguns ingredientes contaminados sejam utilizados em suas formula¢fes (SANTOS et al., 2010).
Apesar dos bons programas de triagem, selecdo de matérias-primas de alta qualidade e
ingredientes para alimentacdo animal e boas condi¢bes de armazenamento, é muito dificil
garantir a auséncia de micotoxinas em alimentos para o setor de aquicultura. Por isso, € mais

importante encontrar formas adequadas para enfrentar o problema através de uma gestéo eficaz
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dos riscos decorrentes de contaminagfes por micotoxinas. (SANTOS et al, 2010). As
micotoxinas geram um impacto econdmico ao longo de toda inddstria de alimentos para
humanos e animais. Devido esses prejuizos, varios métodos foram elaborados para evitar a
contaminacéo de alimentos por micotoxinas ou para descontaminar produtos (PFLIEGLER et al.,
2015).

Diferentes estratégias foram propostas para prevenir a contaminacdo dos cultivos e das
matérias-primas por fungos durante seu armazenamento, assim como para reduzir o impacto da
contaminacdo dos ingredientes por micotoxinas. Dentre as estratégias de detoxificacdo destacam-
se os diferentes procedimentos fisicos, quimicos e bioldgicos, voltados para destruir ou adsorver
as micotoxinas no trato gastrointestinal dos animais, impedindo a sua absor¢do (DENLI; PEREZ,
2006).

Um processo comercial viavel de detoxificacdo, alem de ser efetivo contra uma gama de
micotoxinas, também deve ser econémico, utilizar uma tecnologia acessivel, gerar produtos
atoxicos e ndo alterar as propriedades nutricionais dos alimentos. (HUWIG et al., 2001; DIAZ et
al., 2004).

Uma estratégia ja amplamente utilizada na gestao de risco de micotoxinas é a inclusao de
ligantes ou adsorventes na racdo. Ligantes ou adsorventes foram utilizados para neutralizar os
efeitos de micotoxinas, impedindo a sua absorcdo a partir do trato digestivo do animal (HUWIG
et al., 2001). Os aglutinantes mais comuns séo argilas, bentonitas, zeolitos, silicas e silicatos de
aluminio. No entanto, esta estratégia ndo 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 sdo necessarias avaliagdes in vitro e in vivo.
As avaliagdes in vitro de um adsorvente tém por objetivo principal, determinar a capacidade que
um produto tem de adsorver as micotoxinas presentes em um meio liquido e torna-las
indisponiveis. Estas metodologias tém sido estudadas por diversos pesquisadores, no entanto,
quando no organismo animal, o adsorvente é submetido a muitas situacbes que ndo estdo
presentes nos ensaios in vitro, como variacdes no pH das solucdes e presenca de enzimas e
outras substancias.

Estes propésitos estimulam os pesquisadores a buscar novas estratégias de
descontaminacdo que evitem o uso de agentes quimicos 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 detoxificacdo ou adsorcdo através do uso de
produtos de origem bioldgica, que sdo adicionados aos alimentos durante o processo de
formulacdo destes (PINHEIRO et al., 2015). Estes produtos atuam posteriormente sequestrando
as toxinas no trato gastrointestinal reduzindo a biodisponibilidade das mesmas. Atualmente
diversos micro-organismos vém sendo usados com esta finalidade, como é o caso das bactérias
acido-laticas e algumas leveduras (BOVO et al., 2010; JUODEIKIENE et al., 2012).

A utilizacdo de leveduras na agricultura tem um grande potencial em reduzir o dano
econémico causado por fungos toxigénicos, podendo atuar como agentes de biocontrole em
varios processos tecnoldgicos e ainda, na reducdo da contaminagcdo de matérias-primas por
micotoxinas (PFLIEGLER et al., 2015). Este fato reflete sobre a producdo animal, visto que os
animais que sdo alimentados com dietas contaminadas por estes metabdlitos ficam sujeitos a
inimeras patologias, podendo levar a morte.

As espécies de leveduras, tais como Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizadas como
aditivos naturais na alimentacdo de animais de producdo. A presenca de macromoléculas na sua
parede celular tais como manoproteinas ¢ B -glucanos constitui uma boa fonte de adsorventes
(SHETTY; JESPERSEN, 2006). Podem ser utilizadas na forma ativa, inativa ou a partir da
extracdo de seus componentes. Na forma de parede celular, varias espécies de levedura séo
capazes de adsorver micotoxinas de produtos agricolas, bem como produtos que contenham
células de levedura probidtica também sdo aplicados para neutralizar micotoxicoses em animais
(PFLIEGLER et al., 2015). A adicdo destes componentes em produtos comerciais ainda tem
como beneficios a capacidade de suportar altas temperaturas, sendo fator importante, visto que as
racdes passam por processos de peletizacdo e também sdo capazes de resistir as condicOes
quimicas e fisicas do trato digestivo dos animais (PERRY, 1995). Segundo Juodeikiene et al.
(2012), cepas de S. cerevisiae com capacidade de ligacdo com micotoxinas, podem ser utilizadas
como aditivos para muitos alimentos de origem humana e animal, sem alterar as caracteristicas
do produto final.

A idéia de aliar a capacidade probidtica 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 sdo ferramentas poderosas para a selecdo de agentes probioticos
e adsorventes. Neste sentido, a busca por compostos naturais, que possam exercem tais funcdes é

importante para o desenvolvimento tecnolégico, econémico e para a sanidade em aquicultura.
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RESUMO. O conhecimento das leveduras existentes na alimentacdo e no trato intestinal de peixes
auxilia a compreender sua participacdo na salde e nutricdo destes animais em diferentes ambientes,
que pode resultar em melhorias nas condi¢des sanitérias e no desempenho da produgdo dos mesmos.
Desta forma, objetivou-se identificar leveduras de racdo 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 racdo de diferentes marcas em ambientes
produtivos do estado do Piaui, Brasil. Os intestinos foram divididos em trés regides 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 Agar Extrato de Levedura Peptona Dextrose
(YPD) e Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC). A identificagdo molecular foi realizada
pela reacdo de PCR, amplificacdo por NL1/NL4 e sequenciamento das regides D1/D2 da subunidade
maior do gene do rRNA. Foram identificadas 16 leveduras da espécie Candida nivariensis na regiao
intestinal, com maior frequéncia (50%) na porcao anterior. Nas amostras de racdo analisadas, obteve-
se um maior nimero 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 racdo sao
isoladas do trato intestinal de tambatingas. Candida nivariensis pode estar presente no bioma intestinal
de tambatingas em diferentes ambientes de cultivo e na racdo. 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 ragdo para piscicultura. A identificacdo molecular
permitiu o isolamento de espécies de leveduras que ainda ndo haviam sido relatadas em ragdo e

intestino de tambatingas.

Palavras-chave: Identificagdo 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 Piaui, 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 liguefaciens 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.

INTRODUCAO
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Conforme a Organizacgdo das Nacgdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO 2014), a
producdo pesqueira e de aquicultura em nivel mundial foi de 158 milhdes de toneladas em 2012,
considerada assim, o setor de produgdo de alimentos que mais cresce no mundo. O peixe continua a
ser um dos alimentos mais comercializados em nivel mundial, tendo atingido o valor de cerca de 130
milhGes de ddlares em 2012 (FAO 2014).

O tambatinga, um peixe hibrido obtido do cruzamento do tambaqui (Colossoma
macropomum) e o pirapitinga (Piaractus brachypomus), esta entre os peixes redondos mais cultivados
na piscicultura nacional, especialmente nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil (Ibama
2008). A producdo nacional dos peixes redondos, grupo que engloba as espécies dos géneros
Colossoma e Piaractus, entre eles o tambaqui, pacu, pirapitinga e hibridos, apresentou uma
surpreendente expansdo no cultivo, com uma producdo de 186 mil toneladas em 2014 (Kubitza 2015).
O tambatinga, apresenta grande importancia para a piscicultura e na gastronomia (Pessoa 2009) e com
o intuito de conhecer melhor sobre o habito alimentar da espécie sua descricdo anatémica foi realizada
por Ferreira et al. (2013).

A conformidade anatémica do trato intestinal e o tipo de alimento ingerido podem afetar
diretamente a microbiota (Ringo et al. 2010). O trato gastrointestinal contém micro-organismos
variaveis gue integram um complexo ecossistema que reflete 0 ambiente, a composicdo microbiana da
agua e a dieta fornecida (Fjellheim et al. 2007; Nayak 2010). A conservac¢do do equilibrio microbiano
é fundamental para manutencdo da nutricdo e a salde do hospedeiro. Essas comunidades microbianas
complexas podem ser interrompidas e alteradas por diferentes dietas na alimentacdo animal, sendo
uma das principais causas de infec¢do dos peixes (Ringo et al. 2010; Omar et al. 2012).

O controle microbioldgico da racdo destinada & alimentagdo animal é de suma importancia,
visto que a ingestdo deste alimento contaminado por micro-organismos patogénicos pode interferir na
sanidade dos peixes, acarretando prejuizos na produgdo e desempenho dos animais e também torna-los
vetores de contaminacdo para 0 homem (Andriguetto et al. 2002).

Dentre os principais micro-organismos encontrados, as leveduras participam de diversos
processos nos ecossistemas, estabelecendo relagdes ecoldgicas com outros organismos. Leveduras

foram identificadas como parte da microbiota de peixes selvagens e cultivados interferindo na nutrigdo
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e sanidade dos peixes (Gatesoupe 2007; Navarrete e Tovar-Ramirez 2014). Espécies de leveduras tém
sido isoladas de varios ecossistemas aquaticos, com maior prevaléncia os géneros: Candida,
Cryptococcus, Hansenula, Rhodotorula, Torulopsis, Saccharomyces e Trichosporon (Rawls et al.
2004; Gadanho e Sampaio 2005; Kutty et al. 2013).

Inicialmente, a identificacdo de espécies de leveduras era baseada nas propriedades
morfoldgicas e fisioldgicas dos isolados de leveduras. Posteriormente, a identificacdo passou a ser
realizada pela analise da sequéncia de DNA. Esta evolucdo resultou na identificacdo de maior
diversidade de leveduras e aumento de duas vezes no nimero de cepas descritas ao longo da Ultima
década (Navarrete e Tovar-Ramirez 2014).

A microbiota bacteriana dos peixes exerce efeito benéfico por participar de processos
biolégicos importantes, tais como: processamento de nutrientes e desenvolvimento do sistema
imunolégico 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 participacdo na salde e nutricdo dos peixes de diferentes
ambientes, visando melhorar as condi¢des sanitarias e desempenho produtivo. Desta forma objetivou-
se identificar leveduras presentes nos intestinos de tambatinga cultivados em tanques comerciais de

piscicultura e da racdo utilizada em cultivos de peixes.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras

A metodologia adotada para o desenvolvimento desta pesquisa foi aprovada pelo Comité de
Etica e Experimentagdo no Uso de Animais da Universidade Federal do Piaui (CEUA/UFPI),
Teresina, Pl, sob o protocolo n® 013/14. De maio a junho de 2014 foram capturados 20 exemplares
adultos de tambatinga, provenientes de dois ambientes de cultivo: (1) Esta¢do de Piscicultura Ademar
Braga, pertencente ao Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS) do municipio de

Piripiri, Pl e (1) dos viveiros de Piscicultura do Departamento de Zootecnia (DZO), do Centro de
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Ciéncias Agréarias (CCA), da UFPI, Teresina, Pl, Brasil. As médias dos pesos dos tambatingas
analisados nos ambientes | e Il foram de 839,29 + 272,5 e 591,09 + 151,4, respectivamente.

Em cada ambiente, foram coletados dez peixes, os quais foram insensibilizados e
acondicionados em recipientes de polipropileno com 20 litros de &gua, sendo 10 mL de solucdo
alcodlica de eugenol a 5,0%. Apo6s insensibilizacdo os peixes foram eutanasiados por sec¢do medular e
depois armazenados em sacos plasticos, identificados e em seguida acondicionados em recipiente
isotérmico com gelo reciclavel para transporte até o Laboratério de Microbiologia do Nucleo de
Estudo, Pesquisa e Processamento de Alimentos (NUEPPA), do Departamento de Morfofisiologia
Animal, CCA, UFPI, Teresina, Pl para realizacdo das analises microbiol6gicas. Foram também
coletadas amostras de ragdes de trés marcas comerciais diferentes (A, B e C) que eram fornecidas aos
peixes dos ambientes de cultivo pesquisados, bem como de outras propriedades préximas que

possuiam tanques de piscicultura, perfazendo um total de 30 amostras de racéo.

Isolamento e caracterizacdo das cepas de leveduras

a) Dos intestinos de tambatingas

O isolamento das leveduras foi realizado no Laboratério de Microbiologia do NUEPPA, CCA,
UFPI. Apo6s a eutandsia, os peixes foram pesados em balanca semi-analitica (Edutec®) e em seguida,
com o0s peixes em decubito lateral foi realizada assepticamente uma incisdo longitudinal desde o
opérculo até a regido perianal para remocdo da musculatura e melhor exposi¢do do contetdo cavitario.
Logo apb6s os intestinos foram separados dos demais componentes do tubo digestério e
individualizados em trés diferentes regides: anterior, média e posterior. A delimitagdo das regides
intestinais foi baseada na localizacdo anatémica topografica do segmento e pelo aspecto morfoldgico
da mucosa. Foram seccionados fragmentos de 10 cm de cada por¢do 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 37°C (Armando et. al. 2011,
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Keller 2012). O isolamento foi realizado segundo metodologia de diluigdo decimal seriada com
semeadura por espalhamento em superficie. DiluicBes decimais seriadas foram realizadas em tubos
com caldo extrato de levedura peptona dextrose (YPD) até 10°. Aliquotas de 0,1 mL das respectivas
diluicdes 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 37°C por 48 h em
estufas microbioldgicas com controle de temperatura (Pitt e Hocking 2009).

