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RESUMO

A pesquisa de bioinsumos que visam reduzir os danos econdmicos causado pelas micotoxinas
vem sendo uma alternativa importante para o desenvolvimento tecnoldgico, econdémico e para
a sanidade da aquicultura. Objetivou-se isolar e identificar leveduras presentes na microbiota
intestinal da espécie de camardo Litopenaeus vannamei cultivados em estudrio tropical, e testar
in vitro, a capacidade probidtica e adsorvente de aflatoxina B1 (AFB:) por cepas de
Saccharomyces cerevisae isoladas. Para tanto, foram adquiridos 40 camarfes da espécie L.
vannamei com 12 g em media, em uma fazenda carcinicultura piauiense. Foram removidos
assepticamente os intestinos para isolamento das leveduras que foram identificadas por
sequenciamento molecular usando um par de primers complementares ITS (ITS1 e ITS4) par
5.8S rDNA, onde o segmento ITS é amplificado. Depois de identificadas, foram escolhidas trés
cepas de Saccharomyces cerevisiae (C2B, C2D e C9), para avaliar o potencial probiotico in
vitro, e realizado os seguintes testes: inibicdo homologa, autoagregacéo, coagregacao, atividade
antibacteriana, viabilidade as condicGes gastrointestinais, e também foi realizada a andlise de
adsorcdo de AFB:. Dos 40 intestinos utilizados de Litopenaeus vannamei, foram isoladas 15
cepas de leveduras e identificadas como Candida spp., C. tropicalis, Lodderomyces
elongisporus, Rhodotorula sp. e Saccharomyces cerevisiae. As cepas de S. cerevisiae isoladas
apresentam atividade antibacteriana e sdo vidveis em condi¢gdes de pH simulados do trato
gastrointestinal de L. vannamei. A cepa C9 apresentou melhor desempenho nos testes de
atividade antimicrobiana, viabilidade em pH e na adsor¢édo da AFB;1 do que as demais. Conclui-
se que é possivel isolar Candida spp., C. tropicalis, Rhodotorula sp. e Saccharomyces
cerevisiae e demonstrou pela primeira vez que a Lodderomyces elongisporus pode estar
presente no intestino de L. vannamei em viveiros. As cepas de Saccharomyces cerevisiae
isoladas da microbiota intestinal de Litopenaeus vannamei possuem potencial probidtico e

adsorvente de AFB1 em testes in vitro.

Palavras-chave: Candida spp., Lodderomyces elongisporus, Rhodotorula sp., Saccharomyces

cerevisiae.
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ABSTRACT

The research of bio-inputs that aim to reduce the economic damage caused by mycotoxins has
been an important alternative for the technological, economic and health development of
aquaculture. The objective was to isolate and identify yeasts present in the intestinal microbiota
of the shrimp species Litopenaeus vannamei cultivated in tropical estuary, and to test in vitro
the probiotic and adsorbent capacity of aflatoxin B1 (AFB1) by isolated strains of
Saccharomyces cerevisae. For this purpose, 40 shrimps of the species L. vannamei, weighing
12 g on average, were purchased from a shrimp farm in Piaui. Intestines were aseptically
removed for isolation of yeasts that were identified by molecular sequencing using a pair of
complementary ITS primers (ITS1 and 1TS4) paired with 5.8S rDNA, where the ITS segment
is amplified. Once identified, three strains of Saccharomyces cerevisiae (C2B, C2D and C9)
were chosen to assess their probiotic potential in vitro, and the following tests were performed:
homologous inhibition, self-aggregation, coaggregation, antibacterial activity, viability to
gastrointestinal conditions, and also AFB: adsorption analysis was performed. Of the 40
intestines of Litopenaeus vannamei used, 15 yeast strains were isolated and identified as
Candida spp., C. tropicalis, Lodderomyces elongisporus, Rhodotorula sp. and Saccharomyces
cerevisiae. The isolated S. cerevisiae strains have antibacterial activity and are viable under
simulated pH conditions of the L. vannamei gastrointestinal tract. The C9 strain performed
better in tests of antimicrobial activity, pH viability and AFB1 adsorption than the others. It is
concluded that it is possible to isolate Candida spp., C. tropicalis, Rhodotorula sp. and
Saccharomyces cerevisiae and demonstrated for the first time that Lodderomyces elongisporus
can be present in the intestine of L. vannamei in nurseries. Saccharomyces cerevisiae strains
isolated from the intestinal microbiota of Litopenaeus vannamei have probiotic and AFB:

adsorbent potential in in vitro tests.

Keywords: Candida spp., Lodderomyces elongisporus, Rhodotorula sp., Saccharomyces

cerevisiae.
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1 INTRODUCAO

A mudanca no hébito alimentar da populacdo e a constante busca por produtos de
qualidade nutricional favoreceram o aumento do consumo de pescados (SIDONIO et al., 2012;
NASCIMENTO et al., 2015). A carcinicultura vem se destacando por ser uma das areas do
agronegocio que mais se desenvolve no mundo, fornecendo anualmente cerca de 7,9 milhdes
de toneladas de crustaceos, sendo responsavel por aproximadamente 46,8% do total produzido
em 2016 (FAO, 2018). Em 2018 a producdo de crustaceos no Brasil foi de 45,760 toneladas,
sendo o Nordeste o responsavel por cerca de 99,38% do total produzido. O Piaui ocupa a quinta
posicdo no ranking nacional e a sua producdo em 2018 chegou a 2.318 toneladas de camardes
correspondendo a 5,07% (IBGE, 2018).

Uma das grandes preocupacdes desse setor é a contaminagdo por fungos nos alimentos
fornecidos, pois esses micro-organismos sdo capazes de produzir micotoxinas em situagoes
favoraveis ao seu crescimento durante o armazenamento inadequado de produtos alimenticios,
esses metabolitos podem afetar a sanidade dos animais, causando problemas inestimaveis a
salde publica (PEREYRA et al., 2010).

Dentre as micotoxinas de risco significativo para salde, destaca-se a aflatoxina Bi
(AFB:), produzida pelo género Aspergillus. Os constantes danos causados a saude humana e
animal, faz a necessidade do desenvolvimento de métodos que visem a reducdo desses
contaminantes (KHOURY; ATOUI, 2010). Os métodos de reducdo biol6gica das micotoxinas
vem sendo uma alternativa viavel, e consistem na aplicacdo de micro-organismos capazes de
gerar a transformacdo ou degradacdo da toxina, produzindo metabdlitos com menor ou
nenhuma toxicidade. Além disso, as caracteristicas dos alimentos seriam preservadas, atraves
da utilizacdo de condigdes brandas de processo sem 0 uso de substancias quimicas nocivas
(BATA; LASZTITY, 1999; MUSSATTO et al., 2007).

Assim, diante do cenario cientifico e da procura por novas substancias para atuarem na
reducdo da contaminagdo de alimentos por micotoxinas e potencializar a sanidade, faz-se
necessario a busca por novas cepas que tenham potencial descontaminante e que sejam seguras.

O trabalho foi dividido em dois capitulos, apresentados na forma de artigo cientifico,
capitulo I: “Isolamento e identificagdo molecular de leveduras do intestino do camardo branco
do Pacifico (Litopenaeus vannamei) cultivado em estuario tropical”. Capitulo II: “Potencial
probidtico e adsorvente de aflatoxina B1 de cepas de Saccharomyces cerevisiae isoladas da

>

microbiota intestinal do Litopenaeus vannamei”.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Litopenaeus vannamei

A carcinicultura atingiu 46,8% da producdo mundial de crustaceos no ano de 2016, com
7,9 milhGes de toneladas produzidas (FAO, 2018). A producdo brasileira teve seu apice em
2015, porém apresentou um declinio entre 2016 e 2017, mas em 2018 iniciou recuperacdo
atingindo 45.760 mil toneladas, na qual concentra a maior parte da producédo nos estados do
Rio Grande do Norte e Ceara, sendo esses responsaveis por cerca de 71,7% do total produzido
em 2018. O Piaui ocupa a quinta posic¢éo no ranking nacional e a sua producéo em 2018 chegou
a 2.318 mil toneladas de camardes (IBGE, 2018).

Das espécies de camardes mais cultivadas, o Litopenaeus vannamei representa 75% da
producdo mundial de crustaceos devido a sua maior viabilidade e adaptabilidade as condigdes
de cultivo intensivo (FAO, 2018; VILASBOA et al., 2020)

A carcinicultura brasileira € uma realidade consolidada na producédo de alimentos. Essa
atividade é uma alternativa dentro da area pesqueira, com caracteristicas positivas na geracao
de emprego e renda (WASIELESKY et al., 2013). Entretanto, mesmo sendo um
empreendimento lucrativo, seu potencial econdmico é desafiado por vérias questbes e
preocupacOes que prejudicam o crescimento sustentavel. Pois, as infecces causadas pelo virus
da mionecrose infecciosa (IMNV), uso excessivo de antibidticos, desenvolvimento de
resisténcia as drogas, distirbios ambientais responsaveis pelas contaminacdes do cultivo
através de residuos agrotdxicos, esgoto doméstico e industrial, prejudicam de forma
significativa 0 meio ambiente (ROCHA, 2007; SUSSEL et al., 2010; FREIO et al., 2013;
MOHAPATRA et al., 2013; LAZADO et al., 2015).

Agentes bioldgicos como virus, bactérias, fungos e parasitas interferem na producao de
camardo, mas agentes quimicos, como as micotoxinas, presentes na racdo que tém recebido
destaques como um fator prejudicial no desenvolvimento da producédo e na sanidade desses
animais (SANTOS et al., 2010). Essas micotoxinas podem causar redu¢do no crescimento,
disturbios fisiologicos, histoldgico e alteragdes que resultam na reducdo da produtividade
(HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2011).

Calvet et al. (2015) constataram que ragdes para camardes (L. vannamei) estdo
contaminadas com aflatoxina B:1 (AFB1). Tapia-Salazar et al. (2012) demonstraram em seu
estudo que camardes (L. vannamei) alimentados com ragdes contaminadas com aflatoxina B1

(AFB1) em ensaios com concentragdes de 500, 1000 e 2000 pg/Kg durante 24 dias de cultivo,


https://www-sciencedirect.ez17.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0044848618327868#bb0025
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tiveram seu desempenho comprometido, interferindo no ganho de peso. Os camardes
aparentavam saudaveis, ativos, com apetite e movimentos preservados, entretanto, a
sobrevivéncia foi significativamente reduzida apos 21 dias e, ao final do experimento, 0s
camardes alimentados com as dietas suplementadas com 1000 e 2000 apresentaram mortalidade
de 72% e 62%, respectivamente. Em relac¢do ao controle (camardo sem AFB1) e o contaminado
e com 500 (94% e 88%). Entretanto no ensaio dois com concentracdes 10, 20, 40, 60 e 120 ug
AFB; em 64 dias de cultivo, 0s camardes alimentados com dietas contendo 10 pg kg*
aumentaram significativamente o consumo de racdo (17% em comparagédo aos fornecidos com
a dieta controle), enquanto os de 120 ug kg™ apresentaram o menor consumo alimentar. Menos
ganho de peso foi observado nos camardes, com as dietas de 60 e 120 ug kg™. A sobrevivéncia
ndo foi afetada pelos baixos niveis de inclusdo de aflatoxina e no final do experimento, estava
entre 70% e 85%. Deng et al. (2017) utilizaram menores concentragdes de aflatoxina By (0,5;
1;2; 2,4; 4,8 e 12,2 pg/kg) do que as testadas por Tapia-Salazar et al. (2012) e observaram que
ocorriam alteracdes histolégicas no hepatopancreas conforme o aumento da quantidade de
toxina utilizada.