Para a obtencdo de cultivos puros, cada colénia de levedura isolada foi repicada em placas de
YPD pelo método de esgotamento em placas por estrias e logo apds os cultivos semeados em Agar
Extrato de Malte (MEA) para posterior identificacdo das espécies (Kurtzman e Fell 1998; Pitt e

Hocking 2009).

b) Das racbes comerciais

O isolamento das leveduras de racBes comerciais foi realizado segundo metodologia de
diluicdo decimal seriada com semeadura por espalhamento em superficie, onde 10 gramas de cada
amostra de racdo foram homogeneizadas com 90 mL de &gua peptonada 0,1% estéril, obtendo-se a
diluicdo inicial de 10™. As demais diluicdes decimais seriadas foram realizadas até 10°. De cada
diluicdo, aliquotas 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 25°C por até
sete dias em estufas microbiol6gicas. Para obter isolados puros, cada colénia de levedura foi repicada
em placas de YPD pelo método de esgotamento em placas por estrias. Logo ap6s, os isolados obtidos
a partir de uma Unica UFC foram transferidos para tubos inclinados de Agar extrato de malte (MEA)

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

Identificagdo molecular e sele¢éo das cepas
c) Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das leveduras foi realizada no Laboratorio de Ecologia e Biotecnologia de

Leveduras (ICB/UFMG). As col6nias puras foram ressuspendidas em 100 pL de tampdo de lise,
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incubadas em banho-maria a 65°C por 35 minutos. No protocolo de extragao, foi utilizado: 200 pL de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), 70 pL de isopropanol, 200 puL de etanol a 70%. Os tubos
contendo o pellet foram deixados em temperatura ambiente para secagem “overnight”, sendo o pellet
depois eluido em 50 pL Buffer TE (TRIS-HCL 10 mM, EDTA 1,0 mM, pH 8), sendo incubados em
estufa a 37°C. A seguir, o DNA obtido foi dosado em espectrofotdmetro NanoDrop® (ND-1000; 220-

750nm) da Thermo Scientific e diluido até atingir a concentragdo aproximada de 200 ng/ uL.

d) Impresséo digital de DNA utilizando o iniciador El1

Para o agrupamento das leveduras em perfis similares foi utilizada a impressdo digital pela
técnica de PCR utilizando o iniciador EIl1 (5’- CTGGCTTGGTGTATG-3’), segundo protocolo
descrito por Barros Lopes et al. (1996, 1998). A reacdo de PCR foi realizada utilizando-se 2,5 pL de
tampédo 10X (MBI Fermentas), 1 puL de dNTP 2,5 mM (Invitrogen, USA), 1,5 uL de MgCl, 25 mM
(MBI Fermentas), 2 uL do iniciador EI1 10 pmol (Invitrogen USA), 0,2 uL de taqg DNA polimerase
1,25 U (MBI Fermentas) e 1,0 uL de DNA.

O volume final da reacdo foi completado com &gua deionizada, para 25 pL. A PCR foi
realizada em um termociclador mastercycler (Eppendorf) nas seguintes condi¢des: desnaturacdo inicial
a 94°C por trés minutos, 33 ciclos de desnaturacdo a 94°C por um minuto, anelamento a 45°C por dois
minutos e extensdo a 74°C por um minuto e meio, seguidos de extensao final a 74°C por 5 minutos.
Apos as reacbes de amplificacdo, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose
(Eurobio) a 1,5% em tampdo Tris-Borato-EDTA 0,5% (TBE — 89 mM Tris, 89 mM &cido bérico, 2,0
mM EDTA) a 80 V. As amostras foram coradas pela adi¢cdo de GelRed (Biotium USA) e visualizadas
sob luz ultravioleta e fotografadas utilizando um sistema de foto-documentagdo (Vilber Lourmat
Franca). Os padrdes de impressdo das bandas dos isolados foram comparados para agrupamento de

perfis similares.

e) Purificacdo dos produtos de PCR e reac¢fes de sequenciamento
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De cada um dos perfis moleculares obtidos, um isolado foi selecionado e submetido ao
sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do gene do rRNA como descrito por Lachance
et al. (1999). Para a reacdo de PCR foram utilizados os iniciadores NL-1 (5’-
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3’). A
reacdo foi realizada em um volume final de 50 pL contendo 5,0 puL de tampdo de PCR 10X (MBI
Fermentas), 3,0 uL de MgCl, 25 mM (MBI Fermentas), 1,0 pL de dNTP 2,5 mM (Invitrogen, USA),
1,0 pL do primer NL1 10 pmol (Invitrogen, USA), 1,0 pL do primer NL4 10 pmol (Invitrogen USA),
0,2 uL de taqg DNA polimerase 1,25 U (MBI Fermentas) e 1,0 uL de DNA. O volume da reacéo foi
ajustado com a adicdo de agua deionizada.

A reacdo foi realizada em um termociclador PCR Express (Valpo.protect - Eppendorf) e
ocorreu nas seguintes condicBes: deshaturacdo inicial a 95°C por dois minutos, 35 ciclos de
desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 54°C por 25 segundos e extensdo a 72°C por 20
segundos, seguidos de extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os amplicons foram separados em gel de
agarose (Pronadisa Espanha) a 1% em tampdo TBE 0,5% a 80 V. As amostras foram coradas pela
adicdo de GelRed (Biotium, USA) e visualizadas sob luz ultravioleta e fotografadas utilizando um
sistema de foto-documentacdo (Vilber Lourmat Franca).

Os amplicons gerados pela reacdo de PCR foram purificados utilizando-se EDTA. Ao produto
de PCR com volume de 45 pL, foram adicionados 11,25 pL. de EDTA 125 mM e 135 pL de etanol
absoluto. Esta mistura foi submetida a centrifugacdo com rotacdo de 13.000 rpm durante 25 minutos.
O sobrenadante foi descartado e para lavagem do precipitado foi adicionado 120 pL de etanol 70% e
realizado homogeneizacdo por inversdo. Apos centrifugacdo a 13.000 rpm por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado novamente e o restante do etanol foi secado por 20 minutos a 37°C. O
DNA entéo foi ressuspendido em 10 pL de agua deionizada estéril g.s.p. O produto obtido foi dosado
em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Thecnologies) para ser utilizado nas reagdes de sequenciamento.

As reacOes de sequenciamento de DNA foram realizadas utilizando o Kit Big Dye versdo 3.1
(Applied Biosystems EUA) em combinagdo com o sistema de sequenciamento automatizado ABI

3730. As sequéncias foram analisadas utilizando o programa BLASTn (Basic Local 562 Alignment
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Serch Tool - wversdo 2.215 do BLAST 20) disponivel 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 reacdo de PCR por Fingerprint

utilizando o iniciador EI1.
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Figura 1. Perfil de bandas obtido com a reagdo de PCR utilizando o iniciador EI1. Da esquerda para a
direita: (Pd) padrdo de peso molecular, cepas de leveduras P1 a P16 isolados do intestino de tambaquis

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

Os padrdes de impressdo 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 apoés, foram selecionadas as
amostras que tinham as bandas diferenciadas para a realizagao da reacdo de PCR com os iniciadores
NL1/NL4 e os isolados com perfil molecular iguais foram selecionados para o sequenciamento da

regido 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 apds o sequenciamento foram
identificadas como Candida nivariensis, sendo a porcdo anterior (50,00%) do intestino a de maior

frequéncia da levedura, seguida pela porcao 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 Porc¢éo do intestino Numeros de isolados Frequéncia (%)
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 racdo encontradas nos ambientes de cultivo pesquisados, obteve-se

um maior nimero de espécies de leveduras, com um total de nove cepas, conforme a identificacdo

descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Frequéncia de leveduras isoladas em diferentes marcas comerciais de racdo para peixes

Marcas Leveduras Diametro da racdo*/fase =~ NuUmeros de  Frequéncia (%)
de cultivo isolados

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

burtonii
AeC Lodderomyces 6,0 a 8,0 mm /crescimento 2 15,39

elongisporus

B Cryptococcus 6,0 a 8,0 mm/ crescimento 1 7,69
liquefaciens

A Candida 4,0 a 6,0 mm/ juvenil 1 7,69
nivariensis

A Sterigmatomyces 2,0 a 4,0 mm/ juvenil 1 7,69
elviae

A Candida 1,0 a 2,0 mm/ alevino 1 7,69
orthopsilosis

A Trichosporon 1,02 2,0 mm/ alevino 2 15,39
asahii

B Candida < 1,0 mm/ pés-larva 1 7,69
parapsilosis

B Rhodotorula < 1,0 mm/ p6s-larva 1 7,69
minuta
Total 13 100,00

*= intervalo de granulometria de acordo com a fase de cultivo dos peixes; ra¢des extrusadas

A marca A apresentou 0 maior nimero 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 trés isolados (Cryptococcus
liquefaciens, Candida parapsilosis e Rhodotorula minuta) e a marca C apresentou apenas um Unico
isolado (Lodderomyces elongisporus) (Tabela 2). As ragdes com maiores diametros fornecidas durante
a fase de crescimento dos peixes (6,0 a 8,0 mm) apresentaram um maior nimero de isolados em
relagdo as ragbes de menor granulometria utilizadas nas fases: juvenil (2,0 a 6,0 mm), alevinos (1,0 a
2,0 mm) e pés-larva (< 1,0 mm).

A espécie Candida nivariensis encontrada no intestino das tambatingas coletadas nos dois
ambientes de cultivo foi isolada a partir da racdo 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 racdo nao

foram encontradas no intestino dos tambatingas.

DISCUSSAO

As pisciculturas comerciais de grande escala exigem uma elevada densidade de peixes
estocados, sendo comum o surgimento de doencas causadas por estresse durante o cultivo, o que
implica em uma alta mortalidade e perdas econémicas para o produtor (Garcia-Marengoni e Menezes-
Albuquerque 2015). Este fato associado ao conhecimento das caracteristicas morfofisioldgicas,
comportamentais e ao manejo alimentar das espécies de peixes é fundamental para o sucesso da
aquicultura (Rotta 2003).

A colonizacdo intestinal dos peixes tem papel importante na estimulacdo do desenvolvimento
do sistema imune e, seu desequilibrio tem sido associado a susceptibilidade a infecces e desordens
imunes, quando ocorre um predominio de cepas patogénicas (Almeida et al. 2008; Walker 2008). A
ocorréncia de leveduras no intestino de peixes € variavel e pode ser encontrada desde niveis ndo
detectaveis até 10’ CFU/g de conteldo intestinal. Os ascomicetos Debaryomyces hansenii, Candida
sp., e Saccharomyces cerevisiae, e 0s basidiomicetos Leucosporidium sp., e Rhodotorula tem sido
frequentemente isolados como leveduras dominantes do intestino de truta arco-iris (Gatesoupe 2007).
O género Rhodotorula, conhecidas como leveduras vermelhas, sdo comumente encontrados na

microbiota de peixes, assim como Cryptococcus e Trichosporon (Gatesoupe 2007). Estes trés géneros
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de levedura também foram encontrados nesta pesquisa, contudo, estavam presentes somente nas
racOes que eram fornecidas aos peixes nas diferentes fases de cultivo.

O presente estudo mostrou a prevaléncia de Candida nivariensis no intestino de tambatingas,
com uma frequéncia de 50% destas leveduras encontradas na porcéo inicial do intestino. As infecgdes
fungicas 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 numero de infeccBes foi atribuido aos fungos C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C.
tropicalis, C. lusitaniae, and C. krusei emergindo, nos ultimos anos, como importantes patdégenos
oportunistas (Nucci e Marr 2005). As primeiras cepas de C. nivariensis foram relatadas em humanos e
reportadas como agentes oportunistas, apresentando resisténcia a muitos agentes antifngicos (Alcoba-
Florez et al. 2005). Desta forma, a C. nivariensis é considerada uma levedura patogénica emergente
clinicamente importante (Borman et al. 2008). De acordo com os estudos de Gatesoupe (2007) sobre a
importancia das leveduras no intestino dos peixes, 0 mesmo descreve que a maioria dos estudos das
espécies em agua doce como a truta arco-iris ou 0 Oncorhynchus spp. tem encontrado a Debaryomyces
hansenii com frequéncia, no entanto as espécies Candida sp., Saccharomyces cerevisiae e
Leucosporidium sp. também foram predominantes em algumas amostras intestinais de trutas.

Segundo Navarrete e Tovar-Ramirez (2014), pisciculturas intensivas tém resultado em uma
crescente problematica de infecgbes bacterianas, levando ao uso intensivo de antimicrobianos no
tratamento. Sendo assim, a producdo € prejudicada pelas mortalidades imprevisiveis que podem
ocorrer devido as interacdes negativas entre peixes e bactérias patogénicas. A presenca de Candida
nivariensis tem sido reportada como agente causador de infecgdes, entretanto, essas espécies podem
ser habitantes naturais dos intestinos de tambatingas, sendo responsaveis, juntamente com as bactérias,
pelo equilibrio dos processos fisiologicos, tendo em vista que ndo foram observados processos
patoldgicos nos peixes utilizados nesta pesquisa. Entretanto, ndo foram encontrados relatos de sua
ocorréncia neste habitat, levando em conta que ainda ha pouco conhecimento das espécies de
leveduras em peixes devido a existéncia de uma ampla variedade de espécies, habitats e alimentos.

As especies de leveduras encontradas nas ragdes 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 frequéncia de isolados (61,54%), sequida das marcas B
(23,08%) e C (7,69%). Algumas destas espécies, como as dos géneros Candida, Cryptococcus,
Malassezia, Trichosporon e Geotrichum tém sido relatadas como patogénicas aos animais (Girmenia
et al. 2005; Cabafies 2010). Candida sp., Cryptococcus sp., e Trichosporon sp. foram isoladas em
desordens patoldgicas de peixes, ocasionando lesdes internas, inchaco da bexiga natatéria com
presenca de material denso e exoftalmia (Gatesoupe 2007).

A maioria dos estudos que identifica leveduras de alimentos visa a procura por espécies
probidticas. Neste sentido, Armando et al. (2011), ao buscar estratégias para descontaminacao
bioldgica de micotoxinas a partir de micro-organismos nativos na producdo animal, foi capaz de isolar
as seguintes cepas de leveduras da racdo de suinos: Trichosporon asahii, Pichia guillermondii,
Issatchenkia orientalis, Criptococcus sp e S. cerevisiae.

Alguns ascomicetos, como a Candida spp. sdo tipicamente espécies ubiquas encontradas nos
oceanos e em outros ambientes aquéaticos. Dentre os basidiomicetos, algumas espécies de
Cryptococcus, Rhodotorula e Sporobolomyces sdo bastante difundidas por varias regiGes oceénicas
(Kandasamy et al. 2012). Os componentes das leveduras, B-glucanos e mananoproteinas, podem
estimular os sistemas imunoldgicos e antioxidantes dos hospedeiros. Compreender a participacdo das
leveduras na salde e nutricdo dos peixes pode melhorar tanto as condi¢cdes sanitarias quanto a
performance da producédo de pescados (Navarrete e Tovar-Ramirez 2014).