Pesquisas de micro-organismos que possam ser utilizados como probiéticos estdo sendo
considerados como uma alternativa na adsor¢cdo de micotoxinas em camardes, visando a
melhoria da sanidade dos animais e o bem-estar na aquicultura (LAZADO et al., 2015). Esses
probidticos podem ser usados em todas as fases durante o cultivo e sdo especialmente Gteis nas
fases larvais e iniciais de desenvolvimento, quando as vacinas ndo podem ser administradas
(IBRAHEM, 2013).

2.2 Micotoxinas

As micotoxinas sdo substancias toxicas de baixo peso molecular, produzidas pelo
metabolismo secundario dos fungos filamentosos, especialmente por espécies dos géneros
Aspergillus, Fusarium e Penicillium (BULLERMAN; BIANCHINI, 2007; KOPPEN et al.,
2010). Em geral, as micotoxinas contaminam elevada parte dos produtos agricolas e alimentos
produzidos em qualquer etapa da cadeia produtiva, provocando sérios danos as a produgéo de
alimentos e a saide humana e animal (HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2011).

A contaminacdo de micotoxinas em seres humanos ocorre através da ingestdo de gréos,
frutas, e produtos derivados dessas matérias-primas, tais como vinho, cerveja, frutas secas,
dentre outros (ALGUL; KARA, 2014; IMPERATO et al., 2011; KUMAR et al., 2012;
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LASRAM et al.,, 2012; MAJEED et al., 2013; WASKIEWICZ et al., 2013). Dentre as
micotoxinas com importancia agroecondmica e satde publica, estdo as aflatoxinas, ocratoxinas,

tricotecenos e fumonisinas (HEIDTMANN-BEMVENUTI et al., 2011), representadas na figura
1.
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Fonte: Murphy et al. (2006).

Figura 1. Estruturas quimicas de micotoxinas encontradas em alimentos.

A legislacdo brasileira estabelece limites maximos toleraveis para as micotoxinas em
diversos alimentos. Muitos ingredientes podem ser utilizados como matérias primas na
producdo de ragdes destinadas ao consumo animal e ser meio de contaminagdo. As principais
micotoxinas com limites estabelecidos s&o: aflatoxinas, ocratoxina A, deoxinivalenol,
fumonisinas, patulina e zearalenona (BRASIL,1988; 2011).
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2.2.1 Aflatoxinas

As aflatoxinas sdo micotoxinas produzidas por linhagens de fungos do género
Aspergillus, principalmente pelas espécies A. flavus e A. parasiticus, as quais podem se
desenvolver naturalmente em alimentos. Essas micotoxinas tém sido detectadas em sementes
de culturas com importancia mundial, como: milho, amendoim, feijdo, arroz, trigo, algodéo,
sorgo e frutas (FACCA; DALZOTO, 2010).

As aflatoxinas possuem elevada toxicidade aguda e cronica, devido a capacidade de
ligar-se a acidos nucléicos e nucleoproteinas celulares, resultando em efeitos deletérios sobre a
sintese de proteina celular. Todas as aflatoxinas produzem efeitos adversos e a aflatoxina B
exprime maior toxidade, seguida pelas aflatoxinas Gi, B2 e G2. A Ingestdo de AFB: por
humanos e animais pode causar hepatite tdxica, hemorragia, edema, imunossupressao,
carcinoma hepatico e consequente morte (NAKAK et al., 2008; IDRIS et al., 2010; ZORZETE
etal., 2011).

A contaminacdo de micotoxinas em espécies aquaticas se da principalmente através da
ingestdo de racOes contaminadas, visto que 0 aumento de uso de vegetais como ingredientes de
racao proporciona o aparecimento destas substancias toxicas (EL-SAYED et al., 2009). Apés a
ingestdo de alimentos tdxicos, 0s animais apresentam anormalidades como crescimento
deficiente, desequilibrios fisiologicos e histologicos. Essas alteracfes resultam na reducéo da
produtividade e rentabilidade de cultivo (BOONYARATPALI et al., 2001; GOPINATH et al.,
2012).

Embora seja impossivel eliminar totalmente a presenca de substancias indesejaveis
como as micotoxinas, 0 seu monitoramento € uma importante forma de reduzir o teor na
alimentacdo humana e animal. O conhecimento e controle da contaminagao por micotoxinas e
sua distribuicdo é objetivo mundial de produtores, fabricantes e oOrgdos investigadores e
regulamentadores, devido ao impacto econémico e a necessidade de se elevar a seguranca
alimentar e a satude humana (CHELI et al., 2008). Além disso, sdo necessarias medidas que
unifiguem os limites maximos permitidos e também que sejam estudados métodos de

degradacédo desses metabdlitos.

2.3 Leveduras
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As leveduras podem ser definidas como fungos unicelulares com reproducéo
predominantemente assexuada, fissdo ou brotamento, ndo formando corpos de frutificacdo
(KURTZMAN etal., 2011). Sdo imdveis e heterotroficas, apresentando uma grande diversidade
fisiologica e bioquimica. Em geral necessitam de quantidades significativas de carbono
organico como fonte de energia e minerais para compor a maioria dos constituintes celulares
(LACHANCE; STARMER, 1998). Além disso, sdao micro-organismos ubiquos que sao
facilmente disseminados pelo ar, &gua e animais e, podem crescer em ambientes com substratos
organicos variados (GATESOUPE et al., 2007).

O tamanho reduzido das células de leveduras resulta numa alta relacdo de superficie/
volume, o que favorece uma rapida aquisicdo de nutrientes essenciais pelas leveduras. Além
disso, as leveduras podem tolerar amplas faixas de pH e muitas vezes sdo encontradas em
substratos muito acidos, onde a maioria das bactérias ndo sdo capazes de competir (STARMER,;
LACHANCE, 2011). As leveduras podem desenvolver-se até mesmo em superficies lisas e
inertes, sendo capazes de formar pseudo-hifas ou hifas que penetram e colonizam a superficie
do substrato, formando biofilmes (LACHANCE; STARMER, 1998).

As leveduras crescem em temperaturas que variam de 18°C e 45°C (KURTZMAN,;
FELL, 1998). S&o raras as leveduras capazes de crescer acima desta faixa de temperatura, como
a espécie Candida thermophila, isolada de amostras de solo na Coréia, capaz de crescer a 50
°C a 51°C (SHIN et al., 2001). Poucas espécies de leveduras como Leucosporidium scottiie
Mrakia frigida, podem ser consideradas psicrofilicas, tendo uma temperatura minima de
crescimento entre -1,0°C a 4,0°C e uma temperatura maxima de 20°C (DEAK, 2006).

As leveduras participam de diversos processos nos ecossistemas, sendo primariamente
decompositores de matéria organica, participando também da colonizacdo primaria de
substratos ricos em nutrientes. Além do papel desempenhado na decomposicéo, as leveduras
podem formar diversas relagdes ecologicas com outros organismos, podendo ser mutualistas,
competidoras, parasitas ou patdgenos (STARMER; LACHANCE, 2011).

A levedura Saccharomyces cerevisiae é a espécie mais comumente utilizada em
aplicagdes biotecnoldgicas e mais dominante em pesquisas por ter uma boa adaptagdo e ampla
variedade de condi¢des quimicas e nutricionais (SILLEROVA et al., 2011), uma utilizagio
dessa levedura € preparacéo de células suplementadas ricas em microelemento (cobre e selénio)
(POLAKOVA et al, 2011) ou sdo fonte de substancias antioxidantes (LAVOVA,;
URMINSKA, 2013).
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2.4 Probioticos

O termo probidtico ¢é derivado do grego pro (para) e biotico (vida) significa, portanto,
“para a vida ou pro-vida”. Pode ser definido como micro-organismo vivo suplementado aos
alimentos e que afetam beneficamente o animal hospedeiro pela melhora no balango intestinal
(FULLER, 1989), equilibrando e desempenhando funcBes na prevencdo, tratamento de
enfermidades, manutencdo da salde e melhoraria da qualidade do ambiente de cultivo
(SOCCOL et al., 2010; VERSCHUERE et al., 2000).

Os probidticos destinados a aquicultura tém uma relacdo muito mais préxima com o
ambiente externo, pois patdgenos potenciais sdo capazes de manter-se na dgua e proliferarem
independentemente do hospedeiro. Além disso, esses patdgenos podem estar constantemente
associados aos peixes pelos processos de regulagdo osmética e alimentacdo (KESARCODI-
WATSON et al., 2008). A utilizacdo de probidticos para organismos aquaticos tem acgéo
profilatica no controle do aparecimento de doencas bacterianas, por isso, cepas de espécies
variadas sdo testadas nos mais diversos sistemas e fases de cultivos para utilizacdo em
aquicultura (Ql et al., 2009).

De um modo geral, as bactérias produtoras de acido lactico (BAL) sdo frequentemente
utilizadas como probidticos, principalmente as dos géneros: Lactobacillus, Bifidobacterium e
Streptococcus. Também sdo utilizadas cepas de Bacillus e leveduras do género Saccharomyces
(SOCCOL et al., 2010).

Estudos cientificos com a utilizacgdo de probiéticos tem despertado para
desenvolvimento de produtos com interesse comercial, sendo utilizados para formular
alimentos e racbes, suplementar crescimento e preparos de formulacBGes terapéuticas e
profilaticas na prevencéo de doengas transmitidas por alimentos (NAYAK et al., 2010).

Na aquicultura, os probidticos foram empregados inicialmente para melhorar o
desempenho e a resisténcia a doengas, porém, eles podem favorecer a decomposi¢do da matéria
orgénica promovendo a reducdo dos niveis de nitrogénio, fosforo e de aménia (NAYAK et al.,
2010). A espécie Saccharomyces cerevisiae melhora o desempenho produtivo e 0s aspectos
imunologicos dos peixes por conter compostos imunoestimulantes, dentre eles: b-glucano,
acidos nucléicos, mananoligossacarideo e quitina (GOPALAKANNAN; ARUL, 2010).