A microbiota intestinal dos organismos aquaticos, em especial dos peixes, esta fortemente
relacionada & microbiota aquatica e esta, por sua vez, mantém estreita relagdo, tanto quantitativa
guanto qualitativamente, com aspectos fisico-quimicos e microbiolégicos do ambiente (Pupo 2006).
Candida parapsilosis, Rhodotorula minuta e Hyphopichia burtonii foram espécies isoladas dos
ambientes marinhos, de peixes e aguas de acordo com alguns relatos (Roth et al. 1962; Lachance e
Starmer 1998; Gadanho e Sampaio 2005). Desta forma, a distribuicdo das espécies de leveduras
depende da concentragdo e dos tipos de matéria organica disponiveis em aguas de viveiros e racdo

para peixes.
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Neste sentido, verificou-se que uma cepa de Candida nivariensis foi isolada a partir da racdo
de marca A fornecida durante a fase juvenil dos peixes. O pequeno nimero de isolados desta espécie
pode ter ocorrido em virtude de terem sido coletadas apenas as ragGes abertas que estavam sendo
fornecidas nos ambientes de cultivo. Verificou-se que a mesma marca de racdo que foi identificada
esta cepa era utilizada nos dois ambientes de cultivo pesquisados. Entretanto, os peixes utilizados no
estudo estavam em fase de terminagdo, sendo assim estavam recebendo uma ragéo diferente da que foi
identificada a cepa de Candida nivariensis. Contudo, a cepa pode estar presente na dgua e substrato
dos viveiros, tendo em vista que as sobras de racfes sdo depositadas nos fundos dos viveiros e pode
permanecer viaveis devido a elevada carga de matéria organica neste ambiente.

Embora a microbiologia, especificamente a bacteriologia do trato intestinal de peixes
marinhos e de agua doce, tenha sido investigada por muitos autores (Balcazar et al 2008; Jatoba et al.
2008; Makino et al. 2012), ha pouco relatos sobre a diversidade microbiana em relacdo a 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 racGes de peixes. Essa informacdo juntamente com outras identificacdes disponiveis em
banco de dados por meio de estratégias moleculares e um estudo mais aprofundado sobre a ocorréncia
de novas espécies permitiu uma melhor caracterizacdo da populacdo de leveduras em habitats e nos

intestinos de peixes.

CONCLUSOES

Nem sempre leveduras encontradas em rac¢éo s&o isoladas do trato intestinal de tambatingas.
Candida nivariensis pode estar presente no bioma intestinal de tambatingas em diferentes ambientes
de cultivo e na racdo. 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
racdo para piscicultura. A identificacdo molecular permitiu o isolamento de espécies de leveduras que

ainda ndo haviam sido relatadas em racéo e intestino de tambatingas.
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RESUMO - Objetivou-se, com esta pesquisa, avaliar in vitro o potencial probiético e adsorvente de
Saccharomyces cerevisiae para aflatoxina B;. Foram utilizadas trés cepas de leveduras, sendo duas
provenientes de cachacaria: 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: inibicdo
homologa, auto-agregacdo, co-agregacdo, atividade antibacteriana, viabilidade as condicdes
gastrointestinais e adsor¢do de AFB;. Os ensaios de viabilidade as condigcfes gastrointestinais foram
realizados simulando artificialmente as condicGes de pH e o tempo de passagem do alimento no
aparelho digestorio de tambaqui. Todas as estirpes de S. cerevisiae mostraram boa capacidade de auto-
agregacdo e co-agregacdo com bactérias patogénicas (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 as
condigdes gastrointestinais. Em condigdes &cidas, os fatores (cepa X tempo) tiveram interacdo
(P=0,0317), resultando em variacOes significativas entre as cepas testadas nos periodos de tempo
analisados. Observou-se que também houve interacdo (P=0,0062) em condi¢des intestinais, havendo
um aumento do numero de células no periodo de 12h para todas as cepas avaliadas. No ensaio de
adsorcdo, a estirpe A8L2 foi a mais eficaz estatisticamente (P<0,005), para as duas concentracGes de
AFB; avaliadas neste estudo (10 e 25 ng. mL™). Desta forma, conclui-se que as cepas de
Saccharomyces cerevisiae A8L2, RC1 e RC3 possuem potencial probiotico e adsorvente de AFB;. Em
testes in vitro a estirpe A8L2 foi mais eficiente que as demais por apresentar melhor capacidade de
adsorcdo de AFB;, possuir atividade antibacteriana contra Salmonella spp. e ser viadvel em condigdes

simuladas do trato gastrointestinal de tambaqui.

Palavras-chave: Adsorcdo. Atividade antibacteriana. Agregacdo. Inibicdo homologa. Viabilidade.

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate in vitro the probiotic potential and absorption of
Saccharomyces cerevisiae for the aflatoxin B;. Three yeast strains were used, two from cachagaria: 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 AFB;. 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 AFB; concentrations evaluated in this study (10 and 25
ng. mL™). Thus, it was observed that the strains of Saccharomyces cerevisiae A8L2, RC1 and RC3
and have potential probiotic and adsorbent of AFB;. In in vitro tests the A8L2 strain is more efficient
than the others by having better AFB; 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.

INTRODUCAO

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios produzidos por alguns fungos filamentosos, sendo
responsaveis por causar uma resposta téxica denominada micotoxicose, quando ingerida por animais e
seres humanos (Pitt 2000). A maioria das micotoxinas de interesse sdo produzidas por trés géneros
fungicos, Aspergillus, Penicillium e Fusarium, além de géneros de fungos dematiaceos (Alternaria,
Helminthosporium, Drechslera, Phoma, Zygosporium) (Ismaiel e Papenbrock 2015). A qualidade dos
produtos utilizados na alimentacdo animal pode ser afetada ja que os ingredientes sdo substratos ideais
para o crescimento de fungos e sob condi¢des propicias, podem favorecer a sintese de micotoxinas
(Poloni et al. 2015).

As aflatoxinas sdo toxinas produzidas por fungos do género Aspergillus, principalmente pelas
espécies A. flavus, A. parasiticus e A. nominus. As aflatoxinas sdo metabdlitos toxicos importantes em
piscicultura, pois sua presenca exerce um impacto econdmico negativo relevante, podendo gerar
graves problemas de salde as espécies aquaticas, apds exposicdo a alimentacdo contaminada. A
contaminacdo de micotoxinas em espécies aquaticas se da principalmente pela ingestdo de racdes
contaminadas, visto que o aumento de uso de vegetais como ingredientes de racdo proporciona o
aparecimento destas substancias téxicas (EI-Sayed et al. 2009; Calvet et al. 2015; Nunes et al. 2015).

O grande numero de contaminagBGes por micotoxinas nos produtos agricolas tem motivado
pesquisadores de todo o mundo a desenvolver métodos de prevengdo e de desintoxicacdo destes
compostos téxicos (Hernandez-Mendoza et al. 2009; Armando et al. 2011; Pizzolitto et al. 2011;
Pereyra et al. 2015). Devido a grande importancia da aflatoxina B; (AFB;) na produgdo animal e por
ser cancerigena e hepatotoxica, 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 utilizacdo de mecanismos de controle fisicos, quimicos e biologicos vem sendo
constantemente pesquisada, propiciando respostas significativas para a redugdo de contaminantes
toxicos 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 bioldgicos, a detoxificacdo microbiana é uma alternativa promissora para a
reducdo dos niveis de micotoxinas. Sua efetividade fundamenta-se na acdo de compostos quimicos
especificos produzidos por um determinado micro-organismo. A utilizacdo de alimentos funcionais
que contenham micro-organismos benéficos pode auxiliar no processo de descontaminacdo de
micotoxinas (Pinheiro et al. 2015). Quando possuem cepas viaveis, sdo denominados probidticos e
atuam beneficamente no organismo do animal, promovendo o equilibrio de sua microbiota intestinal
(Fuller 1989). Estes micro-organismos devem apresentar caracteristicas aceitaveis ao serem utilizados
para tal fim. As cepas probiéticas formadas por micro-organismos GRAS (Generally Recognized as
Safe) sdo classificadas como seguras e constituem uma das ferramentas importantes da biotecnologia,
tornando-se uma alternativa valida na descontaminacdo de micotoxinas. Saccharomyces cerevisiae e
bactérias produtoras de &cido lactico (BAL) tém sido utilizadas em alimentos funcionais como
probidticos e como potenciais micro-organismos para descontaminacdo de micotoxinas pela sua
capacidade de ligar-se a AFB; (Baptista et al. 2004, Armando et al. 2011; Pizzolitto et al. 2012;
Pereyra et al. 2015).

A levedura da cana-de-acucar (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 biosseguranca e facil incorporacdo a mistura durante o processamento da racéo.
Além de seu excelente valor nutricional, leveduras produzem uma elevada quantidade de biomassa
que é utilizada em varios processos industriais e como fonte de proteinas para alimentacdo animal
(Shetty e Jespersen 2006; Pereyra et al. 2015). Este tipo de suplemento gera beneficios em termos de
melhora nos parametros produtivos e na salde dos animais (Shety e Jepersen 2006).

De acordo com Juodeikiene et al. (2012) estirpes dos componentes de S. cerevisiae com
capacidade elevada de ligacdo de micotoxinas, podem ser empregadas como aditivos em pequenas
guantidades para muitos alimentos, sem alterar as caracteristicas do produto final. A inclusédo de cepas
viaveis na dieta dos peixes modifica a microbiota intestinal por meio da producdo de substancias
antimicrobianas e enzimas e por competicdo por sitios de adesdo e nutrientes com 0s micro-
organismos indesejaveis (Fuller 1989; Cyrino et al. 2010).

Uma cepa para ser considerada como probiética deve cumprir alguns principios: sobreviver as
condigdes acidas e bésicas do trato gastrointestinal; aderir &s mucosas; proliferar em condicoes
intestinais, competindo com a microbiota naturalmente presente; ser viavel a altas concentracdes (10°
a 10° UFC. mL™); ndo estar associada com enfermidades; possuir estabilidade genética durante o
processamento; auséncia de propriedades organolépticas indesejaveis nos alimentos. Deve, ainda, ter
capacidade de exercer propriedades benéficas, tais como produgdo de substancias antimicrobianas,
auto-agregacdo, co-agregacdo com patdgenos intestinais e producdo 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 eficiéncia dos probidticos na saide animal tem sido pesquisada com frequéncia. Entretanto,
além da capacidade probiética, torna-se necessario avaliar o papel de diferentes cepas no processo de
adsorcdo de micotoxinas (Armando et al. 2011; Pizzolitto et al. 2011). Neste sentido, a busca por
compostos naturais que possam exercer tais funcdes € importante para o desenvolvimento tecnoldgico,
econdmico e para a sanidade animal. Pelo exposto, esta pesquisa teve como objetivo avaliar in vitro o

potencial probidtico e adsorvente de Saccharomyces cerevisiae para aflatoxina B,
MATERIAL E METODOS
Cepas de leveduras

Foram utilizadas trés cepas de leveduras, sendo duas provenientes de cachagaria: S. cerevisiae
RC1 e S. cerevisiae RC3 e uma de ambiente de piscicultura: S. cerevisiae A8L2, pertencentes a
colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Nucleo de Pesquisa e
Processamento de Alimentos (NUEPPA/CCA/UFPI). As cepas selecionadas foram utilizadas para os

ensaios probidticos e de adsorcdo de AFB,.
Cepas de bactérias patogénicas

Para os ensaios de co-agregacao e atividade antibacteriana foram utilizadas quatro cepas de
bactérias patogénicas cedidas pelo Laboratorio de Microbiologia Veterinaria, do Centro de Ciéncias
Agrérias (CCA), da Universidade Federal do Piaui (UFPI). As cepas utilizadas foram: Escherichia

coli; Salmonella spp.; Staphylococcus aureus e Pseudomonas spp.
Ensaios para a sele¢do de cepas de leveduras com potencial probidtico e adsorvente

As leveduras selecionadas foram submetidas aos testes in vitro para avaliacdo de seu potencial
probidtico: inibicdo homobloga, auto-agregacdo, co-agregacao, atividade antibacteriana, viabilidade as
condicBes gastrointestinais. Posteriormente, as leveduras foram submetidas ao teste de adsorcdo de
AFB;. Os ensaios de viabilidade as condicBes gastrointestinais foram realizados simulando

artificialmente as condic¢Ges de pH e o tempo de passagem do alimento utilizado para os tambaquis.
Inibicdo homologa entre as cepas de Saccharomyces cerevisiae

Para este ensaio foram utilizadas as trés cepas de Saccharomyces cerevisiae e utilizou-se o
método de estrias cruzadas descrito por Muzzolén (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 37°C
por 48 h. Em seguida, ap6s crescimento da estria central de cada placa, estas foram inativadas por

exposicdo a vapores de cloroférmio 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 37°C.
Transcorrido o tempo proposto, as placas foram analisadas, sendo consideradas positivas quando havia
a presenga de halos de inibi¢ao de crescimento (> 5 mm) ao redor da estria central, e negativas quando

detectava-se auséncia de halo ou inibi¢&o (< 5 mm).
Auto-agregacéo

A capacidade de auto-agregacao foi realizada segundo a metologia descrita por Kos et al.
(2003). Previamente realizou-se a contagem de células de Saccharomyces utilizando uma Cémara de
Neubauer dupla espelhada (Herka®) para padronizacdo inicial do indculo em escala de 10’
células.mL™. As cepas de leveduras foram incubadas durante 24h a 37°C em 4,0 mL de caldo YPD.
Apb6s o periodo de incubacdo foram centrifugadas a 5000 rpm durante 10 minutos, sendo o
sobrenadante descartado e as células lavadas com tampdo fosfato salino (PBS) com pH 7,2. Os pellets
resultantes foram ressuspendidos em 4,0 mL do mesmo PBS e submetidos a homogeneizagdo em

agitador tipo vortex.

Para avaliar a capacidade de autoagregacdo, o conteudo foi incubado sem agitacdo por duas
horas a 37°C em estufa de cultura modelo 002CB (Fanem LTDA®) com controle de temperatura. Em
seguida, foram coletados 2,0 mL da parte superior da solucdo para medi¢do da densidade optica (DO)
em espectrofotdmetro (Biospectro Modelo SP-220) a 600nm. A DO inicial foi padronizada para
aproximadamente 0,5. A porcentagem de auto-agregacao foi expressa pela seguinte formula: 1-(A/Ao)
x 100, sendo as densidades (DO) medidas no tempo 0 (Ao) e duas horas apds o periodo de repouso

(AY). Alinterpretacdo do ensaio de auto-agregacao foi classificada de acordo com a tabela 1.