Os micro-organismos probioticos atuam modificando a composi¢do das comunidades

microbianas nos ambientes onde sdo inseridos. O efeito da aplicagcdo de probidticos ndo esta
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relacionado a um Unico mecanismo. Os benéficos estdo relacionados a varios processos inter-
relacionados ou dependentes. Entre os principais mecanismos de acdo descritos para
probidticos utilizados na aquicultura, estdo incluidos os seguintes: a capacidade de colonizar e
aderir ao trato intestinal, modulacdo do sistema imunoldgico, producdo de compostos
benéficos, a producdo de substancias antagdnicas aos patdgenos e a melhoria da qualidade do
ambiente aquatico (TOLEDO et al., 2018).

Nesse contexto, a acdo dos probidticos pode ocorrer diretamente no hospedeiro ou de

forma indireta, através da melhoria da qualidade ambiental (Figura 2).
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Fonte: Lazado et al. (2015).
Figura 2. Mecanismos de acao dos probidticos no camardo e no meio ambiente.

A colonizacdo e adesdo dos micro-organimos probidticos ao trato gastrointestinal nos
camardes esta relacionada a sua sobrevivéncia no muco entérico, sendo decisivo 0
estabelecimento da microbiota intestinal. Essa capacidade de aderir é realizada tanto por
bactérias probidticas, quanto por patdgenos. No caso dos probidticos, é uma caracteristica
decisiva para sua selecdo e aplicacdo na aquicultura (LAMARI et al., 2014; VIEIRA et al.,
2016), enquanto para patogenos a capacidade aderir estd relacionado a viruléncia e é
considerado o primeiro passo para uma infeccdo (DEFOIRDT, 2014).
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Na aquicultura, os micro-organismos isolados de animais cultivados ou do ambiente tém
maior capacidade de aderir ao muco gastrointestinal e tecidos. Por esse motivo, a acdo de muitos
probidticos sdo geralmente transitorios e precisam ser administrados de maneira continua, como
suplemento alimentar ou através da &gua para manter seu efeito bioldgico, a menos que sejam
desenvolvidos a partir de cepas isoladas do proprio ecossistema aquatico (NIMRAT et al.,
2011) no entanto, o isolamento desses micro-organismos devem ser avaliados, pois podem
colonizar outras espécies cultivadas, o que indica falta de especificidade para a colonizacdo do
trato digestivo (SANCHEZ-ORTIZ et al., 2016).

2.5 Estratégias para controle biologico de micotoxinas

O controle dos fatores que favorecem o crescimento fangico é considerado a melhor
alternativa para impedir os efeitos nocivos das micotoxinas na satde animal e humana, quando
ocorre o crescimento fangico e a producdo das micotoxinas, diferentes estratégias podem ser
utilizadas para reduzir o seu impacto sanitario, dentre estas estratégias existem os métodos
fisicos, quimicos e biologicos (KUPSKI et al., 2013). Os métodos biolégicos consistem no uso
de micro-organismos para promover a biotransformacdo em metabolitos menos toxicos
(AMEZQUETA et al., 2009), sendo utilizadas leveduras, bactérias e fungos nio toxigénicos
capazes de inibir as micotoxinas (KUPSKI et al., 2013), pois uma vez que as micotoxinas
estejam presentes nos alimentos, essas tornam-se estaveis (BRYDEN, 2012).

A espécie Aspergillus parasiticus possui a capacidade de deslocar a biossintese da
aflatoxina B, para a aflatoxina G ou vice-versa, conforme a variacdo da atividade de agua e da
temperatura do meio em que se encontra, demonstrando, assim, a influéncia dos fatores
ambientais na sintese das micotoxinas (SCHMIDT-HEYDT et al., 2012).

A detoxificacdo biologica por levedura € uma alternativa promissora para
descontaminacdo de alimentos por micotoxinas. Espécies de levedura, especialmente S.
cerevisiae, tém sido utilizadas em racGes para animais na forma de culturas ou liofilizadas. Isto
se deve ao fato de que micro-organismos que tém acdo probidtica, capacidade para adsorver
micotoxinas e inibir o crescimento de fungos toxigénicos. Neste sentido, pesquisadores
demonstraram os efeitos benéficos da ingestao destes micro-organismos, e estudos tém avaliado
a capacidade de adsorver as micotoxinas (HERANDEZ-MENDOZA et al., 2009; GONZALEZ
PEREYRA et al., 2009; RAHAIE et al., 2010; PINHEIRO et al., 2017).
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3 CAPITULO |

Isolamento e identificacdo molecular de leveduras do intestino do camarao branco do

Pacifico (Litopenaeus vannamei) cultivado em estuario tropical
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RESUMO

O conhecimento das leveduras provenientes da microbiota intestinal de camardes auxilia a
compreender sua participacdo na patogénese e salde desses animais em seus ambientes de
cultivo, que pode resultar em melhorias nas condi¢des sanitarias e no desempenho da producéo
dos mesmos. Esse trabalho objetivou isolar e identificar as leveduras da microbiota intestinal
do camardo branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei) cultivados em ambiente de estuério
tropical. Para tanto, foram adquiridos 40 camarGes, em seguida, os intestinos foram
individualizados. Foi realizado o isolamento das leveduras no Agar Extrato de Levedura
Peptona Dextrose (YPD) e a identificacdo molecular foi feita por um sistema de reacéo
utilizando um par de primers complementares a sequéncia ITS (ITS1 e ITS4) par 5.8S rDNA,
onde o segmento ITS é amplificado. Os resultados mostraram que é possivel isolar Candida
spp., Candida tropicalis, Rhodotorula sp., Saccharomyces cerevisiae e demonstrou pela
primeira vez que a Lodderomyces elongisporus pode estar presente no intestino de L. vannamei
em viveiros. Conclui-se que a microbiota intestinal de Litopenaeus vannamei cultivado em
ambientes de estuario tropical é composta pelas espécies Lodderomyces elongisporus e

Saccharomyces cerevisiae, em maior proporcdo que Candida sp. e Rhodotorula sp.

Palavras-chave: Candida spp., Lodderomyces elongisporus, Rhodotorula sp., Saccharomyces

cerevisiae.
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ABSTRACT

The knowledge of yeasts from the intestinal microbiota of shrimp helps to understand their
participation in the pathogenesis and health of these animals in their cultivation environments,
which can result in improvements in sanitary conditions and in their production performance.
This work aimed to isolate and identify yeasts from the intestinal microbiota of the Pacific white
shrimp (Litopenaeus vannamei) cultivated in a tropical estuary. For this, 40 shrimp were
purchased, then the intestines were individualized. Yeast isolation was performed on Peptone
Dextrose Yeast Extract Agar (YPD) and molecular identification was performed by a reaction
system using a pair of primers complementary to the ITS sequence (ITS1 and ITS4) pair 5.8S
rDNA, where the ITS segment is amplified. The results showed that it is possible to isolate
Candida spp., Candida tropicalis, Rhodotorula sp., Saccharomyces cerevisiae and
demonstrated for the first time that Lodderomyces elongisporus can be present in the intestine
of L. vannamei in nurseries. It is concluded that the intestinal microbiota of Litopenaeus
vannamei cultivated in tropical estuary environments is composed of the species Lodderomyces
elongisporus and Saccharomyces cerevisiae, in greater proportion than Candida sp. and

Rhodotorula sp.

Keywords: Candida spp., Lodderomyces elongisporus, Rhodotorula sp., Saccharomyces

cerevisiae.

INTRODUCAO

A aquicultura é um dos setores de producdo animal que mais cresce no mundo,
fornecendo meios de subsisténcia e boa seguranca alimentar (Garlock et al., 2020). Em 2016 a
carcinicultura atingiu 46,8% da producdo mundial de crustaceos representando 7,9 milhdes de
toneladas no ano (FAQ, 2018). A producéo brasileira teve seu apice em 2015, porém apresentou
um declinio entre 2016 e 2017, mas em 2018 iniciou recuperacédo atingindo 45.760 toneladas,
na qual concentra a maior parte da producéo nos estados do Rio Grande do Norte e Ceara, sendo
esses responsaveis por cerca de 71,7% do total produzido em 2018. O Piaui ocupa a quinta
posic¢do no ranking nacional e a sua producdo em 2018 chegou a 2.318 toneladas de camardes
(IBGE, 2018).

A producdo brasileira de camardes marinhos cultivados foi de 112.00 t no ano de 2020,
com crescimento expressivo de 24% em relacéo ao ano de 2019 (90.000 t) (ABCC, 2020). Esse
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resultado deve-se a sua capacidade de sobrevivéncia e adaptacdo aos ambientes marinhos e
desempenho zootécnico (TZUC et al., 2014; LI et al., 2019; LANFEN; LI, 2019).

A manutencdo do equilibrio da microbiota intestinal influencia na digestdo dos
alimentos, na absorcdo de nutrientes, na imunidade e na sanidade do camardo (OMAR et al.,
2012; CHEN et al., 2015; FAN et al., 2019).

Embora a microbiota intestinal do L. vannamei tenha sido amplamente pesquisada
(TZUC et al., 2014; Ll et al., 2019; FAN et al., 2019), ainda se necessita de mais estudos sobre
as espécies de leveduras presentes no intestino, suas inteiracdes com a fisiologia e o
desempenho produtivo do camarao.

Por serem micro-organismos eucariéticos e apresentarem parede celular rigida as
leveduras tém sido utilizadas com frequéncia na industria alimentar, biotecnolégica e producéo
de biomassa na obtengdo de micro-organimos com acdo probidtica, tornando-se organismos
modelo nas técnicas de manipulacdo genética, pesquisa molecular e bioldgica (NAYAK et al.,
2010) a fim de melhorar a satde dos animais durante a producao intensiva (OMAR et al., 2012).

Portanto, assim como em outros animais, as leveduras podem ser encontradas na
microbiota intestinal de animais invertebrados marinhos. Nesse sentido, objetivou-se isolar e
identificar leveduras da microbiota intestinal do camardo branco do Pacifico (Litopenaeus

vannamei) cultivado em ambientes de estuario tropical

MATERIAL E METODOS
Declaracéo de ética

Uma declaracdo de ética ndo foi necessaria para este trabalho. N&o foram
imprescindiveis permissdes especificas para os estudos de campo descritos, pois a espécie ndo

é ameacada ou protegida.

Coleta das amostras

Para realizar o isolamento e a identificacdo de leveduras com capacidade probiotica e
adsorvente de aflatoxina B1, foram utilizados 40 camardes da espécie Litopenaeus vannamei
com peso medio de 12 g obtidos despescados em uma fazenda carcinicultora localizada em Luis
Correia, Pl (2°56'52.5"S; 41°26'42.1"W).

Ap0s a despesca, os animais foram insensibilizados e o abate feito por choque térmico,

em seguida os camardes foram coletados randomicamente, colocados em sacos plasticos
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individuais e transferidos para caixa isotérmica com gelo para transporte. Posteriormente 0s
camarbes foram transportados para as instalacbes do Nucleo de Estudos, Pesquisas e
Processamento de Alimentos (NUEPPA), da Universidade Federal do Piaui, em Teresina, Pl
(5°02'32.3"S 42°47'04.3"W).

Isolamento e caracterizacéo das cepas de leveduras

No Laboratério de Microbiologia do NUEPPA, foi removido assepticamente o
cefalotérax em cdmara de fluxo laminar. Em seguida, o exoesqueleto da por¢do abdominal,
feita uma incisdo longitudinal no musculo flexor abdominal para exposicéo e remogédo completa
do intestino.

Na sequéncia, ap6s remocéo, o intestino foi cortado longitudinalmente para expor a
mucosa e posteriormente foi transferido para frasco contendo 150 mL de caldo extrato de
levedura peptona dextrose (YPD) que foi incubado em estufa B.O.D a 37°C por 48h para
enriquecimento (YANG et al., 2011).

Apobs o enriquecimento, o isolamento das leveduras foi realizado pelo método de
diluicdo decimal seriada com semeadura por espalhamento em superficie. Dilui¢des decimais
seriadas foram realizadas em tubos com caldo extrato de levedura peptona dextrose (YPD) até
10°°. Para o isolamento seletivo de leveduras aliquotas com 0,1 mL das respectivas diluicdes
foram semeadas em agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) e agar YPD. Todas
as placas foram incubadas em estufas B.O.D a 37°C por 48 h (PITT; HOCKING, 2009). Para a
obtencdo de cultivos puros, cada colénia de levedura isolada foi repicada em placas de YPD
pelo método de esgotamento por estrias e logo apds os cultivos semeados em agar Extrato de
Malte (MEA) para posterior identificacdo das espécies (KURTZMAN; FELL, 1998; PITT;
HOCKING, 2009).

Identificagcdo molecular e selecéo das cepas
Extracdo de DNA

As cepas isoladas foram ressuspendidas em 100 pL. de tampao de lise, incubadas em
banho-maria a 65°C por 35 minutos. No protocolo de extragdo, foi utilizado: 200 pL de
cloroféormio: alcool isoamilico (24:1), 70 uL de isopropanol, 200 pL de etanol a 70%. Os tubos
contendo os pellets foram deixados em temperatura ambiente para secagem “overnight”, sendo
0 pellet depois eluido em 50 puL Buffer TE (TRIS-HCL 10 mM, EDTA 1,0 mM, pH 8,0),
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incubados em estufa a 37°C. A seguir, o0 DNA obtido foi dosado em espectrofotometro
NanoDrop® (ND-1000; 220 a 750nm) da Thermo Scientific e diluido até atingir a concentracéo
aproximada de 200 ng/ pL.

Purificacdo dos produtos de PCR e reagdes de sequenciamento

Todos os perfis moleculares obtidos foram selecionados e submetidos a um sistema de
reacdo usando um par de primers complementares a sequéncia ITS, par ITS1 (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') par 5.8S
rDNA, onde o segmento ITS é amplificado. A reacéo foi realizada em um volume final de 50
uL contendo 5,0 uL. de tampao de PCR 10X (MBI Fermentas), 3,0 uL. de MgCl2 25 mM (MBI
Fermentas), 1,0 pL. de dNTP 2,5 mM (Invitrogen, USA), 1,0 uL do primer NL1 10 pmol
(Invitrogen, USA), 1,0 uL do primer NL4 10 pmol (Invitrogen USA), 0,2 uL de tag DNA
polimerase 1,25 U (MBI Fermentas) e 1,0 uL. de DNA. O volume da reacao foi ajustado com a
adicdo de agua deionizada.

Para a reacdo, foi utilizado um termociclador PCR Express (Valpo protect - Eppendorf)
e ocorreu nas seguintes condicdes: desnaturacdo 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 extenséo 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-documentagdo (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 uLL de EDTA 125 mM e 135
uL de etanol absoluto. Esta mistura foi submetida a centrifugacdo com rotacao 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 homogeneizagdo por inversdo. Apods
centrifugagdo (Microcentrifuga de bancada, Nova Instruments) a 13.000 rpm por 10 minutos,
0 sobrenadante foi descartado novamente e o restante do etanol foi secado por 20 minutos a
37°C. O DNA entao foi ressuspendido em 10 uL de agua deionizada estéril q.s.p. O produto
obtido foi dosado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Thecnologies) para ser utilizado nas

reacOes de sequenciamento.
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O sequenciamento das amostras foi realizado na empresa ACTGene Anélises
Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o
sequenciador automatico AB 3500 Genetic Analyzer equipado com capilares de 50 cm e
polimero POP7 (Applied Biosystems). Os DNA-moldes foram marcados utilizando-se 2,5 pmol
de primer especifico e 0,5 pL do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems) em um volume final de 10 pL.

As reacOes de marcacdo foram realizadas em termociclador LGC XP Cycler com uma
etapa de desnaturagéo inicial a 96 °C por trés minutos seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10
segundos, 55 °C por cinco segundos e 60 °C por quatro minutos. Uma vez marcadas, as amostras
foram purificadas pela precipitacdo com isopropanol a 75% e lavagem com etanol a 60%. Os
produtos precipitados foram diluidos em 10 pL. de formamida Hi-Di™ (Applied Biosystems),
desnaturados a 95 °C por cinco minutos, resfriados em gelo por cinco minutos e eletroinjetados
no sequenciador automatico.

Os dados de sequenciamento foram coletados utilizando-se o programa Data Collection
3 (Applied Biosystems) com os pardmetros Dye Set “Z”; Mobility File
“KB 3500 POP7 BDTv3.mob”; BioLIMS Project “3500 Projectl”; Run Module 1
“FastSeq50 POP7 50cm _cfv _100; e Analysis Module 1 “BC-3500SR_Seq FASTA.saz”. Os
arquivos resultantes do Data Collection (abl; eletroferogramas) foram convertidos em arquivos
FASTA (seq; texto) pelo Sequence Analysis Software v. 6 (Applied Biosystems).

As sequéncias e comparagdes de rDNA 5.8S ITS foram analisadas utilizando o
programa BLASTn (Basic Local 562 Alignment Serch Tool - versdo 2.215 do BLAST 2.0)
disponivel no portal NCBI (http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), sendo comparadas com

outras depositadas no GenBank.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Figura 1 pode ser observado o gel correspondente a reagéo de PCR com iniciador

ITS1 e ITS4 utilizado para identificagdo das espécies por sequenciamento.
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C5 C6 C7 C9 C10 C12BC12A C14AC14BC15 C16 C17 CN Pd

Figura 1. Perfil de bandas obtidas com a reagéo de PCR utilizando o iniciador ITS1 e ITS4. Da
direita para a esquerda: (Pd) padrdo de peso molecular, (cn) controle negativo e as cepas de
leveduras C5 a C17 isolados do intestino de camardo branco do Pacifico (Litopenaeus

vannamei).

Dos 40 intestinos utilizados de Litopenaeus vannamei, foram isoladas 15 cepas de
leveduras e ap6s o sequenciamento, as cepas foram identificadas como Candida spp., C.
tropicalis, Lodderomyces elongisporus, Rhodotorula sp. e Saccharomyces cerevisiae (Tabela
1).
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Tabela 1. Espécies de levedura isoladas do intestino de camardo branco do Pacifico

(Litopenaeus vannamei)

Leveduras Cddigo da cepa Isoladas Frequéncia (%)
Candida spp. C12B 1 6,7
Candida tropicalis C2E 1 6,7

C5, C6, C7, C10,
Lodderomyces elongisporus  C14A, C14B, C15, C16 9 60,0

e C17

Rhodotorula sp. C12 A 1 6,7
Saccharomyces cerevisiae C2B,C2D e C9 3 20,0
Total 15 100,0

O presente estudo mostrou a prevaléncia de Lodderomyces elongisporus no intestino de
L. vannamei (tabela 1). Essa espécie ainda ndo havia sido descrita em trato intestinal de
camard@es, porém a sua presenca ja foi relatada em intestino de insetos (JI et al., 2009), em ragédo
para peixes no Piaui (PINHEIRO et al., 2018); em amostras de areia da praia e &gua do mar no
Rio de Janeiro e no Parand (MACIEL et al., 2019), associada a infec¢des da corrente sanguinea
em pacientes imunodeprimidos (AHMAD et al., 2013; AL-OBAID et al., 2018; LOCKHART
et al.,2008; DOGEN et al., 2017; LEE et al., 2018) e como agente etioldgico de endocardites
(DAVESON et al., 2012; AL-OBAID et al., 2018). Essa espécie de levedura ja foi reconhecida
como agente etioldgico capaz de causar infeccdo grave em seres humanos, entretanto, foi pouco
descrita quanto aos seus fatores de viruléncia. Também ndo foram encontradas citagdes de
ocorréncia em enfermidades nos animais de producéo e sobre seu nicho ambiental.

A Saccharomyces cerevisiae foi outra especie isolada no intestino do L. vannamei
(tabela 1). Esse género também foi isolado no hepatopancreas e no intestino de L. vannamei em
Maoming, China (LI et al., 2019) e nas amostras de camardo comercializado em mercado
publico na Tailandia (CHALAD et al., 2018). A S. cerevisiae é uma levedura unicelular
considerada segura (GRAS), utilizada em inddstrias de bebidas e panificagdo. Tem sido
pesquisada para aplicacdo em estudos genéticos, biotecnolégicos e probidticos
(BRANDUARDI et al., 2008; NAYAK, 2011; FAKRUDDIN et al., 2017; PUPPALA et al.,


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0103-84782018000500750&script=sci_arttext#B8
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2019). Ja teve sua eficiéncia testada como adsorvente de aflatoxina B1 (PINHEIRO et al., 2017;
POLONI et al., 2017) e zearalenona (KELLER et al., 2015), e para hidrolisar a fitase
(PUPPALA et al., 2019).

Candida sp. e C. tropicalis foram cepas isoladas com menor frequéncia nessa pesquisa
(tabela 1). Também foram isoladas no trato digestivo de camardo da Amazodnia
(Macrobrachium amazonicum) (GATESOUPE, 2007; BRILHANTE et al., 2011; ROCHA et
al., 2014). Esse género foi isolado em camardes destinados ao consumo (CHALAD et al., 2018)
e nos intestinos de L. vannamei enfermos provenientes da carcinicultura (LI et al., 2019). Por
ser considerada um patdgeno oportunista, a Candida spp. pode causar infecgcGes nos camardes
cultivados expostos a condi¢des de estresse.