Tabela 1. Interpretacdo dos resultados de auto-agregacao de cepas de Saccharomyces cerevisiae.

Resultado Observacao

) % Agregacgio < 60
(+) % Agregacdo < 80 >60
(++) % Agregacdo > 80

Fonte: Kos et al. (2003).
Capacidade de co-agregagdo com micro-organismos patogenos de peixes

O método para preparagdo das leveduras para co-agregacdo foi o mesmo utilizado para o
ensaio de auto-agregacdo e a metodologia empregada foi proposta por Xu et al. (2009). Foram
utilizadas quatro cepas de bactérias associadas a infeccGes em peixes: Escherichia coli; Salmonella
spp.; Staphylococcus aureus e Pseudomonas spp. Os indculos de cada bactéria patogénica foram

obtidos em Caldo Nutriente apds 24h em estufa com controle de temperatura a 37°C. Logo apos, a
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suspensdo de bactérias foi submetida a centrifugacdo de 5000 rpm durante 10 minutos, sendo o
sobrenadante descartado e as células ressuspendidas com PBS (pH 7,2). Realizou-se uma
padronizacgdo inicial tanto da suspensdo de leveduras quanto das bactérias em espectofotdmetro a
600nm para uma DO de 0,7, sendo a densidade ajustada com adi¢do de PBS para as suspensfes mais
concentradas. Volumes iguais (2,0 mL) das cepas de leveduras e das bactérias patogénicas foram
transferidos para um tubo de ensaio para serem homogeneizados em agitador tipo vortex e incubados a
37°C durante duas horas sem agitacdo. Entdo, a absorvancia da mistura (DOnx) foi quantificada por
espectofotdmetro a 600nm. A co-agregacéo foi calculada de acordo com a equacao a seguir:

Co-agregacdo % = [1 — DOmix/(DOjevedurat DO pacteria)/2] % 100

Atividade antibacteriana frente a patégenos

A atividade antibacteriana foi realizada pelo método Slab test no agar YPD de acordo com a
metodologia de Strus (1998). As cepas de bactérias patogénicas utilizadas neste ensaio foram:
Escherichia coli; Salmonella spp.; Staphylococcus aureus e Pseudomonas spp. Padronizou-se a
suspensdo de bactérias com auxilio de espectofotdmetro a 600nm para uma D.O. de 0,7. Apoés
padronizacdo, as bactérias foram semeadas em placas de agar Nutriente e incubadas a 37°C por 48 h.
Pedacos do agar YPD de 14 mm de didmetro contendo as leveduras crescidas apds 48h a 25°C foram
cortados em condi¢cdes assépticas e adicionados as placas contendo as cepas de bactérias. Cada
tratamento foi realizado em duplicata. A interpretacdo dos resultados foi realizada apds 24 h de
incubacdo a 37°C, pelo surgimento ou ndo de zonas claras ao redor, indicando o efeito inibitério de um
micro-organismo sobre o outro. Os didmetros de zonas de inibicdo do crescimento em torno das placas

de agar foram medidos e os resultados dados em mm, subtraindo-se o didmetro da placa de agar.
Teste de viabilidade as condicGes gastrointestinais
a) Tolerancia a pH baixo (pH 2,0)

Foram realizadas suspensfes de cada uma das cepas isoladas de S. cerevisiae (RC1, RC3 e
A8L2) em agua peptonada para obter a concentracdo de 107 células.mL™ utilizando uma camara de
Neubauer, seguindo a proposta de Van der Aa Kuhle et al. (2005), com algumas modificagdes. Logo
em seguida, 100 pL desta solucdo foram adicionados a 900 pL de caldo YPD ajustado a pH 2 pela
adicdo de acido cloridrico P.A para simular as condi¢es estomacais de tambaqui (Rotta 2003).

As solugdes contendo os indculos foram submetidas a agitacdo constante de 150 rpm em mesa
agitadora modelo SL-180/DT (Solab®) com temperatura da sala mantida em torno de = 30°C. Os

cultivos foram recolhidos nos tempos: 4, 8 e 12h para retirada de aliquotas de 100 pL e contagem de
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células viadveis através da diluicdo decimal e semeadura por espalhamento em superficie de &gar YPD.
O ensaio foi realizado em duplicata.

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

Para a determinacdo da viabilidade e tolerancia das cepas de leveduras as condicdes biliares do
intestino de tambaqui, realizou-se o teste utilizando-se a metodologia semelhante ao teste de tolerancia
as condigdes 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 adicdo de solucdo de hidréxido de sddio 1M)

simulando as condi¢es intestinais de peixes onivoros (Rotta 2003).
Ensaio de adsorcao de AFB;

O ensaio de adsor¢do de AFB, foi realizado de acordo Bueno et al. (2007) e Poloni et al.
(2015), incluindo algumas modificagdes. A solugdo inicial de AFB; utilizada no ensaio foi ressuspensa
em acetonitrila a partir de um extrato seco de nucleo com concentragdo conhecida (14,7ug AFB;).
Solucdes estoques de AFB; (10 e 25 ng.mL™) foram preparados em PBS (pH 2,0 e 7,0). As leveduras
utilizadas no ensaio foram previamente preparadas em caldo YPD e logo apés o seu crescimento
foram padronizadas com o auxilio da cAmara de Neubauer em 10’ células.mL™. Em seguida, 1,0mL
desta solucdo foi colocado em microtubos, submetidos a centrifugagdo durante 15 min a 5000 rpm a
temperatura ambiente. Logo apds, foram lavados com &gua destilada e submetidos novamente a
centrifugacdo. Foram adicionados 1mL da solucdo de PBS contendo AFB4, inicialmente em pH 2,0,
para simular a acidez do estbmago de tambaqui e incubados a 30°C por 30 minutos e agitados
manualmente. Em seguida, foram centrifugados e os pellets adicionados a 1,0mL de PBS em pH 7,0
contendo AFB; nas concentracoes testadas (10 e 25 ng.mL™).

Os microtubos foram incubados a 60 minutos por 30°C e submetidos a agitacdo manual a cada
cinco minutos. Apoés este periodo, as células foram sedimentadas por centrifugacdo durante 15 min a
5000 rpm a temperatura ambiente, e o sobrenadante contendo micotoxinas ndo ligadas foi recolhido e
armazenado para andlise do percentual de adsorcdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Os controles positivos (somente AFB;) e controles negativos (somente PBS) foram incluidos
no ensaio. O experimento foi conduzido em duplicata.

Para a deteccdo e quantificagdo de AFB;, utilizou-se um Cromatdgrafo Liquido de Alta
Eficiéncia (Waters e2695; Waters, Milford, MA, USA), com excitacdo e emissdo de 360 nm e 440 nm,
respectivamente (Trucksess et al. 1994), equipado com coluna de fase reversa de silica gel C18 (150 x
4,6 mm, 5,0 um de tamanho de particula, Phenomenex, Luna, Torrance, CA, USA). Para analise,
utilizou-se uma aliquota de 100 pL do extrato da amostra, que foi acrescida de 350 pL de solucédo

derivatizante, composta por acido trifluoroacético: acido acético glacial: agua (20:10:70, v/v). Como
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fase moével, utilizou-se um sistema isocratico acetonitrila: metanol: dgua (17:17:66 v/v) a uma vazao
de 1,5 mL.min™.

A curva de quantificagdo da toxina foi realizada por medicao das alturas e sua interpolagéo a
uma curva de calibracdo construida com diferentes concentracdes de padrdo de AFB,, dissolvida em
acetonitrila, de onde foram extraidos os limites de deteccdo e quantificacdo da técnica. As
quantificacbes de AFB; adsorvidas foram estabelecidas por meio da correlacdo entre as areas dos
picos das amostras e da curva padrdo. Para o célculo dos percentuais de adsor¢do, utilizou-se a

seguinte formula:
Adsorcéo % = (area do sobrenadante / &rea da toxina no controle positivo) x 100.
Analise estatistica

Os tratamentos foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3x4 (trés cepas de leveduras; quatro tempos de viabilidade) para o teste de viabilidade e 3x2
(trés cepas de leveduras; duas concentragdes de AFB;) para o teste de adsor¢do, com duas repeticdes
por tratamento. As contagens de coldnias obtidas no teste de viabilidade as condi¢des gastrointestinais
foram analisadas e o nimero de células de levedura transformado em escala logaritmica log,* * ¥ e
depois aplicada a analise de variancia. Os dados obtidos (co-agregacdo, viabilidade e adsorcdo de
AFB,) foram analisados segundo os procedimentos do SAS 9.0 e submetidos a analise de variancia e

comparacdo de médias pelo SNK considerando-se um nivel de 5% de significancia.
RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio de inibicdo homologa, constatou-se que as cepas de Saccharomyces cerevisiae
testadas A8L2, RC1 e RC3 desenvolveram-se naturalmente entre as estrias nas placas sem a presenca
de halo entre elas. Por outro lado, Muzzol6n (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 inibicdo homologa é importante, pois permite a utilizacdo de uma
mescla de cepas para atuarem juntas como probidticas (De Angelis et al. 2006). A partir destes
resultados, observa-se que as trés cepas podem ser utilizadas em conjunto, visto que elas ndo
apresentaram poder de inibicdo frente as outras, desta forma, caso sejam utilizadas em conjunto,
podem propiciar a potencializagdo de seus efeitos.

No teste de auto-agregacdo (Tabela 2) a cepa RC3 foi a mais eficiente com percentual de
87,1%, sendo considerada agregacéo forte, ja as cepas A8L2 e RC1 obtiveram percentuais de 76,0% e
78,1%, respectivamente, sendo consideradas como positivas conforme classificacdo de Kos et al.
(2003).
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Tabela 2. Média e desvio padrdo da capacidade de auto-agregacdo entre cepas de Saccharomyces

cerevisiae obtidas em diferentes ambientes

CepaS DOsoo (to) ! DOsoo (tl) 2 1- (DOeoo t1/ DOgq0 Escore de
to) X 100 Agregacio’

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 ++

"Densidade 6ptica inicial; “Densidade Optica apds duas horas; *(-): agregacio < 60, (+): agregacio < 80 > 60, (++): agregacao
>80

Estes resultados vdo de encontro aos apresentados por Pizzolitto et al. (2012), que isolaram
cepas de alimentos para frangos com capacidade de auto-agregacdo de 68,4 a 84,7%. Em outro estudo,
Armando et al. (2011) encontraram valores proéximos, variando de 85,3 a 97,9%. Os percentuais de
auto-agregacdo encontrados apontam que as cepas apresentam boa capacidade para unir-se,
representando uma caracteristica desejavel para espécies probidticas (Muzzoldn 2010). Os resultados
de inibicdo homologa e poder de auto-agregacdo sdo favoraveis a possivel utilizacdo destas cepas em
uma mesma formulagéo de produtos comerciais.

Apesar de todas as cepas utilizadas pertencerem a espécie Saccharomyces cerevisiae pode-se
observar que ocorreu uma variacdo individual (P<0,05) entre as estirpes quanto a capacidade de co-

agregacdo (Tabela 3) com as bactérias patogénicas utilizadas no ensaio.

Tabela 3. Ensaio de co-agregacao entre cepas de Saccharomyces cerevisiae e cepas de patdgenos

Cepas Co-agregacao (%)
Escherichia coli ~ Salmonellaspp.  Staphylococcus aureus Pseudomonas spp.
A8L2 50,70% 36,14° 16,76" 49,49°
RC1 40,64° 30,98" 45,29° 58,53
RC3 45,71 35,35° 42,01° 59,52
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
as cepas A8L2 e RC3. Nos testes com Staphylococcus aureus e Pseudomonas spp. as cepas RC1 e
RC3 apresentaram melhores percentuais de co-agregacdo com esses patogenos (Tabela 3). Em termos
gerais, a cepa RC3 foi a mais efetiva, pois apresentou melhores percentuais de co-agregacdo para trés
patogenos 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-agregacdo para cepas de Saccharomyces
cerevisiae e Staphylococcus aureus. Ainda neste ensaio, apenas uma de suas cepas foi capaz de atingir
um nivel de agregacédo razoavel (entre 15 a 26%) com os patdgenos usados no ensaio, dos quais trés

deles foram testados neste estudo (Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella). Os
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resultados apresentados estdo 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 tém sido estudadas na dieta de
frangos, demonstrando que o seu uso frequente pode reduzir a carga de bactérias patogénicas, como
exemplo a Salmonella spp., E. coli, Pseudomonas sp., Staphylococcus aureus e de alguns virus,
parasitas e fungos.

Os resultados de co-agregacgdo entre as cepas estudadas sugerem que pode ser estabelecida
uma barreira pelas cepas de S. cerevisiae para evitar a colonizagdo por micro-organismos patogénicos,
constituindo um mecanismo de defesa contra possiveis infeccOes. Neste sentido, segundo Mello
(2012), complementa em seu estudo que, compostos Ou pProcessos que possam prevenir a aderéncia de
bactérias patogénicas por competicdo de sitios no trato gastrointestinal de peixes, sdo eficazes em
reduzir a colonizagdo de patogenos.

Para o teste de atividade antibacteriana, apenas a cepa A8L2 mostrou-se capaz de inibir a
Salmonella spp., com um didmetro de inibi¢cdo de 11 mm, ndo apresentando efeito sobre as demais
cepas testadas. A cepa A8L2 também apresentou um dos melhores percentuais (36,14%) de co-
agregacdao com a bactéria Salmonella spp. Este resultado é importante, tendo em vista que para uma
cepa ser considerada probidtica ela deve ser capaz de inibir patégenos que ocorrem no trato digestivo
dos animais (Fuller 1989). De Keersmaecker et al. (2006) em seu estudo também observaram a
ocorréncia de atividade antimicrobiana por uma cepa de Lactobacillus rhamnosus contra Salmonella
entérica.

Em relacdo as cepas RC1 e RC3, ndo foram constatados halos de inibicdo com as bactérias
testadas. Para Draksler et al. (2004) em seu estudo, somente 0,7% das cepas de Bifidobacterium,
Lactobacillus e Enterococcus utilizadas como probidticos em alimentos para cabras, apresentaram
atividade antimicrobiana contra S. typhimurium e E.coli. Os 93,3% restantes ndo apresentaram
qualquer atividade. Segundo Meurer et al. (2007), para que haja uma maior eficiéncia num sistema
produtivo de peixes, 0s micro-organismos que comp&em os probidticos devem ter especificidade para
0 hospedeiro. Desta forma, podem promover um estimulo do sistema imunolégico do hospedeiro e 0s
mecanismos ndo imunitarios pelo antagonismo/competi¢cdo com eventuais patdgenos. 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 cachagaria.
Entretanto, estes parametros ndo foram avaliados neste estudo, sendo necessarios estudos in vivo para
uma melhor compreensao destes aspectos.

Por outro lado, a levedura S. cerevisiae linhagem UFMG 905, isolada da produgdo de cachaga,
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 caracteristicas proprias de cada cepa.

Nas tabelas 4 e 5 observa-se a capacidade de sobrevivéncia de cepas de S. cerevisiae no testes
de viabilidade as condi¢des in vitro simuladas do trato gastrointestinal de tambaqui. Estes resultados
sd0 essenciais para selecdo de cepas probidticas, uma vez que estes compostos devem ser tolerantes a
presenca de acido no estdbmago e aos sais biliares no intestino (Gueimonde e Salminen 2006).

Tabela 4. Efeito da passagem simulada pelo pH do estémago (pH 2,0) de tambaqui na viabilidade de

cepas de Saccharomyces cerevisiae

Variavel Cepas Tempo (horas) Média®  CV(%)
Oh 4h 8h 12h
Viabilidade A8L2 757¥ 756" 7,74%" 756% 7,61 5,03
(log;o UFC.mL™)
(cepa/tempo) RC1 8,17¢  6,84° 7483 782" 7,58
RC3 816% 816% 683" 806* 7,80
Média* 7,97 7,52 7,35 7,81
Médias seguidas por letras minUsculas diferentes na mesma coluna, para o0 mesmo tempo, diferem significativamente entre si
pelo teste SNK (p<0,05).

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na mesma linha, para a mesma cepa, diferem entre si pelo teste SNK
(p<0,05).

Todas as estirpes testadas mostraram um percentual 6timo de sobrevivéncia (Tabela 4) as
condicBes simuladas do pH do estbmago de tambaqui (pH 2,0). No entanto, os fatores (cepa x tempo)
tiveram interacdo (P=0,0317), resultando em variagBes significativas entre as cepas testadas nos
periodos de tempo analisados. A cepa A8L2 mostrou ser a mais estavel (P>0,05) desde o inicio do
teste até o periodo final de 12h. RC1 e RC3 apresentaram varia¢des ao longo do periodo testado, onde
houve uma reducdo das células vidveis ap6s 4h para a cepa RC1. A cepa RC3 apresentou diferenca
(P<0,05) no periodo de 8h (6,83 UFC. mL™), que logo foi restabelecida com um aumento da
viabilidade destas cepas, culminando no valor final de 8,06 UFC.mL™ (ap6s 12h), préximo ao valor
inicial que era de 8,16 UFC. mL™ 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 reducdo na
contagem neste periodo. Logo apds, entretanto, as células vidveis apresentaram certa estabilidade, que
possivelmente permitiu a multiplicacdo de algumas células neste meio, demonstrada no aumento da
contagem final.

Este teste permitiu uma simulacdo do pH do estbmago de tambaqui, mas o intervalo de tempo
de passagem do alimento pelo trato gastrointestinal, em condi¢des in vivo, varia entre as espécies,
além de ter influéncias do contetdo alimentar e de fatores ambientais como a temperatura da agua
(Silva et al. 2003). Deste modo, observa-se a importancia de verificar as variagdes ocorridas nos

intervalos de tempo analisados (4h, 8h), ndo excluindo a relevancia do periodo total, tendo em vista
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que este resultado também pode ser Gtil para outras espécies de peixes que possuam uma digestdo mais
prolongada (Dias-Koberstein et al. 2005; Braga et al. 2007).

Quando as cepas de S. cerevisiae foram expostas as condigdes intestinais (Tabela 5) simuladas
(pH 7,0) de tambaqui por um periodo de 12 horas, as estirpes apresentaram um comportamento
diferente daquele apresentado na tabela 4, afinal verifica-se que houve um aumento do nimero de

células viaveis no periodo de 12h para todas as cepas avaliadas.

Tabela 5. Efeito da passagem simulada pelo pH do intestino (pH 7,0) de tambaqui, pela adigéo de bile

a 0,5% na viabilidade de cepas de Saccharomyces cerevisiae

Variavel Cepas Tempo (horas) Média’ CV(%)
Oh 4h 8h 12h
A8L2 765 791 872%® 907*" 8,34 2,64
Viabilidade
(log;o UFC.mL™) RC1 6,65° 653 727" 785% 7,08
(cepal/tempo)
RC3 747%® 630° 757™ 852" 7,47
Média* 7,26 6,91 7,85 8,48
Médias seguidas por letras minUsculas diferentes na mesma coluna, para o0 mesmo tempo, diferem significativamente entre si
pelo teste SNK (p<0,05).

Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na mesma linha, para a mesma cepa, diferem entre si pelo teste SNK
(p<0,05).

Observa-se que também houve interacdo entre os fatores analisados (P=0,0062). A estirpe
A8L2 demonstrou ser a mais eficaz nestas condicdes, 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™. Neste sentido,
Nayak (2010) argumenta que, um probidtico ideal é aquele capaz de se estabelecer, multiplicar-se e
colonizar o epitélio de revestimento do intestino do hospedeiro.

Estes resultados de tolerancia as condicdes simuladas do estdmago (Tabela 4) e intestino
(Tabela 5) de tambaquis estdo 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 suinos testadas em sua pesquisa
foram capazes de sobreviver em condicBes gastrointestinais simuladas de animais de producéo.
Segundo Keller (2012), a sobrevivéncia das cepas probioticas ingeridas nas diferentes por¢des do trato
gastrointestinal difere de um organismo para o outro. Algumas sao rapidamente inibidas no estémago,
enquanto outras podem atingir o intestino com elevadas concentragdes. Desta forma, a cepa A8L2 foi
capaz de resistir as condigOes acidas simuladas do estbmago e apresentou elevadas concentragdes no
intestino ao final do teste.

Na Tabela 6 pode ser observada a capacidade de adsor¢cdo de AFB; por trés cepas de S.

cerevisiae. As leveduras foram testadas em duas diferentes concentragdes de AFB; (10% e 25%).

Tabela 6. Adsorcio (%) de diferentes niveis (10 e 25 ng. mL™) de aflatoxina B; por cepas de

Saccharomyces cerevisiae
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Variavel Cepas Concentragédo Média’ CV(%)
(ng. mL™
10 25
Adsorcao (%) A8L2 21,19 19,77 20,48° 21,18
(cepal/concentracao)
RC1 14,53 4,69 9,61°
RC3 13,75 15,20 14,47°
Média* 16,49° 13,22°

IMédias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste SNK (P<0,05).

Para esta variavel ndo houve interacdo entre os fatores analisados (P>0,05). A cepa A8L2 foi
a mais eficaz estatisticamente (P<0,005), com percentuais de adsor¢do de 21,19% e 19,77%, para as
duas concentracOes testadas, respectivamente, resultando em uma média geral de 20,48%. Valores
préximos foram relatados por Pinheiro (2013) ao simular o pH do estbmago e do intestino de tilapias
do Nilo (Oreochromis niloticus) com solugdes tampéo fosfato salino (PBS). O autor verificou que a
eficiéncia 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 concentracéo de 1000 ng.mL™ de AFB;.

No entanto, percentuais mais altos foram encontrados nos ensaios de adsor¢do desenvolvidos
por Pizzolitto et al. (2011). Utilizando uma concentracio de 500 ng.mL™ de AFB, obtiveram valores
de 18,4% a 65,7% para cepas viaveis de S. cerevisiae. Armando et al. (2011) ao utilizarem as mesmas
concentracdes de células de leveduras deste estudo detectaram que as percentagens de adsor¢do de
AFB; variaram entre estirpes de S. cerevisiae e conforme a concentracdo de AFB; utilizada em seu
estudo, encontrando valores de 16,4 a 82% para 50 ng.mL™; 21,3 a 48,7% para 100 ng.mL™" e 20,2 a
65,5% para 500 ng.mL™. Entretanto, contrapondo-se aos resultados apresentados por estes
pesquisadores, ndo houve diferenca (P>0,05) entre os valores de adsorcdo das cepas de S. cerevisiae
nos niveis 10 e 25 ng. mL™ neste estudo. Contudo, os valores testados por Pizzolitto et al. (2011) e
Armando et al. (2011) foram relativamente maiores (50 ng. mL™a 500 ng. mL™) do que os utilizados
nesta pesquisa e desta forma a diferenca entre os percentuais de adsorcdo de AFBj por cepas viadveis de
S. cerevisiae pode ser alterada quando sdo utilizados niveis mais altos da toxina.

Diante destes dados, percebe-se que a quantidade de toxina adsorvida nos diferentes estudos é
dependente da concentracdo e do nivel de ligagdo, variando entre as estirpes, indicando a natureza
especifica do micro-organismo no processo de adsorcdo (Pizzolitto et al. 2012). Deste modo, a melhor
forma de avaliar a eficiéncia da adsorcdo de um micro-organismo é utilizando mais de uma
concentragao de toxina.

As diferencas no processo de adsorcdo observadas entre diferentes estirpes de S. cerevisiae
quando expostas a diferentes condigdes de meios, pode ser explicada pela variabilidade estrutural da
parede da levedura, que é formada por beta-glucanos e mananoproteinas, sitio especifico para ligacdo
de toxinas e bactérias patogénicas (Yiannikouris et al. 2004; Zaghini et al. 2005; Shetty e Jespersen
2006). Pinheiro (2013) sugere que em ensaios de adsor¢do, além de avaliarem diferentes

concentragBes de micotoxinas, deve-se também analisar se diferentes concentragbes de micro-
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organismos interferem na atividade anti-micotoxina. No entanto, Pizzolitto et al. (2011) observaram
que o0 aumento das concentracdes de bactérias ou leveduras, na presenca de uma concentracdo fixa de
AFB;, promovem um aumento na ligacdo 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
caracteristicas desejaveis para atuarem como probidticos e capacidade de adsorcdo de AFB;. Deste
modo, a inclusdo destas cepas em dietas para tambaquis pode possibilitar uma melhoria nos aspectos
de sanidade e, também reduzir a quantidade de AFB; ingerida ocasionalmente em racdes
contaminadas. No entanto, estudos in vivo com estas espécies devem ser conduzidos para uma

avaliacdo mais completa de seu uso na piscicultura.
CONCLUSOES

As cepas de Saccharomyces cerevisiae A8L2, RC1 e RC3 possuem potencial probidtico e
adsorvente de AFB;. Em testes in vitro a estirpe A8L2 foi mais eficiente que as demais por ter melhor
capacidade de adsorcdo de AFB;, apresentar atividade antibacteriana e ser viavel em condicdes

simuladas do trato gastrointestinais de tambaqui.
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Efeitos da adigio de Saccharomyces cerevisiae em racgdes contaminadas com aflatoxina B; sobre o
desempenho e sanidade de alevinos de tambaqui

Effects of addition of Saccharomyces cerevisiae in feed contaminated with aflatoxin B; on the performance
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RESUMO. Obijetivou-se, com este trabalho, avaliar os efeitos da adicdo de Saccharomyces cerevisiae em
racdes contaminadas com aflatoxina B; sobre o desempenho e sanidade de alevinos de tambaqui. Utilizou-se
um delineamento inteiramente casualizado, representados por quatro tratamentos: (T1) com 0,0 pg kg™ de
AFB, e 0,0 UFC g™ de levedura (controle); (T2) com 0,0 pg kg™ de AFB, e 10° UFC g™ de levedura; (T3)
com 100 pg.kg™ de AFB, e 0,0 UFC g* de levedura e (T4) com 100 pg kg* de AFB; e 10° UFC g* de
levedura, sendo quatro repeticBes por tratamento. Durante um periodo de 34 dias, foram utilizados 192
alevinos com peso inicial de 2,9 + 0,2 g e comprimento 26,1 =+ 1,3 mm, sendo 12 peixes por unidade
experimental, distribuidos em 16 caixas d’aguas de polipropileno com capacidade para 250 litros cada. Para
formulacdo da racéo experimental foi adicionado um nucleo de AFB; (T3 e T4) e uma cepa de Sacharomyces
cerevisae A8L2 a racdo comercial (T2 e T4). Os seguintes parametros foram avaliados: qualidade da &gua,
desempenho zootécnico, analises histopatoldgicas, contagem e isolamento das leveduras da rag&o e intestino.
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste SNK a 5% de

significancia. Os pardmetros de qualidade da &gua mantiveram-se dentro dos padr@es, ndo influenciando
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sobre os parametros zootécnicos. Nao foram observadas diferencas significativas (P>0,05) na taxa de
crescimento especifico, ganho de comprimento médio e fator de condicdo de Fulton dos alevinos de
tambaqui no periodo experimental. Em relacdo ao ganho de peso médio, pbde-se observar que houve
diferenca (P<0,05) entre os tratamentos. As alteragdes histopatoldgicas nos tecidos hepaticos e renais dos
alevinos de tambaqui foram mais acentuadas no T3 e T4, indicando comprometimento destes 6rgdos. Com
base nos aspectos histopatol6gicos, sugere-se que a levedura ndo foi capaz de reduzir os efeitos
caracteristicos de aflatoxicoses em alevinos de tambaqui alimentados com 100 pg kg™ de AFB,. Constatou-
se que a cepa A8L2 de Saccharomyces cerevisiae na concentragdo de 10° UFC g foi capaz de colonizar o
intestino dos alevinos de tambaqui, mas sua inclusdo associada com 100 pg kg™ de AFB; em ragdes nio

promoveu melhorias nos parametros de GPM, GCM, TCE, Fator K e histopatoldgicos desses animais.

Palavras-chave: adsorcdo, analises histopatoldgicas, isolamento de leveduras, parametros zootécnicos.