No intestino de L. vannamei foi isolada uma cepa de Rhodotorula sp. (tabela 1). Yang
et al. (2011) isolaram sete espécies de Rhodotorula nas amostras de intestinos, branquias e
estdmagos do L. vannamei. Xie et al. (2015) pesquisaram leveduras no intestino de Litopenaeus
vannamei e seu ambiente de cultivo, os autores isolaram Rhodotorula mucilaginosa apenas nas
amostras de lama dos viveiros. Yang et al. (2015) adicionaram Rhodotorula sp. na alimentacéo
de pepinos marinhos (Apostichopus japonicus), essa levedura foi capaz de colonizar o intestino
deles, melhorando o desempenho e a resisténcia a doenga infec¢do causada por Vibrio
splendidus. Considerando-se que essa bactéria também pode infectar e causar enfermidades nos
camardes cultivados (JAYASREE et al., 2006).

Dessa forma, a identificacdo de leveduras presentes na microbiota intestinal de L.
vannamei pode favorecer a compreensdo da fisiologia digestiva e de aspectos profilaticos para
enfermidades. Essa pesquisa demonstrou pela primeira vez que a Lodderomyces elongisporus
pode estar presente no intestino de L. vannamei em viveiros. Também foram isoladas cepas de
Candida sp. e C. tropicalis que sdo potencialmente patogénicas. Dessa forma, devido ao
potencial patogénico dessas leveduras, € necessario pesquisar suas provaveis interferéncias na
sanidade dos L. vannamei cultivados.

Rhodotorula sp. e Saccharomyces cerevisiae que também foram isoladas, podem
possuir caracteristicas de protecdo para enfermidades dos L. vannamei cultivados, por esse
motivo, devem ser pesquisadas quanto ao desempenho produtivo, a capacidade probidtica e

adsorvente de toxinas presentes na racao e as de origem ambiental.
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CONCLUSAO
Conclui-se que a microbiota intestinal de Litopenaeus vannamei cultivado em ambientes
de estuario tropical é composta pelas espécies Lodderomyces elongisporus e Saccharomyces

cerevisiae em maior propor¢édo que Candida sp. e Rhodotorula sp.
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RESUMO

Objetivou-se nesta pesquisa realizar o teste in vitro da capacidade probidtica e adsorvente de
aflatoxina B1 (AFB;1) de trés cepas de Saccharomyces cerevisae isoladas do microbiota
intestinal do camardo branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei). As cepas foram submetidas
aos testes probidticos in vitro: autoagregacdo, coagregacdo, atividade antibacteriana, inibicdo
homdloga, toleranciaao pH 2,0 e 7,0, tolerancia aos sais biliares em pH 7,0 e adsorcao de AFB;.
Todas as cepas apresentaram habilidade de autoagregacdo e coagregacdo com bactérias
patogénicas testadas (Aeromonas hidrophyla; Escherichia coli; Staphylococcus aureus;
Streptococcus agalactie) e foram capazes de inibir a multiplicacdo delas. No ensaio de inibicédo
homdloga ndo houve inibigdo entre as cepas. Todas foram tolerantes ao pH 2,0 durante 12 horas
de incubacdo sem afetar a viabilidade das células ao final do teste. Na presenca de sais biliares,
apresentaram células viadveis apds 12h de ensaio. Os resultados demonstraram que todas as
cepas de S. cerevisiae isoladas do microbiota intestinal do L. vannamei possuem potencial
probidtico e adsorvente, com destaque para a cepa C9, que demonstrou melhor capacidade de
adsorcéo de AFB;.

Palavras-chave: Aeromonas hidrophyla, atividade antibacteriana, Escherichia coli,

Litopenaeus vannamei, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactie.
ABSTRACT

The objective of this research was to perform the in vitro test of the probiotic and adsorbent
capacity of aflatoxin B1 (AFB1) of three strains of Saccharomyces cerevisae isolated from the

intestinal microbiota of the Pacific white shrimp (Litopenaeus vannamei). The strains were
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submitted to in vitro probiotic tests: self-aggregation, coaggregation, antibacterial activity,
homologous inhibition, tolerance to pH 2.0 and 7.0, tolerance to bile salts at pH 7.0 and
adsorption of AFB1. All strains showed ability to self-aggregate and coaggregate with tested
pathogenic bacteria (Aeromonas hidrophyla; Escherichia coli; Staphylococcus aureus;
Streptococcus agalactie) and were able to inhibit their multiplication. In the homologous
inhibition assay, there was no inhibition between strains. All were tolerant to pH 2.0 during 12
hours of incubation without affecting cell viability at the end of the test. In the presence of bile
salts, they showed viable cells after 12 hours of testing. The results showed that all strains of S.
cerevisiae isolated from the intestinal microbiota of L. vannamei have probiotic and adsorbent

potential, with emphasis on the C9 strain, which showed better adsorption capacity for AFB;.

Keywords: Aeromonas hidrophyla, antibacterial activity, Escherichia coli, Litopenaeus
vannamei, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactie.

INTRODUCAO

A aquicultura no Brasil vem crescendo a cada ano e se tornando uma importante fonte
de producéo de alimento de origem animal, gerando renda, emprego, com seguranca alimentar
e sustentabilidade (SILVA et al., 2021). A utilizacdo de aditivos probioticos em ra¢fes vem se
tornando uma estratégia importante para esse crescimento, pois fornece melhor desempenho e
crescimento dos animais, e consequentemente menos gastos com insumos e maior retorno
econdmico aos produtores (SILVA, 2020).

Algumas leveduras, tais como a Saccharomyces cerevisae, destacam-se como micro-
organismos probioticos devido as seguintes caracteristicas principais: possuem capacidade
antibacteriana, contém compostos imunoestimulantes (ARMANDO et al., 2011; CARUFFO et
al., 2015) e atuam como agentes descontaminantes de micotoxinas (ARMANDO et al., 2011;
PIZZOLITTO et al., 2012; KELLER et al., 2015; PFLIEGLER et al., 2015; POLONI et al.,
2017; PINHEIRO et al., 2017; PINHEIRO et al., 2020).

Micotoxinas sdo metabdlitos secundarios toxicos produzidos por fungos filamentosos
dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium. Elas séo estaveis a temperaturas superiores a
100°C utilizadas durante o processamento de alimentos e a valores de pH &cido do suco gastrico
dos animais. Quando presentes nos alimentos podem representar risco para a sanidade,

causando micotoxicoses agudas e crénicas. Por esse motivo, podem causar perdas econdmicas
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consideraveis pela reducio dos pardmetros de eficiéncia na producdo animal (MIDIO;
MARTINS, 2000; BULLERMAN; BIANCHINI, 2007; MAZIERO; BERSOT, 2010;
PEREYRA et al., 2010; PFLIEGLER et al., 2015; RIBEIRO et al., 2015; MATEJOVA et al.,
2016).

Dentre as micotoxinas, as aflatoxinas sdo produzidas principalmente por Aspergillus
flavus e A. parasiticus, destacando-se os tipos Bi, B2, G1 e G2, com a aflatoxina B: (AFB:1)
sendo a mais prevalente e biologicamente ativa dentre as aflatoxinas, considerada o metabolito
mais toxico para maioria dos animais, responsavel por desencadear efeitos teratogénicos,
hepatotoxicos, mutagénicos, carcinogénicos e imunossupressivos (CARDOSO FILHO;
MURATORI, 2011; ROCHA et al., 2014; ANATER et al., 2016; MATEJOVA et al., 2016).

Por esse motivo, faz-se necessario o uso de medidas de controle tais como: prevencgédo
da contaminagé@o e multiplicacdo dos fungos nos alimentos; a descontaminacdo de alimentos
contaminados por micotoxinas; adsor¢éo e inativagao das micotoxinas no trato gastrointestinal.
Dentre as medidas de controle de micotoxinas, destaca-se o uso de técnicas bioldgicas, como a
detoxificacdo realizada por leveduras que possuam capacidade probidtica. Essa técnica
representa uma promissora estratégia, visto que estes micro-organismos quando adicionados
aos alimentos contaminados sdo capazes de adsorver micotoxinas, propiciando a reducdo da
guantidade destes agentes tdxicos, além de sua acdo fermentativa possibilitar que o alimento
ndo tenha seu valor nutricional afetado de maneira significativa e a palatabilidade ndo seja
comprometida (MALLMANN et al., 2006; PIZZOLITTO et al., 2012; RAHAIE et al., 2012;
RIBEIRO et al., 2015)

Pelo exposto, objetivou-se com o presente estudo avaliar a capacidade probiotica e o
potencial adsorvente in vitro de aflatoxina Bi1 por Saccharomyces cerevisiae isoladas do

microbiota intestinal do camar&o Branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei).

MATERIAL E METODOS
Cepas de leveduras

Foram utilizadas trés cepas de Saccharomyces cerevisiae (C2B, C2D e C9) isoladas de
intestinos do camardo branco do Pacifico (Litopenaeus vannamei) cultivados no litoral
piauiense. Essas cepas foram isoladas e identificadas por sequenciamento e fazem parte da
Micoteca do Nucleo de Estudos, Pesquisa e Processamento de Alimentos (NUEPPA), Centro
de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do Piaui.
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As cepas de S. cerevisiae foram submetidas aos testes in vitro para avaliacdo de seu
potencial probidtico: inibicdo homodloga, autoagregacdo, coagregacdo, atividade
antimicrobiana. Posteriormente, as leveduras foram submetidas ao teste de adsorcdo de AFB:.
Os ensaios de viabilidade as condi¢bes gastrointestinais foram realizados simulando
artificialmente as condigfes de pH e o tempo de passagem do alimento utilizado para 0s

camaroes.

Avaliacdo do potencial probiético
Inibicdo homologa

Para este ensaio, as trés cepas de Leveduras foram enfrentadas entre si utilizando o
método de estrias cruzadas descrito por Muzzolon (2010). A partir de tubos de MEA
previamente semeados, com cada um dos isolados de leveduras, foram realizadas suspensoes
de 107 células mL™?, a padronizagéo feita a cAmara de Neubauer. Cada cepa foi semeada em
uma 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 exposicéo a vapores de cloroférmio durante 10 minutos. Posteriormente,
as diferentes cepas foram 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¢cao de crescimento (> 5
mm) ao redor da estria central, e negativas quando se detectava auséncia de halo ou inibi¢do (<

5 mm).