ABSTRACT. The objective of this study was to evaluate the effects of the addition of Saccharomyces
cerevisiae in feeds contaminated with aflatoxin B; on the performance and sanity of fingerlingers of
tambagqui. It was used a completely randomized design, represented by four treatments: (T1) with 0,0 pg kg™
of AFB;and 0,0 UFC g™ of yeast (control); (T2) with 0,0 pg kg™ of AFB;and 10° UFC g™ of yeast; (T3) with
100 pg kg™ of AFB; and 0,0 UFC g™ of yeast and (T4) with 100 ug kg™ of AFB; and 10° UFC g™ of yeast,
with four repetitions per treatment. Over a period of 34 days, it was used 192 fingerlings with initial weight
0of 2.9+ 0.2 gand 26.1 + 1.3 mm and length 26,1 = 1,3 mm, 12 fish per experimental unit, distributed in 16
polypropylene water storage tanks with capacity of 250 liters each. For the formulation of the experimental
feed was added a core of AFB; (T3 and T4) and one strain of Sacharomyces cerevisae A8L2 commercial
feed (T2 and T4). The following parameters were evaluated: the quality of the water, zootechnical
performance, histopathological analysis, counting and isolation of yeasts of the feed and intestine. Data were
subjected to analysis of variance and average compared by SNK test at 5% of significance level. The water
quality parameters remained within the standards not influencing on the zootechnical parameters. No
significant differences were observed (P> 0.05) in the specific growth rate, average length gain and Fulton
condition factor of tambaqui fingerlings in the trial period. In relation to the average weight gain can be
observed that there was no difference (P <0.05) among the treatments. Histopathological changes in liver and
kidney tissues of fingerlings of tambaqui were more pronounced in T3 and T4, indicating damage of these
organs. Based on histopathological findings, it is suggested that the yeast was not able to reduce the
characteristic effects of aflatoxicosis in tambaqui fingerlings fed with 100 pg kg™ of AFB,. It was found that
the A8L2 strain Saccharomyces cerevisiae in the concentration of 10° UFC g* was able to colonize the
intestine of the of fingerlings of tambaqui, however, its inclusion associated with 100 pg kg™ of AFB; in
feeds did not promote improvements in GPM, GCM, TCE, Factor K and histopathological parameters of

these animals.

Keywords: adsorption, histopathological analysis, isolation of yeasts, zootechnical parameters.
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INTRODUCAO

O Brasil é considerado um dos paises de maior potencial para aquicultura, gracas ao forte potencial de
mercado, elevada producédo de graos, presenca de muitas inddstrias de racdo, com boa disponibilidade hidrica
e areas favoraveis para a construcdo de tanques e agudes (KUBITZA, 2015). O tambaqui (Colossoma
macropomum) é a principal espécie nativa produzida em &mbito nacional e juntamente com outros peixes
redondos, que incluem todas as espécies dos géneros Colossoma e Piaractus, apresentaram grande expansdo
no cultivo, com uma producgéo de 186 mil toneladas em 2014 (KUBITZA, 2015).

A piscicultura brasileira apresentou melhorias considerdveis nos ultimos anos, em funcéo dos avancgos
nutricionais, genéticos e de manejo, aliado ao aumento do consumo de pescado. Dessa forma, qualquer fator
que afete negativamente a producdo pode gerar prejuizos econdmicos para 0 cultivo. A presenca de
contaminantes em ragdes destinadas a piscicultura destaca-se como um dos fatores primordiais que afetam o
desempenho de varias espécies de peixes (NUNES et al., 2015; TOLA et al., 2015).

O termo micotoxinas € usado para designar um grupo de compostos produzidos por algumas espécies
de fungos que podem contaminar os alimentos destinados ao consumo humano e animal, provocando efeitos
teratogénicos, hepatotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos (KLICH, 2007). Entre as principais micotoxinas,
a aflatoxina B; (AFB;) destaca-se por ser o carcindgeno hepatico mais potente demonstrado em varias
espécies de animais. Alimentos contaminados com aflatoxinas sdo responsaveis por causar danos em varias
espécies cultivadas em ambiente aquatico, gerando desequilibrios fisioldgicos, reducdo do crescimento,
alteracBes histoldgicas, morfoldgicas, principalmente no figado, além de oferecer riscos a salde do
consumidor, pela presenca da toxina na musculatura de peixes (BOONYARATPALI et al., 2001,
GOPINATH et al., 2012), causando prejuizos econémicos como reducdo no desempenho produtivo, queda
na producdo e mortalidade dos animais (KUBITZA, 2010).

Diferentes estratégias de prevencdo e controle sobre a contaminacdo de micotoxinas tém sido
desenvolvidas (MALLMANN et al., 2006). Uma das alternativas promissoras € a descontaminacdo biolégica
realizada por bactérias e leveduras que tenham propriedades probiéticas (PINHEIRO et al., 2015, POLONI
et al., 2015). Estes micro-organismos quando adicionados aos alimentos contaminados sdo capazes de
adsorver micotoxinas no trato gastrointestinal para serem eliminadas pelas fezes.

A inclusdo de cepas benéficas a dieta dos animais se da pela administracdo de probidticos que sdo
micro-organismos vivos e uma vez administrados em quantidades adequadas conferem efeitos benéficos ao
consumidor, melhorando seu balango microbiano em nivel intestinal (FULLER, 1989; FAO, 2009). Cepas de
Saccharomyces cerevisiae sdo Uteis na remogdo de micotoxinas, sendo objeto de estudo por parte de
laboratérios de referéncia (BAPTISTA et al., 2004; PFLIEGLER et al., 2015; POLONI et al., 2015).
Algumas pesquisas tém relatado seus efeitos benéficos como aditivo melhorador de desempenho e sua
capacidade de sequestrar micotoxinas presentes na dieta. Como estas propriedades sdo cepa-dependentes,
torna-se necesséria a avaliagdo de cada cepa nova ou produto derivado das mesmas (KELLER, 2012).

Ensaios in vitro e in vivo sdo ferramentas poderosas para a selecdo de agentes probiéticos e

adsorventes de micotoxinas. Entretanto, as avaliagdes in vitro simulando as condigdes presentes no
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organismo animal ndo inibem a necessidade de corroborar sua efetividade in vivo, tendo em vista que se uma
cepa é efetiva como adsorvente in vitro ndo necessariamente implica que tenha a mesma eficécia in vivo
(GARCIA et al., 2004).

Alguns trabalhos recomendam a utilizacdo de cepas nativas para estes testes, ou seja, aquelas
advindas do mesmo local de onde atuam naturalmente. Torna-se imperativo esse tipo de investigagéo, na
busca por compostos naturais, que possam exercer tais funcdes, visando melhorias no desempenho animal e
contribuicdes para o desenvolvimento tecnolégico, econdmico e para a sanidade animal. Assim, verifica-se a
importancia de avaliar a possibilidade da utilizacdo das cepas isoladas a partir de segmentos da aquicultura
como descontaminantes de AFB;, em testes in vivo. Neste sentido, o presente estudo tem como objetivo
avaliar os efeitos da adicdo de Saccharomyces cerevisiae em ra¢des contaminadas com aflatoxina B, sobre o

desempenho e sanidade de alevinos de tambaqui.
MATERIAL E METODOS

Delineamento

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, representados por quatro tratamentos e quatro
repetices, com 12 peixes por unidade experimental. Os tratamentos foram classificados em Tratamento 1
(T1) com 0,0 pg kg™ de AFB; e 0,0 UFC g de levedura (Controle); Tratamento 2 (T2) com 0,0 ug kg™ de
AFBe 10° UFC g de levedura; Tratamento 3 (T3) com 100 pg kg™ de AFB; e 0,0 UFC g™ de levedura e
Tratamento 4 (T4) com 100 ug kg™ de AFB; e 10° UFC g™ de levedura.

Dietas experimentais

1. Preparacao da racéo e suplementacéo com levedura

Foi utilizada uma cepa de Sacharomyces cerevisae A8L2 isolada de ambiente de piscicultura,
pertencente a colecdo de culturas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Nucleo de Pesquisa e
Processamento de Alimentos (NUEPPA/CCA/UFPI) para suplementacdo da racdo experimental de dois
tratamentos (T2) e (T4). Inicialmente, a racdo comercial foi moida em moinho de fluxo continuo
(Marconi®), e logo em seguida, peletizada com auxilio de maquina de moer, sendo a granulometria ajustada
com auxilio de peneira Bertel® (abertura de 2,38 a 4,76 mm). Apds esse processamento, as ragdes foram
submetidas a secagem em estufa por 48h a 50°C. Para formulacgdo do tratamento, as ragdes foram aspergidas
com Saccharomyces cerevisiae em caldo YPD e homogeneizados manualmente em cabine de seguranca
biologica. Em seguida, as ragdes foram colocadas em estufa de secagem por 48h a + 30°C. Ao final deste
processo as ragdes foram analisadas através da diluicdo decimal seriada com semeadura por espalhamento
em superficie, no periodo inicial, para verificagdo da quantidade de leveduras na ragdo. Posteriormente, as
rages foram armazenadas em frascos, contendo 1,5 kg cada e permaneceram sob refrigeracdo durante todo o
periodo experimental. Apo6s 15 dias e no final do experimento as ra¢Ges foram novamente analisadas para

contagem total de células viaveis de levedura em UFC g™
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2. Producéo de AFB; e incorporacao a racao
2.1 Produgdo de nucleos

Para producdo de AFB; utilizou-se a cepa de Aspergillus parasiticus NRRL 2999 (USDA,
Agricultural Research Service, Peoria, IL), conforme recomendado pela metodologia de Magnoli et al.
(2011). A quantificacdo do nucleo de aflatoxina foi realizada utilizando a metodologia recomendada pela
AOAC (1998). A deteccdo e quantificagdo de AFB; foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), utilizando um cromatégrafo SHIMADZU®, modelo PROMINENCE com detector de fluorescéncia
modelo RF-10AXL SUPER de acordo com a metodologia proposta por Trucksess et al. (1994). A curva
padrdo foi construida em diferentes niveis de AFB;. Esta toxina foi quantificada pela correlagdo das alturas

dos picos do extrato da amostra com o da curva padréo.

2.2 Deteccdo de micotoxinas nas races comerciais de peixes

Para o preparo dos tratamentos, trés amostras de racfes comerciais para peixes foram enviadas para
deteccdo de AFB; no Laboratério de Analises Micotoxicolégicas da Universidade Federal de Santa Maria,
RS. A amostra que apresentou niveis ndo detectaveis de AFB; foi utilizada para constituir a ragdo controle
(T1) e para formular os demais tratamentos, apés ajuste com adicdo de AFB; (T3 e T4) e delevedurano T2 e
T4.

2.3 Ajustes das dosagens de AFB; nas racGes

A racdo selecionada foi moida, fracionada em dois grupos de 1,5 kg e acrescida de nucleos de arroz
contendo AFB; para obter a concentracdo de 100 ug kg™ de AFB; nos tratamentos T3 e T4. Posteriormente,
foram homogeneizadas em baldes devidamente vedados para evitar contaminacdo do manipulador. Em
seguida, foram novamente peletizadas com auxilio da maquina de moer, através da adi¢do de agua (x30% do
volume preparado) a racdo, sendo, posteriormente, a granulometria ajustada com auxilio de peneira Bertel®
(abertura de 2,38 a 4,76 mm). Em seguida, as races foram levadas a estufa e permaneceram por um periodo
de 48 horas a 50°C. Ap6s homogeneizacdo, as racdes foram armazenadas em temperatura refrigerada durante

todo o periodo experimental.

Fase experimental do teste in vivo

1. Local e InstalacGes

Esta pesquisa esta de acordo com os principios éticos em pesquisa com animais e foi aprovada pelo
Comité de Etica e Experimentacdo no Uso de Animais da Universidade Federal do Piaui (UFPI), Teresina,
Pl, sob o protocolo n° 013/14. O experimento foi realizado no Laboratério de Pesquisa em Piscicultura

(LAPESPI/CCA/UFPI). Foram utilizadas 16 caixas d’aguas de polipropileno com capacidade para 250 litros
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cada, abastecidas com &gua de poco, supridas com aeracao constante. O periodo de realizagdo desta etapa foi
de 34 dias, compreendidos entre os meses de novembro a dezembro de 2015.

2. Conservacao das dietas experimentais

As racOes permaneceram acondicionadas em geladeira durante o periodo experimental.
Semanalmente era pesada uma quantidade de racdo para uso. Tal quantidade era colocada em recipientes
plasticos, identificados conforme o tratamento e devidamente vedados, sendo mantidos sob conservacéo com
bolsas de gelo dentro de caixas térmicas de isopor. A cada dois dias as bolsas térmicas eram trocadas,

visando preservar a qualidade das ra¢des fornecidas aos peixes.

3. Animais

Inicialmente, foram adquiridos 2.000 alevinos de tambaqui (Colossoma macropomum), que foram
pré-selecionados por meio de uma maquina selecionadora de peixes (Bernauer aquacultura®) e transferidos
para quatro tanques iniciais de 1000L, sendo mantidos sob oxigenacdo com ajuda de um sistema de aeracao.
Os peixes permaneceram neste local para adaptacdo, por um periodo de 40 dias, sendo alimentados com
racdo com niveis ndo detectaveis de AFB; duas vezes ao dia a vontade. Quando necessario, a limpeza das
unidades experimentais era realizada por sifonamento do substrato para remocao dos residuos existentes e a
agua era trocada.

Apos este periodo, realizou-se a biometria dos alevinos selecionando-se 192 animais com peso
corporal (2,9 + 0,2 g) e comprimento (26,1 + 1,3 mm), que foram distribuidos em 16 caixas d’aguas na
densidade de 12 alevinos por caixa. Para realizagdo da biometria inicial, os alevinos foram anestesiados
utilizando-se a concentracdo de 50 mg L™ de eugenol. Durante o periodo experimental a oferta de alimento

foi realizada até a aparente saciedade do animal, trés vezes ao dia (08h00, 12h00 e 17h00), de forma manual.

Parametros analisados

1. Monitoramento da qualidade da agua

Os pardmetros da agua (pH, oxigénio dissolvido, temperatura, aménia e nitrito) foram verificados
semanalmente utilizando-se o kit do produtor de &gua doce da ALFAKIT®, de acordo com as
recomendacdes do manual do fabricante. Ao serem observados valores fora dos padrdes indicados por Boyd

(1990) para &guas de piscicultura, era realizada a sifonagem dos tanques e renovacao da dgua do sistema.