Capacidade de autoagregacao

A capacidade de autoagregacao foi realizada segundo a metodologia descrita por Kos et
al. (2003). Previamente realizou-se a contagem de células de leveduras utilizando uma camara
de Neubauer dupla espelhada (Herka®) para padronizagéo 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. Apos o periodo de incubacédo foram centrifugadas a 5.000 rpm durante 10 minutos, sendo
0 sobrenadante descartado e as células lavadas com tampé&o fosfato salino (PBS) com pH 7,2.
Os pellets resultantes foram ressuspendidos em 4,0 mL do mesmo PBS e submetidos a
homogeneizacdo em agitador tipo vortex.
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Para avaliar a capacidade de autoagregacéo, o contetdo 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 medicéo
da densidade 6ptica (DO) em espectrofotdmetro (Biospectro Modelo SP-220) a 600nm. A DO
inicial foi padronizada para aproximadamente 0,5. A porcentagem de autoagregacdo foi
expressa pela seguinte férmula:

Capacidade de autoagregacdo% = [1 — (DOfinal/DOinicial)] x 100

Onde:

DOfinal= Densidade otica final

DOinicial= Densidade otica inicial

Tabela 1. Interpretacdo dos resultados de autoagregacao

Resultado Agregacao (%)
) <60
(+) <80 >60
(++) > 80

Fonte: Kos et al. (2003).

Capacidade de coagregacao

A preparagéo das suspensdes de leveduras para coagregacédo foi a mesma utilizada para
0 ensaio de autoagregacdo e a metodologia deste teste foi realizada como descrito por Handley
et al. (1987). Foram utilizados quatro micro-organismos patogénicos cedidos pela colecdo de
referéncia da Vigilancia Sanitaria-CMRVS, FIOCRUZ-INCQS, Rio de Janeiro, RJ: As cepas
utilizadas foram: Aeromonas hydrophila INQS 00318 (IOC/FDA 110-36); Escherichia coli
INQS 00033 (ATCC 25922); Staphylococcus aureus INQS 00015 (ATCC 25923);
Streptococcus agalactiae INQS 00128 (ATCC 27853).

Foi realizado um cultivo de cada bactéria patogénica em caldo cérebro coragdo (BHI) e
incubado por 24 horas a 37 °C, a seguir cada cultivo foi centrifugado a 5.000 rpm durante 10
minutos. Na sequéncia descartou-se o sobrenadante e as células foram ressuspensas em PBS
(pH 7,2).

O teste de coagregacdo foi realizado em duas etapas: teste visual e teste de coagregacao

espectrofotométrica.


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1472-765X.2009.02684.x#b22
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No ensaio visual de coagregacdo as cepas testadas foram cultivadas em caldo cérebro
coracdo (BHI) e incubado por 24 horas a 37 °C, a seguir cada cultivo foi centrifugado a 5.000
rpm durante 10 minutos. Na sequéncia descartou-se o sobrenadante e as celulas foram
ressuspensas em PBS (pH 7,2). Amostras (0,2 ml) de cada suspensdo bacteriana foram
misturadas em tubo Falcon, homogeneizada em vortex, depois permaneceram em temperatura
ambiente.

Os escores de coagregacao foram lidos apds duas horas, agitando as suspensdes em
vortex, depois os tubos foram agitados suavemente seis vezes para maximizar a floculacdo
causada pela agregacéo interbacteriana (coagregacao). Foi atribuido as suspens@es bacterianas
0 escore de coagregacao de 0 a 4+ proposto por Cisar et al. (1979) demonstrada na tabela 2. Os
tubos de controle consistiram em 0,2 mL de cada suspensdo bacteriana mais 0,2 mL de tampé&o
com CacCly, para verificar a autoagregacéo. As experiéncias foram repetidas para confirmar as
pontuagdes.

Tabela 2. Escores para interpretacdo qualitativa dos resultados de coagregacdo das bactérias

pelo teste visual proposto por Cisar et al. (1979)

Escore Interpretacdo dos coagregados
0 Auséncia de coagreado visivel em suspensao
+ Coagregados uniformes muito pequenos em suspensao, geralmente

visiveis apenas em lupa

++ Coagregados definidos de facil visualizagdo, com suspensdo turva sem

sedimentacgéo
+++ Coagregados grandes formados com pouca sedimentagéo

++++ Coagregados grandes que se formam rapidamente, deixando um

sobrenadante definido

Para quantificar a extensdo da coagregacdo foram realizadas diluicdes com a mesma
solucgéo tampéo para ajustar a concentracdo final tanto de leveduras quanto de bactérias a DOgoo
nm = 0,5. Posteriormente, volumes iguais (2,0 mL) de leveduras e bactérias patogénicas foram

misturados em tubos estéreis, homogeneizados em vortex QL901 (Vertex®) e incubados a 37°C
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durante duas horas sem agitacdo. Em seguida, o sobrenadante da mistura descrita acima (DOnmix)
e dos tubos controle com suspensdes de leveduras (DOevedura) € bactérias (DOpatsgeno) tiveram a
absorbancia medida a 600 nm. Para determinacdo da porcentagem de coagregacdo foi aplicada
a formula proposta por Handley et al. (1987)

Coagregacao% = [1 — DOMix / (DOPatogeno + DOLevedura / 2)] x 100

Onde:

DOwix= Densidade otica da mistura levedura + patdgeno;

DOpatsgeno= Densidade 6tica do patdgeno

DOlevedura= Densidade Otica da levedura

Atividade antimicrobiana

As cepas de leveduras foram testadas para a producgédo de substancias antimicrobianas
contra bactérias patogénicas 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:
Aeromonas hydrophila INQS 00318 (IOC/FDA 110-36); Escherichia coli INQS 00033 (ATCC
25922); Staphylococcus aureus INQS 00015 (ATCC 25923); Streptococcus agalactiae INQS
00128 (ATCC 27853). Padronizou-se a suspensdo de bactérias com auxilio de
espectrofotdmetro (Biospectro Espectrofotdmetro Sp-220) a 600nm para uma densidade 6tica
de 0,7. Apos padronizacdo, as bactérias foram semeadas em placas de agar nutriente incubadas
a 37°C por 48 h. Em seguida, semeou-se as bactérias testadas com swab na superficie da placa
de Petri com 150 x 15 mm com agar Mueller-Hinton.

Em condicdes assépticas foram removidos discos com 14 mm de diametro do agar YPD
com as leveduras cultivadas. Esses discos foram distribuidos sobre a superficie da placa de Petri
com 150 x 15 mm com &gar Mueller-Hinton previamente semeada com as bactérias teste, sendo
a seguir incubadas a 37°C por 24 horas. Cada tratamento foi realizado em duplicata. A
interpretacdo dos resultados foi realizada ap6s incubacdo, pelo surgimento ou ndo de halos de
inibicdo, indicando o efeito inibitdrio de um micro-organismo sobre o outro. Os didmetros de
zonas de inibicdo do crescimento em torno das placas de &gar foram medidos e para
interpretacdo dos resultados foi utilizado o valor Pz (a/b) que é expresso pela razéo entre o
diametro do poco (a) e o diametro do poco mais o didametro do halo de precipitagdo em torno
da area de protedlise (b). Essa atividade foi classificada em quatro categorias: Pz = 1,000 ndo
houve atividade antimicrobiana; Pz entre 0,999 a 0,7000 baixa atividade antimicrobiana; Pz


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1472-765X.2009.02684.x#b22
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entre 0,699 a 0,400 atividade moderada e Pz entre 0,399 a 0,100 atividade antimicrobiana
elevada (RAMOS et al., 2015).

Tolerancia a pH &cido e aos sais biliares

Para a determinacdo da viabilidade e tolerancia das cepas de leveduras as condic¢Ges do
intestino de L. vannamei que tem valores de pH 7,0 (ALEXANDRE et al., 2014). Realizou-se
o teste com valores de pH variaveis (2,0; 7,0 e 7,0 com sais biliares).

Foram realizadas suspensdes de cada uma das cepas isoladas (C2B, C2D e C9) em &gua
peptonada para obter a concentragio de 107 células mL™ utilizando uma cAmara de Neubauer,
seguindo a proposta de Van Der et al. (2005), com algumas modifica¢es. Logo em seguida,
100 pL desta solucdo foram adicionados a 900 pL. de caldo YPD ajustado a pH 2,0 pela adigdo
de &cido cloridrico PA. 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: zero (controle), quatro,
oito e 12horas para retirada de aliquotas de 100 pL e contagem de células viaveis pela diluigdo
decimal e semeadura por espalhamento em superficie de agar YPD. As placas foram incubadas
durante 24h a 37 °C e o ensaio foi realizado em duplicata.

O caldo YPD suplementado com bile de boi a 0,5% (Sigma — Aldrich®) foi ajustado
para pH 7,0 (pela adicdo de solucédo de hidréxido de sodio 1M). Ao final dos diferentes tempos
de incubacdo: zero (controle) quatro, oito e 12 horas, foram retiradas aliquotas de 100 uL para
a contagem de células viaveis pela diluicdo decimal e semeadura por espalhamento em
superficie de 4gar YPD. As placas foram incubadas durante 24h a 37 °C e o ensaio foi realizado
em duplicata.

Controles do teste de tolerancia a pH foram realizados submetendo-se cada cepa ao
mesmo procedimento descrito anteriormente, porém com inoculacdo em caldo YPD com pH

7,0 e sem acréscimo da bile de boi.

Ensaio de adsor¢do de AFB:1

O ensaio de adsorcdo de AFB; foi realizado de acordo com Bueno et al. (2007) e Poloni
et al. (2015), com modificacBes. A solucéo inicial de AFB; utilizada no ensaio foi ressuspensa
em acetonitrila a partir de um extrato seco do nucleo de AFB1. Solugdes estoques de AFB1 (25
e 50 ng.mL™?) foram preparados em PBS (pH 2,0 e 7,0). As leveduras utilizadas no ensaio foram
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previamente preparadas em caldo YPD e logo apds 48 horas, o seu crescimento foram
padronizadas com o auxilio da cdmara de Neubauer em 107 células mL™.

Em seguida, aliquotas de 1,0mL desta solucdo foram transferidas para microtubos,
submetidos a centrifugacdo durante 15 min a 5000 rpm a temperatura ambiente. Logo apds,
foram lavados com agua destilada e submetidos novamente a centrifugacéo. Foram adicionados
1,0 mL da solucéo de PBS pH 2,0 contendo AFB3, e incubados a 30°C por 30 minutos e agitados
manualmente. Em seguida, foram centrifugados e os pellets adicionados a 1,0 mL de PBS em
pH 7,0 contendo AFB; nas concentracdes testadas (25 e 50 ng.mL™).