2. Desempenho zootécnico

Ao final do experimento os animais foram submetidos a 24 horas de jejum e, posteriormente, todos
os alevinos foram anestesiados para coleta das biometrias finais. Em seguida, os animais foram eutanasiados

utilizando-se a concentracdo de 424 mg L™ de eugenol e destinados para as analises histopatoldgicas e de
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contagem das leveduras do intestino. Para determinacao dos pardmetros zootécnicos, foram selecionados trés
exemplares de cada repeticéo dos alevinos. Os dados coletados foram utilizados para determinagdo de: ganho
de peso medio (GPM), ganho de comprimento médio (GCM), taxa de crescimento especifico (TCE), e fator
de condicdo (fator K), através das seguintes formulas:

Ganho de peso médio (GPM) = (PMF — PMI);

Ganho de comprimento médio (GCM) = (CMF — CMI);

Taxa de crescimento especifico (TCE) = [(Ln Pf—Ln Pi) x 100] / T;

Fator de condicdo de Fulton (Fator K) = (GPM/GCM?®) x 1000;

em que: PMF: peso médio final; PMI: peso médio inicial;, CMF: comprimento médio inicial; CMI:
comprimento médio inicial; Ln Pf: logaritmo neperiano do peso final; Ln Pi: logaritmo neperiano do peso

inicial; T: tempo experimental; GPM: ganho de peso médio; GCM: ganho de comprimento médio.

3. Estudo histopatologico

Apos a realizacdo da biometria final, os alevinos foram eutanasiados e selecionaram-se trés alevinos
de cada repeticdo para as analises histopatoldgicas. Realizou-se uma analise visual dos peixes para observar
alteracdes externas. Em seguida foram retiradas amostras da musculatura, figado, e rins. As amostras foram
transferidas para tubos, fixadas em formol tamponado a 10% e encaminhadas ao Laboratorio de
Histopatologia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui (UFPI) para processamento
histolégico. Os tecidos fixados foram processados segundo técnicas rotineiras de inclusdo em parafina,
cortados em micrétomo (4,0 um) e corados pela hematoxilina e eosina (H-E) (LUNA, 1968). Os cortes
histoldgicos foram examinados em microscopio de luz binocular (Olympus, Téquio, Japdo) com aumento de

100, 200 e 400 vezes e fotografados com sistema fotomicrogréafico digital.

4. Contagem e isolamento das leveduras no intestino

Ao final do experimento, apos insensibilizacdo dos animais, foram coletados duas unidades de
alevinos por repeticdo para contagem e isolamento das leveduras presentes no intestino dos animais. Vale
ressaltar que o0s peixes permaneceram em jejum por 24 horas para esvaziamento intestinal, com a finalidade
de verificar a colonizacdo da levedura, fornecida através da ragdo. Inicialmente, realizou-se assepticamente
uma incisdo longitudinal para melhor exposi¢do do conteido cavitario. Logo apds, os intestinos foram
separados dos demais componentes do tubo digestério e cada amostra foi transferida para 150 mL de caldo
extrato de levedura peptona dextrose (YPD) e permaneceu por 48h em estufa a 37°C (ARMANDO et. al.,
2011; KELLER, 2012). O isolamento foi realizado segundo metodologia de diluicdo decimal seriada com
semeadura por espalhamento em superficie. Diluicdes decimais seriadas foram realizadas em tubos com
caldo extrato de levedura peptona dextrose (YPD) até 10™. Aliquotas de 0,1 mL das respectivas diluicbes
foram semeadas em Agar YPD para o isolamento seletivo de leveduras. Todas as placas foram incubadas a

37°C por 48 h em estufas microbiolégicas com controle de temperatura (PITT; HOCKING, 2009).
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Apo6s crescimento das leveduras, realizou-se a contagem das colbnias totais vidveis em placas,
expressas como UFC g™, Para a obtencéo de cultivos puros, cada coldnia de levedura isolada foi repicada em
placas de YPD pelo método de esgotamento em placas por estrias e, logo apos, os cultivos semeados em
Agar Extrato de Malte (MEA) para posterior identificacdo das espécies.

5. Identificagdo molecular
5.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA das leveduras foi realizada no Laboratorio de Microbiologia do NUEPPA, CCA,
UFPI. As colbnias puras foram ressuspendidas em 500 pL de tampéo de lise e 5 puL de B-mercaptoetanol,
agitadas em vortex e incubadas em banho-maria a 65°C por uma hora. Logo em seguida, foram adicionados
500 pL de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), agitados até obter uma suspensdo homogénea e submetidos
a centrifugacdo a 14.000 rpm por 15 minutos em microcentrifuga Hermle (modelo Z216MK). Na sequéncia,
foram transferidos 200 puL. do sobrenadante para um microtubo que recebeu 200 uL de isopropanol. Para a
precipitacdo do DNA os tubos permaneceram em repouso overnight a -20°C. Em seguida, 0s microtubos
foram centrifugados em microcentrifuga a 14.000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante de cada tubo foi
descartado por inverséo e os tubos foram lavados com 500 pL de etanol a 70%, centrifugados a 14.000 rpm
por 15 minutos. Logo apods, a fase liquida foi retirada e os tubos foram colocados para secar em estufa
Fanem® (modelo 320 — SE) a 60°C. O pellet foi ressuspendido com 100 pL de tampao Tris- EDTA (TE) 0,1
M e em seguida, 0 DNA obtido foi dosado em espectrofotdmetro NanoDrop® (ND-1000; 220-750nm) da

Thermo Scientific e diluido até atingir a concentracdo aproximada de 25 ng uL'l.

5.2 PCR fingerprinting com iniciador (GTG)5

Para o agrupamento das leveduras em perfis similares foi utilizada a impressao digital pela técnica de
PCR utilizando o iniciador (GTG)5(5'-GTGGTGGTGGTGGTG-3). A reacdo de PCR foi
realizada utilizando-se 2,5 uL de tampédo 10X (Ludwig Biotech Brasil), 2,5 L de dNTP 2,0 mM (Ludwig
Biotech Brasil), 0,75 pL de MgCl, 50 mM (Ludwig Biotech Brasil), 1,5 pL do iniciador (GTG)5 com
concentragdo de 10 pmol-1 (GBT® Oligos), 0,25 pL de tag DNA polimerase 5 U (Ludwig Biotech Brasil) e
2,5 uL de DNA. O volume final da reacdo foi completado com agua deionizada, para 25 pL. A PCR foi
realizada em um termociclador (Bioer technology®) nas seguintes condi¢des: desnaturacéo inicial a 94°C
por dois minutos, 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45s, anelamento a 50°C por um minuto e extensdo a
72°C por um minuto, seguidos de extensdo final a 72°C por seis minutos. Apos as rea¢des de amplificacéo,
os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose (Biotec®) a 1,5% em tampéo Tris-Borato-
EDTA 0,5%. As amostras foram coradas pela adicdo de GelRed (Uniscience) e visualizadas sob luz
ultravioleta e fotografadas utilizando um sistema de foto-documentagdo L.Pix (Loccus biotecnologia). Os
padrdes de impressdo das bandas dos isolados foram comparados ao padrdo da cepa de Saccharomyces

cerevisiae A8L2.
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Andlise Estatistica

Para avaliacdo do desempenho animal os dados foram submetidos & analise de variancia e o teste de
comparacdo de médias de SNK ao nivel de 5% de probabilidade, seguindo os procedimentos do programa
SAS versdo 9.0 (SAS, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental as médias das temperaturas minimas e maximas do ambiente foram
de 26 £ 0,74°C e 38 + 1,12 °C, respectivamente. Os parametros de qualidade da &gua foram monitorados
semanalmente; as concentracdes de temperatura da agua (27 + 0,53 °C), teor médio de oxigénio dissolvido
6,9 + 0,31 mg L™ pH 7,37 + 0,27, amdnia 0,30 + 0,07 mg L™ e nitrito 0,19 + 0,05 mg L™ mantiveram-se
dentro dos padrdes recomendados para peixes tropicais segundo Boyd (1990). Sendo assim, pode-se afirmar
que as variaveis aferidas ndo influenciaram nos pardmetros zootécnicos.

Néo foram observadas diferencas significativas (P>0,05) na taxa de crescimento especifico, ganho de
comprimento médio e fator de condicdo de Fulton dos alevinos de tambaqui no periodo experimental. Em
relacdo ao ganho de peso médio pode-se averiguar que houve diferenca (P<0,05) entre os tratamentos T1
(controle) e T4 (AFB; + levedura) (Tabela 1). Os demais tratamentos nao apresentaram diferenca entre si,
para esta variavel.

Com esses resultados, pode-se inferir que a adicdo da cepa de levedura Saccharomyces cerevisiae
A8L2 ndo apresentou melhorias no desempenho dos animais. Apesar destes aspectos ndo terem sido
avaliados neste estudo, é importante destacar que a administracdo de leveduras probidticas pode melhorar a
sanidade do cultivo, através do estimulo da imunidade do hospedeiro e pela reducdo do nimero de infecgdes
(FULLER, 1989).

No T3, a concentracdo de 100 pg kg de AFB; na racdo, ndo resultou em diferencas significativas
para as variaveis GPM, GCM, TCE e Fator K. Em outro estudo realizado por Nunes (2014), verificou-se que
a inclusdo na dieta de 500 pg kg*, 1.000 pg kg™ e 2.000 pg kg* de AFB; afetou significativamente o
crescimento, ganho de peso e conversao alimentar, além de terem sido constatadas mortalidades durante todo
o0 periodo experimental em alevinos de tambaqui cultivados sobre condicdes experimentais semelhantes. Anh
Tuan et al. (2002) ao utilizarem dietas com concentracdes de zero, 250, 2.500, 10.000 e 100.000 ug kg™
para alevinos de tilapia, constatou que dietas com niveis de 100.000 pg kg™ levavam a perda de peso severa
e altas taxas de mortalidade, indicando assim que os efeitos da intoxicagdo por AFB; dependem da dose de
toxina ingerida pelos animais. Por outro lado, pesquisas relataram a resisténcia de algumas espécies de
peixes frente as aflatoxinas, como exemplo alevinos de channel catfish (Ictalurus punctatus) em dietas de 20
ug kg? (MANNING et al., 2005) e alevinos de rohu (Labeo rohhita) com aflatoxinas administradas por via
intramuscular (1,25 mg kg™ por peixe) (SAHOO; MUKHERJEE, 2002).

Com relacéo ao T4, a inclusdo da levedura juntamente com a toxina na ra¢cdo promoveu uma redugédo
no GPM dos alevinos, apesar de ndo ter influenciado o GCM, TCE e Fator K. Este fato pode ter ocorrido

pela palatabilidade da dieta ou até mesmo pela dificuldade de absorcdo de nutrientes, conforme relatado por
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Lopes et al. (2009) que, em seu estudo, constataram que alevinos de jundid (Rhamdia quelen) ndo aceitaram
muito bem a ragdo contendo adsorvente & base de aluminosilicato a 0,3 e 0,6% e com isso, houve perda de
ganho de peso e de comprimento total no periodo experimental de 90 dias.

Em estudos anteriores, a mesma cepa utilizada neste trabalho obteve percentuais de 21,19% e
19,77% de adsorcao quando submetida a niveis de 10 e 25 ng mL™ de AFB;, respectivamente, em condigdes
in vitro simulando o pH do trato gastrointestinal de tambaquis. De acordo com Mallman et al., 2006, os
testes in vitro sdo apenas uma simulagdo, mesmo reproduzindo as condi¢cdes do meio, através dos sucos do
trato gastrointestinal. Quando ingerido pelo animal, juntamente com os componentes da dieta, 0 adsorvente
pode ter sua acdo dificultada por um ou mais destes componentes, que ndo estdo presentes nos ensaios in
vitro (LEMKE et al., 2001). E possivel que fatores como concentragdo dos micro-organismos utilizados, o
processo de inclusdo da cepa na racdo, a presenga de enzimas, as concentracdes das toxinas e o tempo de
contato (BOLOGNANI et al., 1997; TOMASEVIC-CANOVIC et al.,, 2003; EL-NEZAMI et al., 2004;
P1ZZOLITTO et al., 2011) possam ter interferido nos resultados desta pesquisa.

Ao longo dos 34 dias experimentais, verificou-se a mortalidade de um alevino no T3 e durante a
retirada dos 6rgdos uma das carcacgas dos alevinos desse mesmo tratamento estava com coloracdo anémica.
Anemia e leucopenia foram observados por Rizkalla et al. (1997) em tilapias do Nilo expostas a baixas
concentracdes de AFB; por longos periodos. Nunes (2014) relatou mortalidade de um alevino de tambaqui
ap6s ingestdo de 500 pg kg™ de AFB; no periodo de 39 dias e constatou que o nimero de peixes mortos
aumentou ao fornecer niveis mais altos de toxina na ragdo (1.000 pg kg™ e 2.000 pg kg™). Este fato pode ser
reflexo dos efeitos da AFB; sobre estes animais.

As analises histopatoldgicas indicaram em T1 o parénquima renal, espaco de Bowman, tubular e os
hepatdcitos preservados (Figura 1 e 2). Foram observadas alteragGes histopatologicas nos tecidos hepéticos e
renais dos alevinos de tambaqui no T3 e T4, apresentando maior grau de alteracdo e comprometimento
destes orgdos (Tabela 2) (Figuras 1 e 2). O tecido muscular de todos os tratamentos ndo apresentou alteracdo
histolégica (Tabela 2 e Figura 3). De acordo com os estudos de Mahfouz e Sherif (2015) ao avaliarem os
efeitos toxicos de AFB; sobre os pardmetros zootécnicos e de sanidade de Oreochromis niloticus estes
detectaram que os peixes que receberam dietas de 100 pg kg™ tiveram 4% de mortalidade e reducio de ganho
de peso ap0s seis e 12 semanas de experimento. Esses autores ainda relataram auséncia de AFB; residual na
musculatura, embora tenha sido detectada a presenca de 10 pg kg™ residual em figado, varias alteracdes
gordurosas e vacuolizacdo nos hepatdcitos do figado no periodo de seis semanas de ingestdo de dieta
contaminada.