Os microtubos foram incubados 30°C por 60 minutos por e submetidos a agitacao
manual a cada cinco minutos. ApoOs este periodo, as células foram sedimentadas por
centrifugacdo durante 15 min a 5000 rpm a temperatura ambiente, e 0 sobrenadante contendo
micotoxinas ndo ligadas foi recolhido e armazenado para analise do percentual de adsorcao por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os controles positivos (somente AFB1) e
controles negativos (somente PBS) foram incluidos no ensaio. O experimento foi conduzido
em duplicata.

Para a deteccdo e quantificacdo de AFB1, utilizou-se um Cromatdgrafo Liquido de Alta
Eficiéncia (Detector de fluorescéncia RF-10AXL-SHIMADZU), com excitagdo e emissdo de A
360 nm e 440 nm, respectivamente e com volume de injecdo de 20 pL (TRUCKSESS et al.,
1994), equipado com coluna de fase reversa de silica gel C18 (coluna SHIM-PACK VP-ODS
150 x 4,6 mm com tamanho de particula 5 pm). Para analise, utilizou-se uma aliquota de 100
puL do extrato da amostra, que foi acrescida de 350 pL de solucdo derivatizante, composta por
acido trifluoroacético: acido acético glacial: agua (20:10:70, v/v). Como fase mdvel, utilizou-
se um sistema isocratico acetonitrila: metanol: agua (17:17:66 v/v) a uma vazao de 1,5 mL.min
1.

A curva analitica da aflatoxina foi realizada por medicéo das areas e sua interpolacéo a
uma curva de calibragdo construida com diferentes concentracdes de padrdo de AFB;,
dissolvida em acetonitrila, de onde foram extraidos os limites de deteccdo a 0,4 ng.g™ e limite
de quantificacdo a 1,2 ng.g?! da técnica. As quantificaces de AFB; adsorvidas foram
estabelecidas por meio da correlacéo entre as areas dos picos das amostras e da curva padrao.
Para o calculo dos percentuais de adsorcdo, utilizou-se a seguinte formula:

Adsor¢do % = (area do sobrenadante / area da toxina no controle positivo) x 100.
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Andlise Estatistica

Os tratamentos foram distribuidos em um delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3x4 (trés cepas de leveduras; quatro tempos de viabilidade/quatro cepas de
bactérias patogénicas) com duas repeticbes por tratamento, para os testes de viabilidade,
coagregacéo e atividade antimicrobiana. Para o teste de adsor¢éo foi utilizado um esquema
fatorial 3x2 (trés cepas de leveduras; duas concentracdes de AFB1), com duas repeticdes por
tratamento. As contagens de col6nias obtidas no teste de viabilidade as condicOes
gastrointestinais foram analisadas e o nimero de células de levedura transformado em escala
logaritmica logi0**? e depois aplicada & anélise de variancia. Os dados obtidos (coagregacio,
viabilidade e adsor¢do de AFB;:) foram analisados segundo os procedimentos do software
SAS® University Edition, e submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o
procedimento PROC GLM e comparacdo de médias na andlise dos parametros foi realizada
utilizando o teste de comparacdo de médias de Tukey considerando-se um nivel de 5% de

significancia (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A inibicdo homologa permite que cepas diferentes possam ser utilizadas em conjunto
para atuarem como probidticas (DE ANGELIS et al., 2006). Esse ensaio com as cepas de
Saccharomyces cerevisiae isoladas da microbiota intestinal de L. vannamei, demonstrou que
elas se desenvolveram naturalmente entre as estrias nas placas sem inibic&o entre elas. Outras
cepas de S. cerevisiae isoladas em ambiente de piscicultura cultivadas in vitro (PINHEIRO et
al., 2020) também tiveram comportamento semelhante de inibicdo homologa. Dessa forma,
cepas de S. cerevisiae podem ser utilizadas individualmente ou em conjunto quando néo
apresentarem inibig&o entre si.

O atributo autoagregacao refere-se a capacidade que a levedura tem para aderir as
células epiteliais da mucosa gastrointestinal (NEWAJ-FYZUL et al., 2014), representando uma
caracteristica desejavel para espécies probidticas (MUZZOLON, 2010). Os resultados da
autoagregacao das cepas de S. cerevisiae isoladas da microbiota intestinal de L. vannamei estéo

expressos na Tabela 3.
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Tabela 3. Percentual da capacidade auto-agregativadas das cepas de S. cerevisiae isoladas da

microbiota intestinal de L. vannamei

Cepas de S. cerevisiae ~ Autoagregacdo (%) Escore de Agregacdol CV (%)

C2B 70,44 +£5,8 + 8,19
C2D 70,3% £ 8,4 + 11,93
C9 50,4° + 0,2 - 0,36

Médias seguidas de letras mintsculas diferentes na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

(p<0,05). }(-): agregacio < 60, (+): agregacdo > 60 e < 80, (++): agregagio > 80. Dados da autoagregagio expressos em média * desvio padrio.

Observa-se que houve diferenca significativa (P< 0,05) entre as cepas de S. cerevisiae
quanto a capacidade de autoagregacdo (tabela 3), com destaque para as cepas C2B e C2D. Essa
capacidade pode variar conforme a cepa e o local em que foram isoladas, por exemplo: cepas
de levedura seca de cervejaria e de ambiente de piscicultura com valores entre 76,0% e 87,1%
(PINHEIRO et al., 2020); silagem de milho e de intestino de suinos 85,3% a 97,9%
(ARMANDO et al., 2011), alimentos para frangos entre 68,4 e 84,7% (PIZZOLITTO et al.,
2012) e alimentos fermentados entre 81,2 e 91,9% (OGUNREMI et al., 2015). Dessa forma, 0s
percentuais de autoagregacao obtidos (tabela 1) indicam que nem todas as cepas de S. cerevisiae
possuem capacidade de autoagregacéo.

A capacidade dos micro-organismos probidticos em coagregarem com bactérias
patogénicas favorece a prevencdo de enfermidades principalmente pela formacdo de uma
barreira que dificulta a adesdo das células microbianas patogénicas no Iimen intestinal
(COLLADO et al., 2008; BINETTI et al., 2013; ABBASILIASI et al., 2017). Os resultados
obtidos para avaliacao da capacidade coagregativa das cepas de S. cerevisiae estdo descritos na
tabela 4.
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Tabela 4. Resultados de coagregacdo bacteriana e do percentual da capacidade coagregativa

entre as cepas S. cerevisiae isoladas da microbiota intestinal de L. vannamei e as cepas de

bactérias patogénicas testadas

bactérias testadas

Cepas de Saccharomyces cerevisae

C2B c2D C9
Aeromonas hidrophyla 241"+ 45 34234 +22 3403 +0,1
Streptococcus agalactie  35,8%°A+ 45 40,234 +23 32,1%+0,3
Staphylococcus aureus 50,7 + 4,5 40,84+ 47 37,24 +0,1
Escherichia coli 40,07 + 3,6 23,0 +28 38,924 +0,3
Escore +++ ++ ++

Meédias seguidas de letras minGsculas diferentes na mesma linha e letras maitsculas na mesma coluna diferem significativamente entre si pelo

teste de Tukey a 1% de probabilidade (P = 0,019). Dados expressos em média + desvio padréo.

Todas as cepas de Saccharomyces isoladas da microbiota intestinal de L. vannamei
apresentaram 3+ como escore qualitativo de coagregacao com as bactérias patogénicas testadas,
e percentuais de coagregacéo superiores a 23%. De um modo geral, as cepas testadas tiveram
resultados coagregativos semelhantes (P<0,05) com bactérias patogénicas, entretanto pode-se
verificar que a cepa C2B ndo teve boa capacidade de agregacdo para Aeromonas hidrophyla,
quanto foi para o Staphylococcus aureus. Pinheiro et al. (2020) também observaram que cepas
de Saccharomyces cerevisiae possuiam capacidades de coagregacdo diferentes com o0s
sequintes percentuais: 45,7% Escherichia coli, 42,0% Staphylococcus aureus e 59,5%
Pseudomonas spp. Pizzolito et al. (2012) em pesquisa com cepas de S. cerevisiae obtiveram 1,2
% al4,9% para Escherichia coli e 25,3 a 36,0% para Staphylococcus aureus. Estes resultados
sugerem que a habilidade para coagregar das leveduras esta relacionada com a sua competéncia
para estabelecer ligaces com micro-organismos, por esse motivo, a capacidade coagregativa
da Saccharomyces cerevisae pode variar conforme suas caracteristicas individuais, espécie
bacteriana testada e linhagem.

Pode-se observar na tabela 5, que as cepas de Saccharomyces testadas demonstraram
capacidade semelhante (P = 0,667) para inibir o crescimento dos patdgenos utilizados no ensaio.
Entretanto, o indice Pz demostrou que a atividade antagonista foi diferente conforme a cepa de
Saccharomyces utilizada e o patégeno testado. Sendo a C9 a Unica que apresentou atividade

antimicrobiana moderada para todas as bactérias testadas (Tabela 5). A cepa de S. cerevisiae



50

var. boulardii testada por Rajkowska et al. (2012) s6 apresentou atividade antibacteriana contra
Staphylocococcus aureus. No entanto, essa mesma espécie demostrou efeito inibitério quando
foi testada contra Salmonella spp. Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp. (PINHEIRO et
al., 2020) e Escherichia coli (ARMANDO et al., 2011; PINHEIRO et al., 2020) Salmonella
entérica e Enterobacter cloacae (ARMANDO et al., 2011). O antagonismo observado nas
cepas S. cerevisiae isoladas da microbiota intestinal do L. vannamei demonstra a capacidade de
inibicdo dos patdgenos testados.

Tabela 5. Atividade antimicrobiana (indice Pz) das cepas S. cerevisiae isoladas da microbiota

intestinal de L. vannamei sobre as cepas de bactérias patogénicas testadas

Bactérias testadas Cepas de Saccharomyces cerevisae
C2B Cc2D C9
E. Aeromonas hidrophyla 0,413% 0,4122 0,3842
Streptococcus agalactie 0,368% 0,3792 0,373%
Staphylococcus aureus 0,4172 0,4132 0,3732
Escherichia coli 0,384% 0,384% 0,395%

Médias seguidas de letras minusculas diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade
(P = 0,667). Interpretagdo do indice Pz: = 1,000 ndo houve atividade antimicrobiana; de 0,999 a 0,7000 baixa atividade antimicrobiana; de
0,699 a 0,400 atividade moderada e de 0,399 a 0,100 atividade antimicrobiana elevada.