Apesar desta analise de toxina residual ndo ter sido realizada no presente estudo, estes dados podem
ser relacionados com os achados histopatol6gicos, onde os alevinos de tambaqui receberam a mesma
concentragdo de AFB; na dieta por cinco semanas e foram encontradas alteragdes histopatoldgicas no figado
e rins, com excecdo da musculatura. Por outro lado, Nunes (2014) ndo relatou efeitos pronunciados e
residuais de AFB; nos tecidos do figado, rins e musculatura de alevinos de tambaqui que receberam dietas de
500 ug kg™, sendo encontradas alteracdes graves e residuais de AFB; apenas nos que receberam dietas de
1000 e 2000 pg kg™



363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400

72

A deposicdo hepatocelular de lipidos é um sinal cléssico de aflatoxicoses em peixes, conforme os
relatos de Zychowski et al. (2013). De acordo com os resultados observados nos cortes histologicos de T3 e
T4 observa-se que ambos apresentaram vacuolizacdo das células e degeneracdo do epitélio nos rins (Figura
1) e vacuolizagdo gordurosa e degeneracao dos hepatdcitos no figado (Figura 2). Estes achados confirmam a
hipdtese de que a levedura ndo foi capaz de reduzir os efeitos caracteristicos de aflatoxicoses em alevinos de
tambaqui alimentados com 100 ug kg™ de AFBy, visto que as alteragdes histopatoldgicas encontradas foram
semelhantes nos dois tratamentos. Em contrapartida, Keller (2012) constatou redugao dos efeitos promovidos
por AFB; ao administrar parede celular de levedura na concentracdo de 0,2% em dietas de frangos de corte,
através da observacdo dos cortes histolégicos de figado, onde descreveu reducdo dos danos nos hepatdcitos
no grupo que recebeu a suplementacdo com a parede celular de levedura quando comparados com os animais
que receberam dietas com 1ppm (1000 pg kg™) de AFB,.

Alguns estudos in vitro sugerem que as cepas sejam tratadas antes da inclusdo na dieta, que pode ser
feita através da extracdo da parede celular das leveduas ou por meio de tratamentos com produtos quimicos,
com o objetivo de selecionar os componentes especificos que atuem na adsorcdo. De acordo com alguns
relatos, pesquisas que usaram cepas tratadas termicamente ou com adicao de acidos, tiveram eficiéncia para
remover 90% a 100% de AFB; (RASIC et al., 1991; SHAHIN, 2007).

Outra avaliacdo abordada nesta pesquisa foi em relacdo a contagem de leveduras nas racdes que
foram suplementadas. Observou-se que a contagem das leveduras no primeiro dia experimental, no 15° e 34°
dia, permaneceu em 10° UFC g™. Este fato permite constatar que a refrigeracdo foi capaz de conservar a
guantidade de cepas viaveis na racdo, nao havendo interferéncia deste fator nos tratamentos. Desta forma, os
alevinos alimentados com os tratamentos T2 e T4 apresentaram contagem de leveduras no intestino de 5,41 £+
1,62 e 5,22 + 0,87 UFC g*, respectivamente, evidenciando que houve a colonizacdo das leveduras no
intestino dos alevinos que receberam a racdo suplementada com Saccharomyces cerevisiae (Tabela 3). Nos
demais tratamentos T1 e T3 ndo foram encontrados isolados de leveduras.

Esse resultado pode ser comparado aos estudos desenvolvidos por Jatobd et al. (2008), que
encontraram contagens maiores de bactérias acido-laticas (5,60 e 6,31 log UFC mL™) no intestino de tilapias
alimentadas com racdes suplementadas com 1x10® UFC g™ de Lactobacillus em comparacio ao grupo
controle (2,66 log UFC mL™). Segundo Gatesoupe (2008), a microbiota do intestino de organismos aquéticos
varia de acordo com o ambiente, a ecassez de nutrientes e 0 uso de cepas probidticas, corroborando com o
gue ocorreu nesta pesquisa, onde a microbiota intestinal foi influenciada pelas leveduras que foram
adicionadas a racdo. Por outro lado, Ohashi e Ushida (2009), afirmam que as leveduras ndo possuem
capacidade de colonizar o trato gastrointestinal dos animais e, portanto, a administracdo na dieta deve ser
continua.

Apbs a contagem das col6nias totais viaveis de leveduras nos intestinos dos alevinos, observou-se que
as caracteristicas macroscépicas e microscopicas das cepas eram semelhantes. Desta forma foram
selecionados cinco colonias isoladas e através da reacdo de PCR utilizando o iniciador (GTG)s, constatou-se
gue todos os isolados apresentaram perfis moleculares iguais e ao serem comparados com uma cepa padréo

de Saccharomyces cerevisiae apresentaram o mesmo padréo de bandas (Figura 1). Este resultado permite
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comprovar que os intestinos dos tambaquis alimentados com dieta suplementada com Saccharomyces
cerevisiae foram colonizados por esta cepa.

Os resultados desse estudo podem ser relacionados aos de Meurer et al. (2007), que utilizararam
Saccharomyces cerevisiae como probidtico em racBes para alevinos de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) e constataram que houve colonizacdo desse micro-organismo no intestino dos peixes. Entretanto,
esta colonizagéo néo foi suficiente para influenciar no desempenho produtivo e a sobrevivéncia neste sistema
de cultivo com desafio sanitario. Contrariando os resultados obtidos neste experimento, Selim et al. (2014)
encontraram efeitos significativos de adsor¢do de micotoxinas ao avaliarem o efeito de trés adsorventes para
reduzir os efeitos de AFB; em Oreochromis niloticus. Estes pesquisadores constataram que o grupo tratado
com dieta contaminada de 200 ppb de AFB; e suplementados com 0,25% de Saccharomyces cerevisiae
apresentou melhorias significativas nos parametros sanguineos, de desempenho e estado imunoldgico, além
de propiciar uma reducéo de AFB; residual na musculatura destes animais.

Apesar da suplementagdo de Saccharomyces cerevisiae ndo ter apresentado efeito sobre os dados de
desempenho e sanidade dos alevinos de tambaqui, ressalta-se a importancia da realizacdo de novos estudos
com niveis maiores de inclusdo dessas cepas nas dietas ou através da extracdo de componentes, como a
parede celular da levedura. Ainda nesse sentido, pesquisas recomendam que a associacdo de diferentes tipos
de micro-organismos permite uma maior disponibilidade dos pélos de ligacdo destes com a toxina. Dessa
forma, verifica-se a importancia de dar continuidade a esse tipo de investigacdo em busca de resultados mais

eficazes, que permitam melhorias no desempenho e sanidade dos peixes.
CONCLUSOES

A cepa A8L2 de Saccharomyces cerevisiae na concentracdo de 10° UFC g foi capaz de colonizar o
intestino dos alevinos de tambaqui, entretanto, sua inclusdo associada com 100 pg kg™ de AFB; em racdes

ndo promoveu melhorias nos parametros de GPM, GCM, TCE, Fator K e histopatologicos desses animais.
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Tabela 1. Desempenho de alevinos de tambaqui alimentados com aflatoxina B, (T3 e T4) e Saccharomyces
cerevisiae (T2 e T4) no periodo de 34 dias

Tratamentos
Variaveis T1 T2 T3 T4 CV (%)
GPM (g) 16,40° 14,41® 13,61% 13,12° 9,32
GCM (mm) 49,82° 48,83 48,40° 47,83 5,69
TCE (%) 5,54 5,31 5,09% 4,98 6,62
Fator K 0,13 0,12° 0,122 0,12° 13,58

Médias seguidas por letras diferentes nas linhas diferem pelo teste SNK (P<0,05)

T1 = Controle (0,0 pg kg™ de AFB, e 0,0 UFC g* de levedura); T2 = (0,0 ug kg™ de AFB; e 10° UFC g™ de levedura); T3 = (100 pg
kg™ de AFB; e 0,0 UFC g™ de levedura); T4 = (100 pg kg™ de AFB, e 10° UFC g de levedura).

GPM = ganho de peso médio; GCM = ganho de comprimento médio; TCE = taxa de crescimento especifico; fator K = fator de
condi¢do de Fulton.
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644  Tabela 2. Alteracdes histopatologicas observadas em tecidos de alevinos de tambaquis alimentados com
645  aflatoxina By (T3 e T4) e Saccharomyces cerevisiae (T2 e T4) aos 34 dias

Tratamento Tecido Alteracdo
T1 Muscular Sem alteragdo perceptivel - fibras normais,

nlcleos preservados

Hepatico Hepatdcitos preservados, vasos e conjuntivo
normais
Renal Tecido renal com epitélios preservados e

conjuntivo preservado, vasos e ductos sem

alteracdes

T2 Muscular Sem alteragcdo perceptivel - fibras normais,
nlcleos preservados
Hepatico Discreta hiperemia e moderada vacuolizagédo
dos hepatocitos
Renal Discreta vacuolizacdo das células epiteliais e
oclusdo da luz tubular; espaco de Bowman

preservados

T3 Muscular Sem alteracdo perceptivel - fibras normais,
vasos e tecido conjuntivo preservados
Hepatico Moderada vacuolizacdo citoplasmatica e
degeneracao dos hepatécitos, hiperemia
Renal Moderada vacuolizacdo das células epiteliais,
oclusdo da luz tubular e degeneracdo do

epitélio, diminuicdo do espaco de Bowman

T4 Muscular Sem alteracdo perceptivel - fibras normais,
vasos e tecido conjuntivo preservados

Hepatico Moderada vacuolizagdo citoplasméatica e

degeneracdo dos hepatdcitos, elevada hiperemia

Renal Moderada vacuolizacdo das células epiteliais e

degeneracdo do epitélio, oclusdo da luz tubular,

diminuicdo do espago de Bowman

646  T1=Controle (0,0 ug kg™ de AFB, e 0,0 UFC g™ de levedura); T2 = (0,0 pg kg™ de AFB, e 10° UFC g de levedura); T3 = (100 ug
647 kg™ de AFB, e 0,0 UFC g™ de levedura); T4 = (100 pg kg™ de AFB, e 10° UFC g* de levedura).
648

649

650
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Tabela 3. Média e desvio padréo da contagem de leveduras da racéo e do intestino de alevinos de tambaquis
alimentados com aflatoxina B, (T3 e T4) e Saccharomyces cerevisiae (T2 e T4) aos 34 dias

Tratamentos
Variaveis T1 T2 T3 T4
Contagem de leveduras na -- 6,85 £ 0,12 - 6,67 £ 0,10
racdo (log UFC g™
Contagem de leveduras no -- 541+1,62 - 5,22 £0,87

intestino (log UFC g*)

T1 = Controle (0,0 pg kg™ de AFB; e 0,0 UFC g* de levedura); T2 = (0,0 ug kg™ de AFB; e 10° UFC g™ de levedura); T3 = (100 pg
kg™ de AFB; e 0,0 UFC g™ de levedura); T4 = (100 pg kg™ de AFB, e 10° UFC g de levedura).

* Média da contagem no final do perfodo experimental (34°dia)

(--) Né&o apresentou contagem
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670

671

672  Figura 1. Fotomicrografia de tecido renal de alevino de tambaqui corada por H-E (aumento 40x).
673  (A) T1- Parénquima renal preservado; espaco de Bowman e tubular preservados; (B) T2- Discreta
674  vacuolizacdo das células epiteliais e oclusdo da luz tubular; (C) T3 - Moderada vacuolizacdo das
675  células epiteliais, diminuicdo do espaco de Bowman e ocluséo da luz tubular; (D) T4 - Moderada
676  vacuolizacao das células epiteliais e degeneracao do epitélio.
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680
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682
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684

685

686  Figura 2. Fotomicrografia de tecido hepatico de alevino de tambaqui corada por H-E (aumento
687  40x). (A) T1- hepatocitos cordonais; (B) T2- moderada vacuolizacdo; (C) T3 e (D) T4 - intensa
688  vacuolizacdo gordurosa, degeneracdo de hepatdcitos.
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Figura 3. Fotomicrografia de tecido muscular de alevinos de tambaqui corada por H-E (aumento
40x). (A)- T1; (B) - T2; (C) - T3 e (D) - T4. Tecido muscular com fibras preservadas e nlcleos
dispostos na periferia da célula com aspecto normal.
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Figura 4. Perfil de bandas obtido com a reacdo de PCR utilizando o iniciador (GTG)s. Da esquerda para a
direita: cepas de leveduras I, I, 111, IV e V isoladas do intestino de tambaquis, (CN) controle negativo e (Sc)

cepa padrdo de Saccharomyces cerevisiae
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Ainda existem poucos relatos sobre a diversidade microbiana nos ambientes aquicolas.
InvestigagBes que permitam a caracterizagdo de leveduras na agua, nos residuos e no proprio
animal que vive neste habitat, propiciam um melhor entendimento dos aspectos relacionados a
sanidade animal. O isolamento de cepas nativas de ambientes de aquicultura, que sejam
consideradas probidticas, permite a utilizacdo destes compostos como aditivos naturais na
alimentacdo das espécies que vivem neste local. Este tipo de suplementacdo pode gerar
incremento nos parametros produtivos e na saude dos animais.

Em paralelo a esta proposta, a utilizacao de cepas de leveduras provenientes de ambientes
naturais, que tenham capacidade de detoxificacdo biolégica ¢ uma das alternativas para a
reducdo dos niveis de micotoxinas em aquicultura. A atuacdo desses compostos sequestrando as
toxinas no trato gastrointestinal e reduzindo a biodisponibilidade destas podem propiciar
melhorias no cultivo. Entretanto, é necessario que fatores como a concentragdo dos micro-
organismos utilizados e o processo de incluséo da cepa na ragao sejam estudados com frequéncia
em busca de obter a melhor forma de inclusdo nas dietas. Em estudos futuros, deve ser levado
em consideracdo ndo somente a reducdo das micotoxinas, mas também que a substancia
empregada ndo cause produtos de degradacgdo toxica, ndo venha a reduzir o valor nutritivo dos
alimentos tratados e nem tampouco prejudique a palatabilidade do alimento em relacdo a
apreensdo dos mesmos pelos animais.

Com base nos resultados dos testes in vitro desta pesquisa, constatou-se que as cepas de
S. cerevisiae testadas possuem caracteristicas desejaveis para atuarem como probidticos e
capacidade de adsorcdo de AFB;. No entanto, em estudos in vivo desenvolvidos com alevinos de
tambaqui alimentados com dietas contaminadas com AFB; e suplementados com Saccharomyces
cerevisiae isolada de ambiente de piscicultura, ndo foram constatadas melhorias nos parametros
de desempenho e sanidade desses animais.

Nesse sentido, ressalta-se que as avaliagdes in vitro simulando as condi¢des presentes nos
animais ndo inibem a necessidade de corroborar sua efetividade in vivo. As avalia¢@es in vitro
sdo de grande utilidade como métodos de pré-selecdo 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 adsorcdo de micotoxinas. E importante dar continuidade a esse tipo de
investigacdo em busca de resultados mais eficazes que permitam melhorias no desempenho e

sanidade dos peixes. Estudos desenvolvidos nesta tematica sdo cada vez mais necessarios para
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complementar e apoiar de forma significativa os avangos na nutricdo animal e melhorar nossa
compreensdo do papel benéfico da Saccharomyces cerevisiae e de outras leveduras na

descontaminacdo de micotoxinas em alimentos.
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