Para que um micro-organismo seja considerado probidtico deve ser capaz de suportar
diferentes valores de pH, enzimas digestivas e sais biliares durante a passagem pelo trato
gastrointestinal (BANERJEE; RAY, 2017; GUEIMONDE; SALMINEN, 2006), sendo capaz
de se estabelecer, multiplicar-se e colonizar o epitélio de revestimento do intestino do
hospedeiro (NAYAK, 2010). Dessa forma, a Saccharomyces cerevisiae tem sido largamente
empregada como probidtico por conseguir sobreviver em testes simulados in vitro
(ARMANDO etal., 2011; DOGI et al., 2011; PIZZOLITTO et al., 2012; POLONI et al., 2017;
PINHEIRO et al., 2020). No teste in vitro, as cepas de Saccharomyces cerevisae foram capazes
de permanecer viaveis em pH 7,0 que é semelhante ao do trato gastrointestinal do L. vannamei
conforme indica Alexandre et al. (2014). Apo6s 12 horas de incubacdo em pH 7,0 (controle)
todas as cepas aumentaram significativamente a contagem (TABELA 6), o aumento inicial
ocorreu a partir de quatro horas de incubacdo. A presenca da bile em pH testados teve
desempenho semelhante com as incubadas no controle. Com pH 2,0 as cepas permaneceram

viaveis durante o tempo de cultivo.
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Tabela 6. Teste da viabilidade das cepas de Saccharomyces cerevisiae isoladas da microbiota

intestinal de Litopenaeus vannamei quanto ao pH e presenca de sais biliares

Cepas de Tempo (Horas)
Saccharomyces pH (UFC.mL em log)
cerevisae 0 4 8 12
C2B 739+0,13  8,33%+0,04 8,63P+0,12  8,84% 0,02
C2D 7,0 (Controle) 7220+ 032  954%+051 8774004 892 0,09
C9 73504076 8,11%+0,02 872*+0,08 898 +0,13
C2B 767%+0,10 852%+0,08 881+0,13  8,80% 0,01
C2D 7.0 (Bile)  711°+059  7,94%+0,05 899003  887%0,10
C9 7,73°+£0,27 8,00°+0,13 861%+0,22 894%+0,11
C2B 7,99+ 058  7,39%+001  7,64%+090  7,46% 0,08
C2b 2,0 7574003  7,61%£0,13 7,33%+0,09  7,86% 0,13
C9 7742+005 7432+004 7,75°+0,01 7,80%+ 0,01

Médias seguidas por letras minusculas diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05). Contagens

de células viaveis (UFC/mL em log). Dados expressos em média + desvio padrao.

As cepas de S. cereviae testadas foram capazes de adsorver 25 ng mL™ e 50 ng mL™ de
AFB: de formas semelhantes. Porém, a cepa C9 teve adsor¢cdo com concentracdo de 25 ng mL”
! de aflatoxina AFB; testada (figura 1 e tabela 7).
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Figura 1. Cromatograma referente a adsorcdo de AFB: das trés cepas de Saccharomyces
cerevisiae isoladas da microbiota intestinal de Litopenaeus vannamei (A - Controle aflatoxina By;
B - cepa C2B; C - cepa C2D;D - cepa C9).

Tabela 7. Adsor¢do de AFB: pelas cepas de Saccharomyces cerevisiae isoladas da microbiota

intestinal de Litopenaeus vannamei

Cepas de AFB:1 Adsorvida! (ng mL™?)
Saccharomyce
Yees 25 ng mL™? 50 ng mL!
cerevisae
(X +DP) % (X +DP) %
C2B 2,082+ 0,94 28,59 3,11+ 3,58 24,08
C2D 4,85+ 2,17 39,76 9,542+ 1,31 35,79
C9 12,50 £ 0,30 70,61 11,872+ 0,51 40,04

X: média, DP: desvio padrdo. Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo teste de Tukey a 1% de
probabilidade (p<0,01).
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A escolha de micro-organismos probioticos para incluir na dieta sera mais eficiente se
eles também tiverem capacidade para adsorver aflatoxina B;. Desse modo, favorecerdo a
reducdo do impacto das micotoxinas presentes na racdo sobre o desempenho dos animais
(P1ZZOLITTO et al., 2011; PIZZOLITTO et al., 2012; RIBEIRO et al., 2015).

Na tabela 8 estdo resumidos os resultados de autores que também utilizaram cepas de
Saccharomyces cerevisae de varias origens para o teste de adsorcdo de aflatoxina B1 com 25 e
50 ng.mL™.Pode-se verificar que o percentual de adsor¢io pode variar conforme a origem da
cepa e a concentracdo de aflatoxina utilizada. Essas variacGes observadas nos relatos dos
autores citados também foram verificadas nas cepas isoladas da microbiota intestinal de
Litopenaeus vannamei (tabela 7).

Tabela 8. Resultados dos testes de adsorcdo de aflatoxina B; realizados com cepas de

Saccharomyces cerevisae isoladas de ambientes diversos por outros autores

) ) Adsorcéo
Autores Origem da S. cerevisae Cepa AFB1 (ng.mL%)
de AFB: (%)
o RC1 25 4,7
o Levedura de cervejaria
Pinheiro et al. (2020) RC3 25 15,2
Ambiente de piscicultura A8L2 25 19,8
01 50 38,6
03 50 46,6
Pizzolitto et al. (2012)  Fezes de granjas avicolas:
05 50 33,4%
08 50 46,4
RC008 50 67,6
Armando et al. (2011)
RC0012 50 29,6
Intestino de suino RC0016 50 82,0

Apesar dessas cepas testadas terem sido isoladas de camardes que habitavam o mesmo
viveiro, elas apresentaram desempenho variado para adsorver AFBi, conforme as
concentragdes utilizadas. Entretanto, isso pode ter ocorrido devido a composi¢do da parede
celular da Saccharomyces cerevisiae que consiste principalmente de proteinas, lipidios e
polissacarideos, glucanos e mananos. (VILA-DONAT et al., 2018). Essa parede celular permite

diferentes mecanismos de ligacdo (de hidrogénio, interagdes idnicas ou hidrofobicas e pode
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exibir uma grande variedade de locais de adsor¢do de micotoxinas (RINGOT et al., 2007). A
adsorcédo ocorre gracas a reacfes enzimaticas de hidroxilacédo, de epoxilacdo ou de acetilagéo.
Os produtos a base de parede de leveduras, mesmo possuindo constituicdo basica semelhante,
sdo diferentes e podem variar quanto a capacidade de adsorcéo, por isso devem ser testados
individualmente (MALLMANN et al., 2006).

A parede celular da S. cerevisiae também demonstrou uma capacidade de adsorcao
frente a uma ampla variedade de micotoxinas, como: aflatoxinas, fumonisinas e zearalenona,
isso ocorre por possuirem glucomananas esterificadas, que sdo eficazes na neutralizacdo dos
efeitos toxicos e capazes de ligar-se eficientemente a diferentes micotoxinas (ARAVIND et al.,
2003; SANTIN et al., 2003; AVANTAGGIATO et al.,, 2005, SHETTY; PRATHA;
JESPERSEN, 2006; LI et al., 2012; MOHAGHEGH et al., 2017). A parede celular da S.
cerevisiae pode esclarecer o fato de que apesar de possuirem as mesmas caracteristicas da
espécie, e tenham sido isoladas do mesmo ambiente de cultivo, elas comportaram de forma
diferente em relagdo a adsorcdo de AFB; nas concentragGes de 25 ng mL™e 50 ng mL™,

Sendo assim, de acordo com os resultados observou-se que as cepas de S. cerevisiae
testadas possuem caracteristicas desejaveis para atuarem como probioticos quanto a capacidade
de adsor¢cdo de AFBi. Entretanto, a cepa C9 apresentou melhor desempenho nos testes de
atividade antimicrobiana, viabilidade em pH e na adsorcdo da AFB:1 do que as demais, porém
ndo teve a melhor eficiéncia quanto a capacidade autoagregativa. Desse modo, das trés cepas
testadas foi a que teria melhor desempenho como probidtico em ragdes para camardes. A
inclusdo dessa cepa em dietas para camardes pode reduzir a quantidade de AFB1 em ragdes,
além de provavelmente melhorar a sanidade e reducdo da quantidade de AFB;1 por adsorcéo.
No entanto, estudos in vivo com estas leveduras devem ser conduzidos para uma melhor

avaliagdo do seu uso na carcinicultura.

CONCLUSAO
As cepas de Saccharomyces cerevisiae isoladas da microbiota intestinal de Litopenaeus

vannamei possuem potencial probiético e adsorvente de AFB1 em testes in vitro.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A aquicultura atualmente desenvolve-se focada em um gerenciamento de cultivo mais
proativo. Nesse contexto, o uso de probioticos e seus beneficios tém se demonstrado como uma
promissora ferramenta profilatica para a gestdo da saude dos animais, qualidade ambiental e da
sustentabilidade da atividade econémica. Porém, ainda existem poucos relatos sobre a
diversidade microbiana nos ambientes aquicolas, necessitando de pesquisas que permitam a
caracterizacdo de micro-organismos do seu habitat e que possuam acdo probidtica para a
utilizacdo destes como aditivos naturais na sua alimentagéo.

Portanto, a aplicagdo de probioticos na alimentacdo pode modular o sistema imune de
animais aquaticos. Os estudos sobre leveduras com a¢do probidtica dependem de uma coleta de
informacdes, que vao desde o isolamento, selecdo de cepas, das caracteristicas fisiologicas, das
propriedades probidticas, da capacidade de inibicdo de patdgenos e da auséncia de
patogenicidade. Os micro-organismos devem ser de linhagens puras, corretamente
identificadas, seguras e ndo patogénicas a aquicultura e ao homem, nao resistentes a antibioticos
e estarem em concentracOes adequadas para atingir os resultados almejados.

Sendo assim, a utilizacdo de cepas de leveduras provenientes de animais aquéticos, que
possuam a capacidade de detoxificacdo bioldgica é alternativa significativa para a reducao dos
niveis de micotoxinas na aquicultura. Desde modo, a atuacdo desses compostos que sequestram
as toxinas no trato gastrointestinal e reduzem a biodisponibilidade destas, podem propiciar
melhorias no cultivo.

Com base nos resultados dos testes in vitro desta pesquisa, constatou-se que as cepas de
leveduras testadas possuem caracteristicas desejaveis para atuarem como probioticos e
capacidade de adsor¢do de AFB:. Nesse sentido, ressalta-se que as avaliagdes in vitro
simulando as condig¢fes presentes nos animais ndo inibem a necessidade de corroborar sua
efetividade in vivo. E importante dar continuidade a esse tipo de investigacdo em busca de
resultados mais eficazes que permitam melhorias no desempenho e sanidade dos animais
aquaticos. Estudos desenvolvidos nesta tematica sdo cada vez mais necessarios para
complementar e apoiar de forma significativa os avancos na nutricdo animal e melhorar nossa
compreensdo do papel benéfico das leveduras na descontaminacdo de micotoxinas em

alimentos.
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